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KOMISJONI DIREKTIIV 92/69/EMU,
31. juuli 1992,

millega seitsmeteistkiimnendat korda kohandatakse tehnika arenguga ndukogu direktiivi
67/548/EMU ohtlike ainete liigitamist, pakendamist ja mirgistamist kisitlevate &igus- ja
haldusnormide iihtlustamise kohta

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,

vottes arvesse Euroopa Majandusithenduse asutamislepingut,

vottes arvesse ndukogu 27. juuni 1967. aasta direktiivi
67/548/EMU ohtlike ainete liigitamist, pakendamist ja mérgis-
tamist kasitlevate digus- ja haldusnormide ihtlustamise koh-
ta, () viimati muudetud direktiiviga 92/32/EMU, () eriti selle
artikleid 28 ja 29,

ning arvestades, et:

direktiivi 67/548/EMU artikli 3 15ige 1 ja ndukogu 7. juuni
1988. aasta direktiivi 88/379/EMU (ohtlike valmististe liigita-
mist, pakendamist ja mirgistamist kisitlevate digus- ja haldus-
normide iihtlustamise kohta, *) viimati muudetud ndukogu
direktiiviga 90/492/EMU (%) artikkel 3 sitestavad, et ainete ja
valmististe fuiisikalis-keemilised omadused, miirgisus ja kesk-
konnamiirgisus méaratakse direktiivi 67/548/EMU lisas V ni-
metatud meetodite abil;

direktiivi 67/548/EMU lisa V tekst on praegu avaldatud kahes
osas, mis on vastavalt komisjoni direktiivi 84/449/EMU () lisa
ja komisjoni direktiivi 88/302/EMU (°) lisa;

tehnilise arengu arvessevotmiseks on vaja labi vaadata komisjo-
ni direktiivi 84/449/EMU lisas nimetatud katsemeetodid;

EUT 196, 16.8.1967, kk 1.
EUT L 154, 5.6.1992, Ik 1.
EUT L 187, 16.7.1988, Ik 14.
EUT L 275, 5.10.1990, Ik 35.
EUT L 251, 19.9.1984, Ik 1.
EUT L 133, 30.5.1988, Ik 1 ja EUT L 136, 2.6.1988, Ik 20.
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tehnilise arengu arvessevotmiseks on samuti vaja labi vaadata
praegu komisjoni direktiivi 88/302/EMU lisas olev vetikate
kasvu pidurdamise katse ja sel juhul viia see katsemeetod iile
direktiivi 84/449/EMU lisasse;

vastavalt ndukogu direktiivile 86/609/EMU katseteks ja muudel
teaduslikel eesmairkidel kasutatavate loomade kaitsega seotud
liikmesriikide oigus- ja haldusnormide ihtlustamise kohta ()
on asjakohane vihendada katsetes kasutatavate loomade hulka
miinimumini;

kiesoleva direktiivi sitted on kooskolas komitee arvamusega,
kelle iilesanne on kohandada ohtlike ainete ja valmististe tehni-
liste kaubandustokete korvaldamist kisitlevad direktiivid tehni-
ka arenguga,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA DIREKTIIVI:

Artikkel 1

Direktiivi 84/449/EMU lisa asendatakse kiesoleva direktiivi
lisaga.

() EUTL 358, 18.12.1986, Ik 1.
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Artikkel 2

Direktiivi 88/302/EMU lisas kirjeldatud vetikate kasvu pidurda-
mise katse meetod tunnistatakse kdesolevaga kehtetuks.

Artikkel 3

Litkmesriigid joustavad kdesoleva direktiivi tditmiseks vajalikud
digus- ja haldusnormid hiljemalt 30. oktoobril 1993. Liikmes-
riigid teatavad sellest viivitamata komisjonile.

Kui litkmesriigid konealused normid vastu vdtavad, lisavad nad
nendesse voi nende ametliku avaldamise korral nende juurde
viite kdesolevale direktiivile.

Sellise viitamise viisi ndevad ette lilkmesriigid.

Kiesolev direktiiv on adresseeritud liikmesriikidele.

Briissel, 31. juuli 1992

Artikkel 4

Komisjoni nimel
komisjoni liige
Karel VAN MIERT
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LISA

Komisjoni 31. juuli 1992. aasta direktiivi 92/69[EMU (millega seitsmeteistkiimnendat korda kohandatakse
tehnika arenguga ndukogu direktiivi 67/548/EMU ohtlike ainete liigitamist, pakendamist ja mirgistamist
kisitlevate digus- ja haldusnormide iihtlustamise kohta) lisa ()

() EUTL 383, 29.12.1992, k113.
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SISSEJUHATUS

Kédesolevas lisas sitestatakse direktiivi 79/831/EMU VII ja VIII lisas loetletud fitiisikalis-keemiliste, toksikoloogiliste ja
okotoksikoloogiliste omaduste mairamise meetodid. Meetodid pohinevad pddevate rahvusvaheliste organisatsioonide
(eelkdige OECD) tunnustatud ja soovitatud meetoditel.

Selliste meetodite puudumisel on kasutusele voetud siseriiklikud standardid voi teadusmaailmas {ildtunnustatud meeto-
did. Uldjuhul tuleks katsed ldbi viia direktiivis méiratletud ainega. Silmas tuleb pidada lisandite véimalikku méju
katsetulemustele.

Kui kéesolevas lisas osutatud meetodid ei sobi mingi kindla omaduse uurimiseks, peab teavitaja pShjendama muu
meetodi kasutamist.

Loomkatsed ja -uuringud viiakse 1abi kooskolas siseriiklike Gigusaktidega, vottes arvesse humaanseid pohimotteid ja
rahvusvahelisi suundumusi loomade heaolus.

Vordvddrsete katsemeetodite seast valitakse meetod, kus kasutatakse kdige vahem loomi.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

A OSA: FUUSIKALIS-KEEMILISTE OMADUSTE MAARAMISE MEETODID

A.1. SULAMIS-KULMUMISTEMPERATUUR

MEETOD

Enamik kirjeldatud meetoditest pohineb OECD katsesuunisel (1). Meetodite t66pohimdtted on dra toodud
viidetes (2) ja (3).

SISSEJUHATUS

Kirjeldatud meetodid ja seadmed on ette ndhtud ainete sulamistemperatuuri madramiseks, olenemata nende
puhtusastmest.

Meetodi valik soltub analiiiisitava aine iseloomust. Madravaks teguriks on see, kas aine on kergesti voi
raskesti voi iildse mitte peenestatav.

Monede ainete puhul on kohasem mdirata kilmumis- voi tahkumistemperatuur ning meetod sisaldab ka
nende mairamise standardeid.

Kui aine teatavate omaduste tottu ei ole otstarbekohane mdirata ithtki eespool toodud parameetrit, voib
otstarbekas olla mairata hangumistemperatuur.

MOISTED JA UHIKUD

Sulamistemperatuuri defineeritakse temperatuurina, mille juures aine liheb tahkest olekust ile vedelasse ja
ideaalis vastab see temperatuur kilmumistemperatuurile.

Kuna paljude ainete puhul toimub faasisiire mingis temperatuurivahemikus, nimetatakse seda sageli
sulamisvahemikuks.

Uhikute teisendamine (K °Cks)

t=T-27315

t: temperatuur Celsiuse skaalal, Celsiuse kraadides (°C)
T: termodiinaamiline temperatuur, kelvinites (K)
VORDLUSAINED

Uut ainet uurides ei ole vordlusaineid alati vaja kasutada. Neid tuleks kasutada peamiselt meetodi toimimise
kontrollimiseks ja voimaldamaks vordlust teiste meetodite abil saadud tulemustega.

Moned kaliibrimisained on loetletud viites (4).
KATSEMEETODI POHIMOTE

Madratakse temperatuur (temperatuurivahemik), mille juures toimub faasisiire tahkest olekust vedelasse voi
vedelast olekust tahkesse. Praktikas mairatakse testaine proovi atmosfidrirohul kuumutamisel/jahutamisel
sulamise/kilmumise alg- ja 16ppfaasi temperatuurid. Kirjeldatud on viit tiiipi meetodeid, nimelt kapillaarto-
rumeetodit, kuumlaua meetodeid, killmumistemperatuuri méiramisi, termoanaliiisimeetodeid ja (naftadlide
jaoks vilja tootatud) hangumistemperatuuri méadramist.
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1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

1.4.2.3.

1.4.3.

Teatud juhtudel v&ib olla otstarbekas médrata killmumistemperatuuri asemel sulamistemperatuur.

Kapillaartorumeetod

Vedelikuvanniga seadmed sulamistemperatuuri mddramiseks

Viike kogus peenestatud ainet viiakse kapillaartorusse ja surutakse tihedalt kokku. Kapillaartoru kuumuta-
takse koos termomeetriga, reguleerides temperatuuri tdusu nii, et tegeliku sulamisprotsessi ajal tduseb
temperatuur kiirusega umbes alla 1 K/min. Madratakse sulamise alg- ja 1dpptemperatuur.

Metallplokiga seadmed sulamistemperatuuri mddramiseks

Pohimottelt analoogsed punktis 1.4.1.1 kirjeldatuga, kuid kapillaartoru ja termomeeter asuvad kuumutata-
vas metallplokis ning on vaadeldavad plokis olevate vaatlusavade kaudu.

Madramine fotoraku abil

Kapillaartorus asuvat proovi kuumutatakse automaatreziimil metallsilindris. Silindris oleva ava kaudu
juhitakse 1dbi aine tdppiskaliibritud fotorakule suunatud valguskiir. Enamiku ainete optilised omadused
muutuvad sulades libipaistmatust libipaistvaks. Fotorakuni jdudva valguse intensiivsus suureneb ja saadab
kuumkambris asuva plaatina-takistustermomeetri temperatuuri digitaalndidikule stoppsignaali. Mdnede tuge-
va vidrvusega ainete jaoks see meetod ei sobi.

Kuumlauad

Kofleri sulavuslaud

Kofleri sulavuslaud koosneb kahest erineva soojusjuhtivusega elektriliselt kuumutatavast metallosast, kusjuu-
res laud on valmistatud selliselt, et temperatuurigradient on kogu selle pikkuses peaaegu lineaarne.
Sulavuslaua temperatuur voib varieeruda piirides 283-573 K ning sellel on spetsiaalne temperatuurinaidik
antud lauale kohandatud skaala, osuti ja jooksikuga. Sulamistemperatuuri maidramiseks kantakse aine
Shukese kihina otse sulavuslaua pinnale. Mone sekundi jooksul kujuneb vilja terav eraldusjoon vedela ja
tahke faasi vahel. Temperatuuri eraldusjoonel loetakse osuti viimisega eraldusjoonele.

Sulavusmikroskoop

Viga viikeste materjalikoguste sulamistemperatuuri mairamisel kasutatakse mitmesuguste kuumlaudadega
mikroskoope. Enamiku kuumlaudade puhul moddetakse temperatuuri tundliku termopaari abil, vahel
kasutatakse aga elavhobetermomeetrit. Taipilises sulavusmikroskoobi kuumlauas on kuumkamber, milles
olevale metallalusele asetatakse objektiklaasil olev proov. Metallaluse keskel on ava, mille kaudu siseneb
mikroskoobi valguspeeglist lahtuv valgus. Kasutamise ajal suletakse kamber klaasplaadiga, mis takistab 6hu
juurdepddsu proovile.

Proovi kuumutamist regulecritakse reostaadiga. Viga tipseteks modtmisteks optiliselt anisotroopsete ainete-
ga voib kasutada polariseeritud valgust.

Meniskimeetod
Seda meetodit kasutatakse eelkdige polilamiidide puhul.

Temperatuur, mille juures kuumlaua ja poliiamiid-katseobjektile toetuva katteklaasi vahele paigutatud
silikoondli menisk nihkub, mairatakse visuaalselt.

Kiilmumistemperatuuri miiramise meetod

Proov asetatakse spetsiaalsesse katseklaasi ja paigutatakse kiilmumistemperatuuri mairamiseks seadmesse.
Jahutamise ajal segatakse proovi pidevalt kergelt ja moddetakse sobivate vaheaegade tagant temperatuuri.
Niipea, kui temperatuur paari mootmise kestel piisima jadb, registreeritakse see temperatuur killmumistem-
peratuurina (arvestades ka termomeetri viga).
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1.4.4.

1.4.4.1

1.4.4.2

1.4.5.

1.5.

Viltida tuleb allajahutamist, sdilitades tahke ja vedela faasi vahel tasakaalu.

Termoanaliiiis

Diferentsiaaltermoanaliiiis (DTA)

Registreeritakse tihele ja samale juhitavale temperatuuriprogrammile allutatud uuritava aine ja vordlusma-
terjali temperatuuride erinevuse soltuvus temperatuurist. Kui proovis toimub entalpia muutusega seotud
iileminek, viljendub see endotermilise (sulamine) voi eksotermilise (kilmumine) korvalekaldena tempera-
tuurikdvera nulljoonest.

Skaneeriv diferentsiaalkalorimeetria (SDK)

Registreeritakse neelduva energia koguse soltuvus temperatuurist iihele ja samale juhitavale temperatuuri-
programmile allutatud uuritavas aines ja vordlusmaterjalis. Neelduv energia kulutatakse uuritava aine ja
vordlusmaterjali temperatuuride tihtlustamisele. Kui proovis toimub entalpia muutusega seotud iileminek,
viljendub see endotermilise (sulamine) voi eksotermilise (kiilmumine) korvalekaldena soojusbilansi kdvera
nulljoonest.

Hangumistemperatuur

Meetod on vilja tootatud naftadlide jaoks ja sobib kasutamiseks madala sulamistemperatuuriga olitaoliste
ainete puhul.

Peale algset kuumutamist jahutatakse proovi kindla kiirusega ja jélgitakse iga 3 K tagant selle voolavust.
Madalaim temperatuur, mille juures aine liikumist tdheldatakse, registreeritakse hangumistemperatuurina.

KVALITEEDINOUDED

Erinevate sulamistemperatuuri/sulamisvahemiku méddramise meetodite kohaldatavust ja tdpsust kirjeldatakse
jargmises tabelis.

TABEL: MEETODITE KOHALDATAVUS

A. Kapillaartorumeetodid

Modtmismeetod Peenestatavad ai- | Raskesti peenes- | Temperatuuriva- Hinnanguline Olemasolev stan-
00tmISmMECto ned tatavad ained hemik tapsus (') dard
Vedelikuvan-
niga seadmed Ainult md
sulamistempe- jah 12“ | 273573k £ 03K JIS K 0064
ratuuri  mda- ¢ punu
ramiseks
Metallplokiga
seadmed sula- Ainalt md 293 kuni
mistempera- jah 15“” rr}llo?e— - 573ulr<11 + 0,5K ISO 1218 (E)
tuuri madra- ¢ puhu
miseks
Mééramine Lisaseadmete
fotoraku abil jah abil paljude 253-573 K £ 0,5 K
puhul
() Soltub seadme tiitibist ja toimeaine puhtusastmest
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B. Kuumlauad ja kiilmutamismeetodid

Mostmismeetod Peenestatavad ai- | Raskesti peenes- | Temperatuuriva- Hinnanguline Olemasolev stan-
OotmIsmeeto ned tatavad ained hemik tipsus (') dard

Kofleri  sula- . i 283 kuni > ANSI/ASTM D

vuslaud jah o 573 K =LK 545176

Sulavusmikro- . Ainult mdne- 273 kuni >

skoop jah de puhul 573 K 05K DIN 53736

Meniskimee- Eelkdige po- .

tod i lilamiidide 29;‘;“’;{‘ g £ 05K ISO 1218 (E)

puhul

Killmumis-

tempegaéuuri jah jah 223-573 K 05K nt BS 4695

meetodi

1.6.

1.6.1.

() Soltub seadme tiiiibist ja toimeaine puhtusastmest

C. Termoanaliiiis

nete jaoks

nete jaoks

Modtmismeetod Peenestatavad ai- | Raskesti peenes- | Temperatuuriva- Hinnanguline Olemasolev stan-
00tmISmEcto ned tatavad ained hemik tépsus (1) dard
Diferentsiaal- kuni 600 K
termoanaliiiis . . + 0,5 Kkuni | ASTM E 537-
jah jah 173-1273 K 1273 76
K+ 20K
Skaneeriv  di- kuni 600 K
ferentsiaalka- . . + 0,5 Kkuni | ASTM E 537-
lorimeetria jah jah 173-1273 K 1273 76
K+ 20K
() Soltub seadme tiiiibist ja toimeaine puhtusastmest
D. Hangumistemperatuur
Mootmi tod Peenestatavad ai- | Raskesti peenes- | Temperatuuriva- Hinnanguline Olemasolev stan-
ootmismecto ned tatavad ained hemik tipsus (1) dard
Hangumis- Naftaolide ja Naftaolide ja
temperatuur dlitaoliste ai- dlitaoliste ai- 223-323 K + 30K ASTM D 97-66

() Soltub seadme tiiiibist ja toimeaine puhtusastmest

MEETODITE KIRJELDUS

Peaaegu koigi katsemeetodite kirjeldus on dra toodud rahvusvahelistes ja siseriiklikes standardites (vt liidet

1).

Kapillaartorumeetodid

Temperatuuri aeglasel tostmisel ilmnevad peenestatud ainete puhul tavaliselt joonisel 1 ndidatud sulamise-

tapid.
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Joonis 1

o ~
C U

A-etapp B-etapp C-etapp D-etapp E-etapp

A-etapp  Sulamise algus: peened tilgakesed kinnituvad iihtlaselt kapillaartoru siseseinale.

B-etapp  Kokkutdmbumine: proov eemaldub sulava massi kokkutdmbumise tdttu siseseinast.

C-etapp  Kokkutdmbunud proov vajub kokku ja vedeldub.

D-etapp  Vedeliku pinnal kujuneb vilja tiielik menisk, kuid arvestatav osa proovist jaib veel tahkeks.
E-ctapp  Sulamise 1dppfaas: tahkeid osakesi enam pole.

Sulamistemperatuuri maaramisel registreeritakse temperatuur nii sulamise alg- kui ka Ioppfaasis.

1.6.1.1. Vedelikuvanniga seadmed sulamistemperatuuri mddramiseks

Joonisel 2 on niidatud standarditud klaasist sulamistemperatuuri médramise seadet (JIS K 0064); koik
mdddud on millimeetrites.

Joonis 2

230

: Modtmisndou

Kork

Ohuava

Termomeeter

: Lisatermomeeter

: Vannivedelik

: Klaasist kapillaartoru pikkusega 80-100 mm,
sisediameetriga 1,0 £ 0,2 mm ja
seinapaksusega 0,2-0,3 mm

H: Kiilgtoru

QmumInwEz

1+20 4+— 40
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1.6.1.2.

Vedelikuvannis kuumutamisel kasutatav vedelik:

Valida tuleks sobiv vedelik. Vedeliku valik sdltub mddratavast sulamistemperatuurist, nt sobib parafiindli
sulamistemperatuuridele kuni 473 K, silikoondli sulamistemperatuuridele kuni 573 K.

523 K iletavate sulamistemperatuuride puhul voib kasutada segu kolmest osast vddvelhappest ja kahest
osast (massisuhtes) kaaliumsulfaadist. Seesuguste segude kasutamisel tuleb rakendada kohaseid ettevaatus-
abindusid.

Termomeeter:

Kasutada tuleks ainult jargmiste voi nendega vordvairsete standardite nduetele vastavaid termomeetreid:
ASTM E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001.

Katse kdik:

Kuiv aine peenestatakse uhmris ja viiakse iihest otsast kinnisesse kapillaartorusse nii, et peale kokkusuru-
mist tdidab aine kapillaartoru 3 mm ulatuses. Uhtlaselt tihendatud proovi saamiseks tuleks kapillaartorul
lasta klaastorus umbes 700 mm korguselt vertikaalselt vastu kellaklaasi kukkuda.

Taidetud kapillaartoru paigutatakse vanni nii, et termomeetri elavhobedareservuaari keskosa puutub
kapillaartoruga kokku kohas, kus asub proov. Tavaliselt asetatakse kapillaartoru seadmesse temperatuuril
umbes 10 K alla sulamistemperatuuri.

Vannivedelikku soojendatakse nii, et temperatuur tduseb umbes 3 K/min. Soovitatav on vedelikku segada.
Umbes 10 K enne eeldatava sulamistemperatuurini joudmist vdhendatakse temp ratuuri tousu kiiruseni
mitte iile 1 K/min.

Arvutamine:
Sulamistemperatuur arvutatakse jargmiselt:

T =T, + 0,00016(T, - T)n

kus:

T = parandatud sulamistemperatuur (K)

T, = termomeetri D temperatuurindit (K)

T, = termomeetri E temperatuurindit (K)

n = skaalajaotuste arv termomeetri D elavhobedasamba viljaulatuval osal.

Metallplokiga seadmed sulamistemperatuuri mddramiseks
Seade:
Koosneb:

— silindrilisest metallplokist, mille iilaosa on ddnes ja moodustab kambri (vt joonist 3),
— metallkorgist ithe voi kahe avaga, mis voimaldavad metallplokki torusid paigaldada,
— metallploki kiitteseadmest, mis voib olla lahendatud niiteks elektritakistusena plokis,
— reostaadist vdimsuse reguleerimiseks juhul, kui kasutatakse elektrilist kiitteseadet,

— neljast iiksteise suhtes tdisnurga all paiknevast kuumuskindla klaasiga aknast kambri kiilgseintel. Uhe
sellise akna ette on paigaldatud okulaar kapillaartoru jdlgimiseks. Kolme ilejadnud akent kasutatakse
sisemuse valgustamiseks lampide abil,

— fihest otsast kinnisest kuumuskindlast klaasist kapillaartorust (vt 1.6.1.1).
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Termomeeter:

Vt punktis 1.6.1.1. nimetatud standardeid. Sobivad ka vorreldava tipsusega termoelektrilised modtesead-
med.

Joonis 3

r‘r-

Termomeeter

Kapillaartoru

Metallkork

\Okulaar

I -\— Elektritakistus
Metallist kuumplokk & °

=

—

1.6.1.3. Madramine fotoraku abil

Seade ja katse Raik:

Seade koosneb automaatse kiittesiisteemiga metallkambrist. Kolm kapillaartoru tdidetakse vastavalt punktile
1.6.1.1 ja paigutatakse ahju.

Seadme kaliibrimiseks on voimalik kasutada mitmesuguseid lineaarseid temperatuuritduse; sobivat tempera-
tuuritdusu reguleeritakse elektriliselt vastavalt seadistatud konstantsele lineaarsele tousukiirusele. Meerikud
nditavad ahju tegelikku temperatuuri ja kapillaartorus oleva aine temperatuuri.
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1.6.2. Kuumlauad
1.6.2.1. Kofleri sulavuslaud

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

Vt liidet.

Sulavusmikroskoop

Vt liidet.

Meniskimeetod (poliiamiididele)

Vt liidet.

Sulamistemperatuuri vahemikus ei tohiks temperatuur tdusta kiiremini kui 1 K/min.
Kiilmumistemperatuuri méiramise meetodid

Vt liidet.

Termoanaliiiis

Diferentsiaaltermoanaliliis

Vt liidet.

Skaneeriv diferentsiaalkalorimeetria

Vt liidet.

Hangumistemperatuuri mdiramine

Vt liidet.

ANDMED

Mboningatel juhtudel on termomeetri nditusid vaja korrigeerida.
ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— kasutatud meetodit,

— aine tdpset kirjeldust (tunnusandmed ja lisandid) ja eelneva puhastusetapi kirjeldust (kui seda on
rakendatud),

— hinnangulist tdpsust.

Sulamistemperatuurina registreeritakse vihemalt kahe hinnangulise tipsuse piiridesse (vt tabeleid) jddva
modtetulemuse keskmine.

Kui sulamise alg- ja ldppfaasi temperatuuride vahe jaib meetodi hinnangulise tipsuse piiridesse, registree-
ritakse sulamistemperatuurina sulamise 10ppfaasi temperatuur; vastasel juhul registreeritakse molemad
vairtused.

Kui aine enne sulamistemperatuurini joudmist laguneb voi sublimeerub, registreeritakse temperatuur, mille
juures see aset leiab.
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1.1.

1.2

2.1.

2.2

2.3.

Registreerida tuleb koik tulemuste tolgendamist mdjutavad, eriti lisandeid ja aine fiiisikalist olekut
kisitlevad andmed ja markused.

VIITED

1. OECD, Paris, 1981, Test Guideline 102, Decision of the Council C(81) 30 final.

2. IUPAC, B. Le Neindre, B. Vodar, eds. Experimental thermodynamics, Butterworths, London 1975, vol. II,

803-834.

3. R. Weissberger ed.: Technique of organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd ed.,
Interscience Publ., New York, 1959, vol. I, Part I, Chapter VIL

4. IUPAC, Physicochemical measurements: Catalogue of reference materials from national laboratories, Pure
and applied chemistry, 1976, vol. 48, 505-515.

Liide

Tdiendavate tehniliste iiksikasjadega tutvumiseks voib ndidetena tutvuda jirgmiste standarditega.

Kapillaartorumeetodid

Vedelikuvanniga seadmed sulamistemperatuuri méadramiseks

ASTM E 324-69

BS 4634
DIN 53181

JIS K 00-64

Standard test method for relative initial and final melting points and
the melting range of organic chemicals

Method for the determination of melting point andfor melting range

Bestimmung des Schmelzintervalles von Harzen nach Kapillarverfah-
ren

Testing methods for melting point of chemical products

Metallplokiga seadmed sulamistemperatuuri méddramiseks

DIN 53736

ISO 1218 (E)

Kuumlauad
Kofleri sulavuslaud

ANSI/ASTM D 3451-76

Sulavusmikroskoop

DIN 53736

Meniskimeetod (poliiamiididele)

ISO 1218 (E)
ANSI/ASTM D 2133-66

NF T 51-050

Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen

Plastics — polyamides — determination of ‘melting point’

Standard recommended practices for testing polymeric powder coa-
tings

Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen

Plastics — polyamides — determination of ‘melting point’

Standard specification for acetal resin injection moulding and extru-
sion materials

Résines de polyamides. Détermination du ‘point de fusion” Méthode
du ménisque
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4.2.

Kiilmumistemperatuuri méiiramise meetodid

BS 4633
BS 4695

DIN 51421

ISO 2207
DIN 53175
NF T 60-114
NF T 20-051

ISO 1392

Termoanaliiiis
Diferentsiaaltermoanaliiiis

ASTM E 537-76

ASTM E 473-85
ASTM E 472-86
DIN 51005

Skaneeriv diferentsiaalkalorimeetria

ASTM E 537-76

ASTM E 473-85
ASTM E 472-86
DIN 51005

Hangumistemperatuuri mdiramine

NBN 52014

ASTM D 97-66
ISO 3016

Method for the determination of crystallizing point

Method for Determination of Melting Point of petroleum wax (Coo-
ling Curve)

Bestimmung des Gefrierpunktes von Flugkraftstoffen, Ottokraftstoffen
und Motorenbenzolen

Cires de pétrole: détermination de la température de figeage
Bestimmung des Erstarrungspunktes von Fettsduren
Point de fusion des paraffines

Méthode de détermination du point de cristallisation (point de
congélation)

Method for the determination of the freezing point

Standard method for assessing the thermal stability of chemicals by
methods of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating to thermal analysis
Standard practice for reporting thermoanalytical data

Thermische Analyse, Begriffe

Standard method for assessing the thermal stability of chemicals by
methods of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating to thermal analysis
Standard practice for reporting thermoanalytical data

Thermische Analyse, Begriffe

Echantillonnage et analyse des produits du pétrole: Point de trouble
et point d’écoulement limite - Monsterneming en ontleding van
aardolieproducten: Troebelingspunt en vloeipunt

Standard test method for pour point of petroleum oils

Petroleum oils — Determination of pour point.
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1.1.

1.2

A.2. KEEMISTEMPERATUUR

MEETOD

Enamik kirjeldatud meetoditest pohineb OECD katsesuunisel (1). Meetodite t6opdhimdtted on dra toodud
viidetes (2) ja (3).

SISSEJUHATUS

Siinkirjeldatud meetodeid ja seadmed saab kasutada vedelate ja madala sulamistemperatuuriga ainete korral
eeldusel, et nendega ei toimu allpool keemistemperatuuri mingeid keemilisi reaktsioone (nditeks auto-
oksiidatsiooni, timberasetust, lagunemist jne). Meetodid sobivad kohaldamiseks nii puhastele kui ka
lisanditega vedelikele.

Pohirdhk on pandud fotorakk-detektorit voi termoanaliiiisi kasutavatele meetoditele, kuna need sobivad nii
sulamis- kui ka keemistemperatuuri méddramiseks. Lisaks on mootmised automatiseeritavad.

“Diinaamilise meetodi” eclis on sobivus ka aururbhu mdidramiseks ning puudub vajadus parandada
keemistemperatuuri normaalrdhule (101 325 kPa), kuna réhku on modtmise kdigus voimalik manostaadi
abil normaalrohule reguleerida.

Mirkused:

Lisandite moju keemistemperatuuri médramisele soltub olulisel méédral lisandi iseloomust. Kui proov
sisaldab tulemust mojutada voivaid lenduvaid lisandeid, voib seda puhastada.

MOISTED JA UHIKUD

Keemistemperatuur normaalréhul  defineeritakse temperatuurina, mille juures vedeliku aururdhk on
101 325 kPa.

Kui keemistemperatuuri ei méédrata normaalrhul, kirjeldab aurur6hu soltuvust temperatuurist Clausius-
Clapeyroni vorrand:

logp=- A Hy —+ const
2,3 RT
kus:
p = aine aururdhk paskalites
A H, = aine aurustumissoojus (] mol")
R = universaalne gaasikonstant = 8,314 (] mol’ K)
T = termodiinaamiline temperatuur (K)

Keemistemperatuur registreeritakse mootmise-aegse dhurdhu suhtes.
Teisendused:
Rohk (ithikud: kPa)
100 kPa = 1 bar = 0,1 MPa
(ithik “bar” on lubatav, kuid ei ole soovitatav)
133 Pa =1 mm Hg = 1 Torr
(hikud “mm Hg” ja “Torr” ei ole lubatavad)
1 atm = normaalatmosfdir = 101 325 Pa

(ithik “atm” ei ole lubatav)
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.4.5.

1.4.6.

Temperatuur (ithikud: K)

t=T-273,15

t: temperatuur Celsiuse skaalal, Celsiuse kraadides (°C)

T: termodiinaamiline temperatuur, kelvinites (K)

VORDLUSAINED

Uut ainet uurides ei ole vordlusaineid alati vaja kasutada. Neid tuleks kasutada peamiselt meetodi toimimise
kontrollimiseks ja voimaldamaks vordlust teiste meetodite abil saadud tulemustega.

Moned kaliibrimisained on ira toodud liites loetletud meetodites.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Viis meetodit keemistemperatuuri (keemistemperatuuri vahemiku) méiramiseks pohinevad keemistempera-
tuuri modtmisel, tilejadnud kaks termoanaliidisil.

Miiramine ebulliomeetri abil

Ebulliomeetrid tootati algselt vilja molaarmassi madramiseks keemistemperatuuri tdusu jargi, kuid nad
sobivad ka keemistemperatuuri tipseks modtmiseks. Vaga lihtsat seadet kirjeldatakse ASTM D 1120-72 (vt
liidet). Selles seadmes kuumutatakse vedelikku atmosfiarirshul tasakaalutingimustes kuni keemiseni.

Diinaamiline meetod

Selle meetodi kohaselt moddetakse keemise ajal tagasijooksus sobiva termomeetri abil auru kondensatsioo-
nitemperatuur. Meetod vdimaldab rohku varieerida.

Destillatsioonimeetod keemistemperatuuri miiramiseks

Selle meetodi kohaselt moddetakse vedeliku destillatsioonil auru kondensatsioonitemperatuur ja destillaadi
kogus.

Siwoloboffi meetod

Proovi kuumutatakse katseklaasis vedelikuvannil. Katseklaasi paigutatakse alt kinni joodetud kapillaartoru,
mille alumises osas on Shumull.

Miiramine fotoraku abil

Modtmine viiakse eralduvate mullide pohjal 1abi automaatselt ja fotoelektriliselt, jargides Siwoloboffi
meetodit.

Diferentsiaaltermoanaliiiis

Registreeritakse tihele ja samale juhitavale temperatuuriprogrammile allutatud uuritava aine ja vordlusma-
terjali temperatuuride erinevuse soltuvus temperatuurist. Kui proovis toimub entalpia muutusega seotud
tileminek, viljendub see endotermilise (keemine) kdrvalekaldena temperatuurikdvera nulljoonest.
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1.4.7.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

Skaneeriv diferentsiaalkalorimeetria

Registreeritakse neelduva energia koguse soltuvus temperatuurist ithele ja samale juhitavale temperatuuri-
programmile allutatud uuritavas aines ja vordlusmaterjalis. Neelduv energia kulutatakse uuritava aine ja
vordlusmaterjali temperatuuride tihtlustamisele. Kui proovis toimub entalpia muutusega seotud iileminek,

viljendub see endotermilise (keemine) korvalekaldena soojusbilansi kovera nulljoonest.

KVALITEEDINOUDED

Erinevate keemistemperatuuri/keemistemperatuuri vahemiku mairamise meetodite kohaldatavust ja tipsust

kirjeldatakse tabelis 1.

TABEL 1: MEETODITE VORDLUS

Mostmismeetod Hinnanguline tipsus

Olemasolev standard

Ebulliomeeter 1,4 K (kuni 373 K) (') ()

2,5 K (kuni 600 K) (') ()

H+ H+

+

Diinaamiline meetod 0,5 K (kuni 600 K) ()

+

Destillatsioonimeetod  (keemis- 0,5 K (kuni 600 K)

temperatuuri vahemik)

+

Siwoloboffi meetod 2 K (kuni 600 K) (}

0,3 K (373 K juures) (%)

I+

Miiramine fotoraku abil

Diferentsiaaltermoanaliiiis + 0,5 K (kuni 600 K)
+ 2,0 K (kuni 1273 K)

Skaneeriv  diferentsiaalkalori- | * 0,5 K (kuni 600 K)

meetria + 2,0 K (kuni 1273 K)

ASTM D 1120-72 ()

ISO/R 918, DIN 53171, BS
4591/71

ASTM E 537-76

ASTM E 537-76

keerukamate ebulliomeetrite abil on tipsust vdimalik suurendada.

() See tipsus kehtib ainult lihtsa, nditeks ASTM D 1120-72 kirjeldusele vastava seadme puhul;

(%) Kehtib ainult puhaste ainete puhul. Muudel puhkudel kasutamist tuleb pohjendada.

MEETODITE KIRJELDUS

Osade katsemeetodite kirjeldus on dra toodud rahvusvahelistes ja siseriiklikes standardites (vt liidet).

Ebulliomeeter

Vt liidet.

Diinaamiline meetod

Vt katsemeetodit A.4 aururdhu mairamiseks.

Registreeritakse 101 325 kPA avaldatavale rohule vastav keemistemperatuur.

Destillatsioonimeetod (keemistemperatuuri vahemik)

Vt liidet.
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1.6.4. Siwoloboffi meetod

Ligikaudu 5 mm labimddduga katseklaasis olevat proovi kuumutatakse sulamistemperatuuri méaaramise
seadmes (joonis 1).

Joonisel 1 on ndidatud standarditud klaasist sulamis- ja keemistemperatuuri mairamise seade (JIS K 0064)
(kdik mdodud on millimeetrites).

Joonis 1

230

: Modtmisnou
Kork
Ohuava

. Termomeeter
Lisatermomeeter
Vannivedelik

: Kuni 5 mm vilisdiameetriga katseklaas, mille sees on
ligikaudu 100 mm pikkune, ligikaudu 1 mm
sisediameetri ja ligikaudu 0,2-0,3 mm
seinapaksusega kapillaartoru

H: Kiilgtoru

ATmONT >

Katseklaasi paigutatakse alumisest otsast ligikaudu 1 cm kauguselt kinni joodetud kapillaartoru (keeduka-
pillaar). Lisatava testaine kogus valitakse selline, et kapillaartoru kinnijoodetud osa jaab allapoole vedeliku
pinda. Keedukapillaariga katseklaas seotakse kas kummipaclaga termomeetri kiilge voi kinnitatakse kiilgtoe-

ga (vt joonist 2).

Joonis 2 Joonis 3
Siwoloboffi meetod Muudetud meetod

o ol | = —

a) b) ¢)
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1.6.5.

1.6.6.

1.6.6.1.

1.6.6.2.

Vedelikuvannis kuumutamisel kasutatav vedelik valitakse keemistemperatuuri jargi. Temperatuuridel kuni
573 K voib kasutada silikoondli. Parafiinli voib kasutada maksimaalselt temperatuurini 473 K. Vannivede-
likku soojendatakse nii, et temperatuur tduseb umbes 3 K/min. Vannivedelikku tuleb segada. Umbes 10 K
enne eeldatava keemistemperatuurini joudmist vihendatakse soojendamist nii, et temperatuur tSuseb
kiirusega alla 1 K/min. Keemistemperatuuri lihenedes hakkab keedukapillaarist kiiresti mulle eralduma.

Keemistemperatuur on selline temperatuur, mille juures mullide voog kiirel jahutamisel katkeb ning
vedelikunivoo kapillaartorus hakkab jdrsult tdusma. Termomeetri vastav niit ongi aine keemistemperatuur.

Muudetud meetodi (joonis 3) kohaselt mddratakse keemistemperatuur sulamistemperatuuri madramisel
kasutatavas kapillaartorus. Selle ots tdmmatakse umbes 2 cm pikkuses peeneks (a) ja kapillaartorusse
imetakse viike kogus proovi. Kapillaartoru avatud ots joodetakse kinni, nii et tippu jaib viike Shumull.
Kuumutamisel sulamistemperatuuri mdédramise seadmes (b) Shumull paisub. Keemistemperatuur vastab
temperatuurile, mille juures ainekork tduseb vannivedeliku pinna tasemeni (c).

Miidramine fotoraku abil
Kapillaartorus olevat proovi kuumutatakse soojendatavas metallplokis.
Plokis olevate vastavate avade kaudu juhitakse libi aine tippiskaliibritud fotorakule suunatud valguskiir.

Proovi temperatuuri tdusmisel hakkab keedukapillaarist iiksikuid mulle eralduma. Keemistemperatuurile
lahenedes kasvab eralduvate mullide arv margatavalt. Selle tulemusel fotorakus registreeritava valguse
intensiivsus suureneb ja saadab plokis asuva plaatina-takistustermomeetri temperatuuri naidikule stoppsig-
naali.

Meetod on viga mugav, kuna vdimaldab ilma seadet muutmata modta keemistemperatuuri ka allpool
toatemperatuuri kuni 253,15 K (20 °C). Selleks tuleb seade lihtsalt jahutusvanni paigutada.

Termoanaliiiis

Diferentsiaaltermoanaliliis

Vt liidet.

Skaneeriv diferentsiaalkalorimeetria
Vt liidet.

ANDMED

Viikestel lahknevustel normaalrdhust (kuni + 5 kPa) normaliseeritakse keemistemperatuuri véirtused
keemistemperatuurile normaalrohul (T) jargmise Sidney Youngi arvvadrtus-vorrandi abil:

T, =T+ (£x Ap)

kus:

Ap = (101325 — p) [vt marki]

p = mdddetud rohk (kPa)

f. = keemistemperatuuri muutuse soltuvus rohust (K/kPa)
T = mdddetud keemistemperatuur (K)

T, = normaalrdhule parandatud keemistemperatuur (K).
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Paljude ainete temperatuuriparandustegurid (f,) ning valemid nende ligikaudseks arvutamiseks on &ra
toodud eespool nimetatud rahvusvahelistes ja siseriiklikes standardites.

Niiteks toob DIN 53171 ira jargmised ligikaudsed parandustegurid virvides kasutatavatele lahustitele:

TABEL 2: TEMPERATUURIPARANDUSTEGURID f,

Temperatuur T (K) Parandustegur f_ (K/kPa)
323,15 0,26
348,15 0,28
373,15 0,31
398,15 0,33
423,15 0,35
448,15 0,37
473,15 0,39
498,15 0,41
523,15 0,44
548,15 0,45
573,15 0,47

3. ARUANDLUS
Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— kasutatud meetodit,

— aine tipset kirjeldust (tunnusandmed ja lisandid) ja eelneva puhastusetapi kirjeldust (kui seda on
rakendatud),

— hinnangulist tdpsust.

Keemistemperatuurina registreeritakse vahemalt kahe hinnangulise tipsuse piiridesse (vt tabel 1) jddva
mddtetulemuse keskmine.

Ara tuuakse nii moddetud keemistemperatuurid kui ka nende keskmine; réhud, mille juures modtmised
teostati, registreeritakse kilopaskalites (kPa). Eelistatavalt peaks rohk olema lihedane normaalréhule.

Registreerida tuleb koik tulemuste tolgendamist mdjutavad, eriti lisandeid ja aine fiiisikalist olekut
kisitlevad andmed ja mirkused.

4. VIITED

1. OECD, Paris, 1981, Test Guideline 103, Decision of the Council C (81) 30 final.

2. IUPAC, B. Le Neindre, B. Vodar, editions. Experimental thermodynamics, Butterworths, London 1975,
volume 1L

3. R. Weissberger edition: Technique of organic chemistry, Physical methods of organic chemistry, Third
Edition, Interscience Publications, New York, 1959, volume I, Part I, Chapter VIIL

Liide
Taiendavate tehniliste iiksikasjadega tutvumiseks voib néidetena tutvuda jiargmiste standarditega:
1. Ebulliomeeter

ASTM D 1120-72 Standard test method for boiling point of engine anti-freezes
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2. Destillatsioonimeetod (keemistemperatuuri vahemik)
ISO/R 918 Test Method for Distillation (Distillation Yield and Distillation Range)
BS 4349/68 Method for determination of distillation of petroleum products
BS 4591/71 Method for the determination of distillation characteristics
DIN 53171 Losungsmittel fir Anstrichstoffe, Bestimmung des Siedeverlaufes
NF T 20-608 Distillation: détermination du rendement et de lintervalle de distilla-
tion
3. Diferentsiaaltermoanaliiiis ja skaneeriv diferentsiaalkalorimeetria
ASTM E 537-76 Standard method for assessing the thermal stability of chemicals by
methods of differential thermal analysis
ASTM E 473-85 Standard definitions of terms relating to thermal analysis
ASTM E 472-86 Standard practice for reporting thermoanalytical data
DIN 51005 Thermische Analyse: Begriffe

A.3. SUHTELINE TIHEDUS

1. MEETOD

Kirjeldatud meetodid phinevad OECD katsesuunisel (1). Meetodite t66pdhimdte on dra toodud viites (2).

1.1. SISSEJUHATUS

Kirjeldatud suhtelise tiheduse madramise meetodid sobivad kohaldamiseks nii tahketele kui vedelatele
ainetele, olenemata nende puhtusastmest. Tabelis 1 on dra toodud mitmesugused meetodid.

1.2. MOISTED JA UHIKUD

Tahkete ainete ja vedelike suhteline tihedus D2° on 20 °C juures méiratud kindla mahuga aine massi ja
4 °C juures madratud sama mahuga veekoguse massi suhe. Suhtelisel tihedusel puudub ihik.

Aine tihedus (p) on tema massi (m) ja mahu (v) suhe.

Tihedus (p) esitatakse Sl-iihikutes (kg/m’).

1.3. VORDLUSAINED (1), (3)

Uut ainet uurides ei ole vordlusaineid alati vaja kasutada. Neid tuleks kasutada peamiselt meetodi toimimise
kontrollimiseks ja voimaldamaks vordlust teiste meetodite abil saadud tulemustega.

1.4. POHIMOTE

Kasutatakse nelja tiitipi meetodeid.
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1.4.1. Ujuvusmeetodid
1.4.1.1. Hiidromeeter (vedelike jaoks)

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

1.6.

Kallalt tdpselt ja kiiresti saab tihedust mdéirata ujukhiiddromeetrite abil, mille skaalajaotised vdimaldavad
vedeliku tiheduse méirata sukeldunud osa pikkuse pdhjal.

Hildrostaatilised kaalud (vedelike ja tahkete ainete jaoks)

Proovi tihedust on véimalik madrata selle Shus ja sobivas vedelikus (nt vees) moddetud masside vahe
pohjal.

Tahkete ainete puhul iseloomustab leitud tihedus ainult konkreetset proovi. Vedelike tiheduse madramiseks
kaalutakse teadaoleva ruumalaga (v) keha koigepealt Shus ja siis vedelikus.

Sukeldatud keha meetod (vedelike jaoks)(4)

Selle meetodi kohaselt madratakse vedeliku tihedus vedeliku kaalumisel enne ja peale teadaoleva ruumalaga
keha sukeldamist uuritavasse vedelikku saadud masside vahe pohjal.

Pitknomeetrit rakendavad meetodid

Meetodid sobivad nii tahketele ainetele kui ka vedelikele, voimalik on kasutada erineva kujuga ja kindla
ruumalaga piiknomeetreid. Tihedus arvutatakse tiis ja tithja pitknomeetri masside vahe ja piiknomeetri
teadaoleva ruumala pohjal.

Ohkvérdluspitknomeeter (tahkete ainete jaoks)

Gaasvordluspitknomeetri abil on toatemperatuuril voimalik médrata mis tahes kujul oleva tahke aine
tihedust. Aine ruumala moddetakse ohu voi inertgaasiga tdidetud muutuva kaliibritud mahuga silindris.
Tiheduse arvutamiseks mairatakse peale ruumala modtmist aine mass.

Resonantstihedusmootur (5), (6), (7)

Vedeliku tihedust on véimalik méadrata resonantstihedusmodturi abil. U-toruna konstrueeritud mehaaniline
ostsillaator pannakse vibreerima ostsillaatori massist sdltuval resonantssagedusel. Proovi viimine U-torru
muudab ostsillaatori resonantssagedust. Seade tuleb kaliibrida kahe vedelikuga, mille tihedus on teada.
Vedelike valimisel tuleks eelistada selliseid, mille tihedused hdlmavad moéddetavat vahemikku.

KVALITEEDINOUDED

Erinevate suhtelise tiheduse mairamise meetodite kohaldatavust kirjeldatakse allpool olevas tabelis.

MEETODITE KIRJELDUS

Liites on tdiendavate tehniliste iiksikasjadega tutvumiseks esitatud ndidetena standardeid.

Katsed tuleb labi viia 20 °C juures ja teha tuleb vidhemalt kaks mddtmist.
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2. ANDMED
Vaata standardeid.
3. ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— kasutatud meetodit,

— aine tdpset kirjeldust (tunnusandmed ja lisandid) ja eelneva puhastusetapi kirjeldust (kui seda on
rakendatud).

Suhteline tihedus D2° registreeritakse vastavalt punkti 1.2 definitsioonile koos analiiiisitava aine fiiiisikalise
olekuga.

Registreerida tuleb koik tulemuste tolgendamist mojutavad, eriti lisandeid ja aine fuiisikalist olekut
kisitlevad andmed ja markused.

TABEL: MEETODITE KOHALDATAVUS

Tihedus Maksimaalne
Mostmismeetod v()imali'k' dii- Olemasolev'ad stan-
tahke aine vedelik naamiline dardid
1.4.1.1. Hiidromeeter jah 5 Pass ISO 387,
ISO 649-2,
NE T 20-050
1.4.1.2. Hiidrostaatilised kaalud
a) tahked ained jah ISO 1183 (A)
b) vedelikud jah 5 Pass ISO 901 ja 758
1.4.1.3. Sukeldatud keha meetod jah 20 Pas | DIN 53217
1.4.2.  Piknomeeter ISO 3507
a) tahked ained jah ISO 1183(B),
NF T 20-053
b) vedelikud jah 500 Pas | ISO 758
1.4.3.  Ohkvdrdluspiiknomeeter jah DIN 55990 Teil 3,
DIN 53243
1.4.4.  Resonantstihedusmddtur jah 5 Pass

4. VIITED

1. OECD, Paris, 1981, Test Guideline 109, Decision of the Council C(81) 30 final.

2. R. Weissberger ed., Technique of Organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd ed.,
Chapter 1V, Interscience Publ., New York, 1959, vol. I, Part 1.

3. IUPAC, Recommended reference materials for realization of physico-chemical properties, Pure and
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1.1.

1.2.

1.3.

2.1.

Liide

Taiendavate tehniliste iiksikasjadega tutvumiseks voib néidetena tutvuda jargmiste standarditega:

UJUVUSMEETODID

Hiidromeeter

DIN 12790, ISO 387 Hydrometer; general instructions

DIN 12791 Part I: Density hydrometers; construction, adjustment and use
Part II: Density hydrometers; standardized sizes, designation
Part III: Use and test

ISO 649-2 Laboratory glassware: Density hydrometers for general purpose

NFE T 20-050 Chemical products for industrial use — Determination of density of
liquids — Areometric method

DIN 12793 Laboratory glassware: range find hydrometers

Hiidrostaatilised kaalud

Tahkete ainete jaoks

ISO 1183 Method A: Methods for determining the density and relative density
of plastics excluding cellular plastics

NF T 20-049 Chemical products for industrial use — Determination of the density
of solids other than powders and cellular products — Hydrostatic
balance method

ASTM-D-792 Specific gravity and density of plastics by displacement

DIN 53479 Testing of plastics and elastomers; determination of density

Vedelike jaoks

ISO 901 ISO 758

DIN 51757 Testing of mineral oils and related materials; determination of density
ASTM D 941-55, ASTM D 1296-67 and ASTM D 1481-62

ASTM D 1298 Density, specific gravity or API gravity of crude petroleum and liquid
petroleum products by hydrometer method

BS 4714 Density, specific gravity or API gravity of crude petroleum and liquid
petroleum products by hydrometer method

Sukeldatud keha meetod

DIN 53217 Testing of paints, varnishes and similar coating materials; determina-
tion of density; immersed body method

PUKNOMEETRIT RAKENDAVAD MEETODID

Vedelike jaoks

ISO 3507 Pycnometers

ISO 758 Liquid chemical products; determination of density at 20 °C

DIN 12797 Gay-Lussac pycnometer (for non-volatile liquids which are not too
viscous)

DIN 12798 Lipkin pycnometer (for liquids with a kinematic viscosity of less than

100 -10° m? s' at 15 °C)
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2.2.

DIN 12800
DIN 12801

DIN 12806

DIN 12807
DIN 12808
DIN 12809

DIN 53217
DIN 51757

ASTM D 297
ASTM D 2111
BS 4699

BS 5903

NF T 20-053
Tahkete ainete jaoks
ISO 1183

NF T 20-053

DIN 19683

OHKVORDLUSPUKNOMEETER
DIN 55990

DIN 53243

Sprengel pycnometer (for liquids as DIN 12798)

Reischauer pycnometer (for liquids with a kinematic viscosity of less
than 100-10° m? s' at 20 °C, applicable in particular also to
hydrocarbons and aqueous solutions as well as to liquids with higher
vapour pressure, approximately 1 bar at 90°C)

Hubbard pycnometer (for viscous liquids of all types which do not
have too high a vapour pressure, in particular also for paints,
varnishes and bitumen)

Bingham pycnometer (for liquids, as in DIN 12801)
Jaulmes pycnometer (in particular for ethanol-water mixture)

Pycnometer with ground-in thermometer and capillary side tube (for
liquids which are not too viscous)

Testing of paints, varnishes and similar products; determination of
density by pycnometer

Point 7: Testing of mineral oils and related materials; determination
of density

Section 15: Rubber products — chemical analysis
Method C: Halogenated organic compounds

Method for determination of specific gravity and density of petro-
leum products (graduated bicapillary pycnometer method)

Method for determination of relative density and density of petro-
leum products by the capillary- stoppered pycnometer method

Chemical products for industrial use — Determination of density of
solids in powder and liquids — Pyknometric method

Method B: Methods for determining the density and relative density
of plastics excluding cellular plastics

Chemical products for industrial use — Determination of density of
solids in powder and liquids — Pyknometric method

Determination of the density of soils

Part 3: Pritfung von Anstrichstoffen und dhnlichen Beschichtungsstof-
fen; Pulverlack; Bestimmung der Dichte

Anstrichstoffe; Chlorhaltige Polymere; Priifung
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1.1.

1.2.

A.4. AURUROHK

MEETOD

Enamik kirjeldatud meetoditest pdhineb OECD katsesuunisel (1). Meetodite t6opdhimdtted on dra toodud
viidetes (2) ja (3).

SISSEJUHATUS
Katse labiviimiseks on kasulik teada aine struktuuri, sulamistemperatuuri ja keemistemperatuuri.

Uhtki mddtmismeetodit ei saa kohaldada kdigile véimalikele aururdhkudele. Seetdttu soovitatakse aururdh-
kude modtmiseks vahemikus < 10-10° Pa mitmeid meetodeid.

Lisandid avaldavad tldjuhul aururdhule moju, mis soltub oluliselt lisandi iseloomust.

Kui proov sisaldab tulemust mdjutada vdivaid lenduvaid lisandeid, voib seda puhastada. Kohane voib olla
ka tehniliselt puhta materjali aururdhu registreerimine.

Ménedes siinkirjeldatud meetoditest kasutatakse metallosi sisaldavaid seadmeid, soovitavaid aineid analiiiisi-
des tuleks seda arvestada.

MOISTED JA UHIKUD

Aine aururdhk on defineeritud kiillastusrohuna tahke aine voi vedeliku kohal. Termodiinaamilise tasakaalu
tingimustes soltub puhta aine aururdhk ainult temperatuurist.

Rohu modtithikuna tuleks kasutada Sl-ithikut paskal (Pa).

Allpool on toodud varem kasutatud rohuiihikud koos vastavate teisendusteguritega:

1 Torr ( = 1 mm Hg) 1,333 x 10? Pa
1 atmosfiir 1,013 x 10° Pa
1 bar 10° Pa

Temperatuuri modtithikuks SI siisteemis on kelvin (K).
Universaalne gaasikonstant R on 8,314 ] mol* K.

Temperatuuri sdltuvust aururdhust kirjeldatakse Clausius-Clapeyroni vorrandiga:

logp=- A Hy —+ const
2,3 RT
kus:
p = aine aururdhk paskalites
A H, = aine aurustumissoojus (| mol")
R = universaalne gaasikonstant (] mol! K)
T = termodiinaamiline temperatuur (K)
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

VORDLUSAINED

Uut ainet uurides ei ole vordlusaineid alati vaja kasutada. Neid tuleks kasutada peamiselt meetodi toimimise
kontrollimiseks ja vdimaldamaks vordlust teiste meetodite abil saadud tulemustega.

KATSEMEETODITE POHIMOTE

Aururdhu mdiramiseks on vilja pakutud seitse meetodit, mis sobivad erinevate aururdhu vahemike jaoks.
Iga meetodi puhul médratakse aururdhk erinevatel temperatuuridel. Piiratud temperatuurivahemikus on
puhta aine aururdhu logaritm lineaarses soltuvuses temperatuuri poordvédrtusest.

Diinaamiline meetod

Diinaamilise meetodi puhul moddetakse konkreetsele rohule vastav keemistemperatuur.

Soovitatav rohuvahemik:

10°-10° Pa.

Seda meetodit on soovitatud ka keemistemperatuuri méadramiseks normaalrdhul, sel juhul ulatub tema
toopiirkond temperatuurini 600 K.

Staatiline meetod

Staatilise meetodi puhul mdiratakse suletud siisteemis kindlal temperatuuril termodiinaamilise tasakaalu
tingimustes valja kujunenud aururdhk. Meetod sobib nii ithe- kui ka mitmekomponendiliste tahkete ainete
ja vedelike jaoks.

Soovitatav rohuvahemik:

10-10° Pa.

Hoolikal kisitlemisel on meetodit vdimalik rakendada ka vahemikus 1-10 Pa.

Isoteniskoop

See standarditud meetod on kiill staatiline, kuid ei ole iildjuhul kohaldatav mitmekomponendilistele
stisteemidele. Tdiendavat informatsiooni voib leida ASTM meetodist D-2879-86.

Soovitatav rohuvahemik:

100-10° Pa.

Efusioonmeetod: aururéhukaalud

Vaakumi tingimustes, kus tagasipoorduva aine voo vdib arvestamata jitta, mdddetakse rakust teadaoleva
suurusega ava kaudu ajaithikus viljuva aine hulk (nt aurujoa poolt tundlikele kaaludele antud impulsi voi
massikao modtmise kaudu).

Soovitatav rohuvahemik:

10°-1 Pa.
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1.4.5.

1.4.6.

1.4.7.

1.5.

Efusioonmeetod: massikao v6i aurustunud aine kogumise pdhjal

Meetodi aluseks on ultravaakumi tingimustes Knudseni rakust (4) ajatihikus ldbi mikrodiiiisi auruna viljuva
testaine massi méddramine. Vilja voolanud auru massi voib leida kas raku massikao médramise kaudu voi
auru madalal temperatuuril kondenseerimisel ja lendunud aine koguse kromatograafilisel médramisel.
Aururdhk arvutatakse Hertz-Knudseni vorrandi abil.

Soovitatav rohuvahemik:

10”-1 Pa.

Gaasi kiillastamise meetod

Ule aine suunatakse inertse kandegaasi voog, nii et gaas aine aurudega kiillastub. Teadaoleva koguse
kandegaasiga kaasa kandunud aine koguse saab mdirata sobivasse piiiidurisse kogumise voi pideva
analiiisitehnika abil. Selle pohjal arvutatakse seejirel aururdhk antud temperatuuril.

Soovitatav rohuvahemik:

10*-1 Pa.

Hoolikal kisitlemisel on meetodit vdimalik rakendada ka vahemikus 1-10 Pa.

Poorlev rootor

Poordrootormddturi modtelemendiks on viike teraskuul, mis holjub magnetviljas ja poorleb suurel kiirusel.
Gaasirohk leitakse teraskuuli gaasirdhust tingitud aeglustumise pohjal.

Soovitatav rohuvahemik:
104-0,5 Pa.
KVALITEEDINOUDED

Jargmises tabelis vorreldakse omavahel erinevate aururéhu maiaramise meetodite kohaldatavust, korratavust,
reprodutseeritavust, mddtepiirkonda ja olemasolevat standardit.

KVALITEEDINOUDED
Ained Hinnanguli- Hinnanguli- | g0 iotay ol I
Mairamismeetod ne korrata- ne repro- rohuvahe- emaso’ev
. . ) dutseerita- - standard
tahke aine vedelik vus vus! mik
1.4.1. Diinaamiline mee- | madala su- jah kuni 25 % | kuni 25 % |10® Pa—2 x —
tod lamistempe- 10° Pa
ratuuriga
1-5% 1-5% |2 x 10° Pa— —
10° Pa
1.4.2. Staatiline meetod jah jah 5-10 % 5-10% |10 Pa-10° |NFT 20-048
Pa () ©)
1.4.3. Isoteniskoop jah jah 5-10 % 5-10% [10? Pa-10° |ASTM-D
Pa 2879-86
1.4.4. Efusioonmeetod — jah jah 5-20% | kuni 50 % [10° Pa—1 Pa|NFT 20-047
aururdhukaalud (6)
1.4.5. Efusioonmeetod — jah jah 10-30 % — 102 Pa-1 Pa —
massikadu
1.4.6. Gaasi killastamise jah jah 10-30% | kuni 50 % |10 Pa—1 —
meetod Pa?
1.4.7. Poorleva rootori jah jah 10-20 % — 10* Pa-0,5 —
meetod Pa

(") Soltub puhtusastmest
() Hoolikal kisitlemisel on neid meetodeid voimalik rakendada ka vahemikus 1-10 Pa.
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1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

MEETODITE KIRJELDUS

Diinaamiline meetod

Seade

Modteseade koosneb tavaliselt klaasist voi metallist piistjahutiga varustatud keemiseks moeldud anumast
(joonis 1), temperatuuri modtmise ning rohu reguleerimise ja mddtmise seadmetest. Joonisel ndidatud
titipiline modteseade on valmistatud kuumuskindlast klaasist ja koosneb viiest osast:

Suur, osaliselt topeltseintega toru, millel on tasalihviga dérikithendus, jahuti, jahutusnou ja sisseviik.

Cottrelli pumbaga klaassilinder paikneb toru keetmisosas ning tdukelise keemise viltimiseks on silindril
kare paagutatud klaasist sisepind.

Temperatuur mdadratakse sobiva temperatuurianduriga (nt takistustermomeeter, kattega termopaar), mis on
mddteseadmesse viidud vastava sisseviigu (nt lihvkerni) kaudu ja ulatub mddtepunktini (nr 5 joonisel 1).

Rohu reguleerimis- ja mddteseadmed ithendatakse nii, nagu vaja.

Puhvermahutina toimiv kolb tihendatakse seadmega kapillaartoru abil.

Keetmisanumat kuumutatakse klaasseadmesse altpoolt sisestatud kiitteelemendiga (nt padrunkuumutiga).
Kuumutamiseks vajalikku voolutugevust seadistatakse ja reguleeritakse termopaari abil.

Vajalik vaakum vahemikus 102 Pa kuni ligikaudu 10° Pa tekitatakse vaakumpumba abil.

Ohu voi limmastiku sissepddsu rohu reguleerimiseks (mddtepiirkond ligikaudu 102-10° Pa) véi ventileeri-
miseks reguleeritakse sobiva klapi abil.

Rohku moddetakse manomeetri abil.

Maatmisprotseduur

Aururdhk mdaratakse proovi keemistemperatuuri madramisega kindlatel rdhkudel vahemikus ligikaudu 10°-
10° Pa. Keemistemperatuurini joudmist nditab piisiv temperatuur konstantsel rohul. Meetodit ei saa
kasutada vahutavate ainete uurimiseks.

Aine pannakse puhtasse, kuiva proovindusse. Probleeme vdib tekkida peenestamata tahkete ainetega, kuid
vahel on need jahutussirgi soojendamisega lahendatavad. Pirast tditmist suletakse modteseadme ddrikithen-
dus ja aine degaseeritakse. Seejirel seadistatakse kdige madalam soovitud temperatuur ja lilitatakse kiite
toole. Samal ajal ithendatakse temperatuuriandur meerikuga.

Tasakaaluolekuni joudmist nditab konstantsel rohul registreeritav konstantne keemistemperatuur. Valtida
tuleb tdukelist keemist. Lisaks peab jahutis toimuma tdielik kondensatsioon. Madala sulamistemperatuuriga
tahkete ainete sulamistemperatuuri méddramisel tuleb jilgida, et jahuti ei ummistuks.

Pirast tasakaalupunkti registreerimist seadistatakse kdrgem rohk. Protsessi jatkatakse, kuni joutakse réhuni
10° Pa (kokku ligikaudu 5-10 modtepunkti). Kontrollimiseks tuleb tasakaalupunkte alanevatel rohkudel
uuesti moota.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Staatiline meetod

Seade

Seade koosneb proovindust, kiitte- ja jahutussiisteemist proovi temperatuuri reguleerimiseks ja temperatuuri
mootmise vahenditest. Seade sisaldab ka vahendeid rShu seadistamiseks ja reguleerimiseks. Meetodi
t66pohimadtteid illustreerivad joonised 2a ja 2b.

Proovikambri (joonis 2a) iiks avaus on suletud sobiva kdrgvaakumklapiga. Teine avaus on ithendatud
sobivat rohumddtmisvedelikku sisaldava U-toruga. U-toru iiks haru on iihendatud vaakumpumba, limmas-
tikusilindri voi ventilatsiooniklapi ja manomeetriga.

U-toru asemel voib kasutada ndidikuga rohumddturit (joonis 2b).

Proovi temperatuuri reguleerimiseks paigutatakse proovindu koos klapi ja U-toru voéi rdhumddturiga
konstantsel temperatuuril (tdpsusega + 0,2 K) hoitavasse vanni. Temperatuuri mdddetakse kas proovindu
vilisseinal voi proovindu sees.

Vaakumi tekitamiseks kasutatakse seadmes iilesvoolu asuva kiilmpiiiiduriga vaakumpumpa.

Meetodi 2a puhul moddetakse aine aururdhk kaudselt, kasutades nullindikaatorit. Siin vdetakse arvesse
asjaolu, et temperatuuri margataval muutumisel muutub ka U-torus oleva vedeliku tihedus.

Soltuvalt rohuvahemikust ja testaine keemilisest iseloomust sobivad U-torus nullindikaatorina kasutamiseks
sellised vedelikud, nagu silikoondlid ja ftalaadid. Testaine ei tohi U-toru vedelikus ei arvestataval mddral
lahustuda ega sellega reageerida.

Rohuvahemikus normaaldhurdhust rdhuni 102 Pa sobib manomeetris kasutamiseks elavhdbe, rohkudel alla
10? Pa kuni rShuni 10 Pa aga silikoondlid ja ftalaadid. Kuumutatavad mahtuvuslikud membraanrdhumdo-
turid on kasutatavad ka rohul alla 10" Pa. On ka muid rohumootureid, mida saab kasutada rohkudel alla
102 Pa.

Maatmisprotseduur

Enne mootmist tuleb kdik joonisel 2 ndidatud seadme osad hoolikalt puhastada ja kuivatada.

Meetodi 2a kasutamisel tdidetakse U-toru valitud vedelikuga, mis tuleb enne mootmisi kdrgemal tempera-
tuuril degaseerida.

Testaine viiakse seadmesse, mis seejirel suletakse ja temperatuuri alandatakse degaseerimiseks vajaliku
tasemeni. Temperatuur peab olema piisavalt madal kindlustamaks, et 6hk vilja imetaks, kuid mitmekom-
ponendiliste siisteemide koostis ei muutuks. Vajadusel voib tasakaalu saavutamist segamisega kiirendada.

Proovi voib allajahutada, nt vedela limmastikuga (véltides hoolikalt hu ja pumbavedeliku kondenseerumist)
voi etanooli ja kuiva jad seguga. Modtmistel madalatel temperatuuridel kasutatakse kriiostaadiga tihendatud
vedelikuvanni.

Ohu kérvaldamiseks avatakse proovi kohal asuv klapp ja hoitakse proovi 6hu eemaldamiseks mitu minutit
alandatud rohul. Seejirel klapp suletakse ja proovi temperatuuri langetatakse madalaima soovitud tasemeni.
Vajadusel tuleb degaseerimist korrata.

Proovi soojendamisel selle aururdhk tduseb. See mdjutab U-torus oleva vedeliku tasakaaluasendit. Selle
kompenseerimiseks lastakse klapi kaudu seadmesse limmastikku voi ohku, kuni rohundituri vedelik on jille
nullasendis. Selleks vajaliku réhu nditu saab lugeda toatemperatuuril olevalt tippismanomeetrilt. Leitud rohk
vastab aine aururdhule antud mootmistemperatuuril.

Meetod 2b on eelmisega analoogne, kuid aururdhku loetakse otse.
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1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

Aururdhu temperatuurisoltuvus maéédratakse sobivalt viikeste vahemike tagant (kokku ligikaudu 5-10
modtepunkti) kuni korgeima soovitud temperatuurini. Madalaid temperatuurindite tuleb kontrollimiseks
korrata.

Kui kordamisel saadud vairtused ei lange kokku tdusva temperatuuri kdveraga, voib see olla tingitud iihest
jargnevatest asjaoludest:

1. proov sisaldab veel dhku (nt kdrge viskoossusega materjalid) v6i madala keemistemperatuuriga aineid,
mis kuumutamisel eralduvad ja mida on voimalik edasise allajahutamise kaigus vaakumiga eemaldada;

2. jahutustemperatuur ei ole piisavalt madal. Sellisel juhul tuleb jahutajana kasutada vedelat limmastikku.

Nii juhtumi 1 kui 2 puhul tuleb mddtmisi korrata;

3. ainega toimub uuritavas temperatuurivahemikus keemiline reaktsioon (nt lagunemine vdi poliimerisat-
sioon).

Isoteniskoop

Meetodi tdielik kirjeldus on toodud viites (7). Modteseadme t66pShimdte on ndidatud joonisel 3.
Analoogselt punktis 1.6.2 kirjeldatud staatilise meetodiga sobib isoteniskoop nii tahkete ainete kui ka
vedelike uurimiseks.

Vedelike puhul tdidab aine ise abimanomeetri rolli. Isoteniskoopi viiakse vedelikukogus, mis on kiillaldane
nii reservuaari kui ka manomeetri lithikese haru tiitmiseks. Isoteniskoop ithendatakse vaakumsiisteemiga ja
vakumeeritakse ning tdidetakse seejirel limmastikuga. Siisteemi vakumeerimist ja puhastamist korratakse
jadkhapniku eemaldamiseks kahel korral. Tididetud isoteniskoop paigutatakse horisontaalasendisse, nii et
proov valgub dhukese kihina iile proovireservuaari ja manomeetri (U-osa). Stisteemi rohku alandatakse 133
paskalini ja soojendatakse proovi kergelt selle keemahakkamiseni (lahustunud gaaside korvaldamiseks).
Isoteniskoop paigutatakse seejirel sellisesse asendisse, et proov voolab tagasi reservuaari ja manomeetri
lithikesse harru, nii et molemad on tdielikult vedelikuga tdidetud. Hoitakse degaseerimisele vastavat rohku ja
proovireservuaari véljavenitatud tippu kuumutatakse véikesel leegil, kuni proovi aurud kiillaldaselt paisuvad
ning suruvad osa proovist reservuaari iilaosast ja manomeetri harust isoteniskoobi manomeetri-ossa, nii et
tekib auruga tdidetud limmastikuvaba ruum.

Isoteniskoop paigutatakse seejirel konstantse temperatuuriga vanni ja lammastiku rohk vordsustatakse
proovi rdhuga. Rohkude tasakaalustumist saab jilgida isoteniskoobi manomeetri-osa pohjal. Tasakaaluolekus
on ldmmastiku rohk vordne aine aururShuga.

Tahkete ainete puhul kasutatakse olenevalt rohust ja temperatuurivahemikust punktis 1.6.2.1 loetletud
rohunditurivedelikke. Degaseeritud rohuniiturivedelik viiakse isoteniskoobi pikema haru kumerasse ossa.
Uuritav tahkis viiakse reservuaari ja degaseeritakse kdrgemal temperatuuril. Seejdrel kallutatakse isoteniskoo-
pi nii, et rohuniiturivedelik voolab U-torusse. Aururhu temperatuurisdltuvus madratakse vastavalt punktile
1.6.2.

Efusioonmeetod: Aururdhukaalud

Seade

Kirjanduses (1) on kirjeldatud mitmesuguseid seadmeid. Siinkirjeldatud seade illustreerib meetodi tldist
tooprintsiipi (joonis 4). Joonisel 4 on niha aparatuuri peamised osad, sh roostevabast terasest voi klaasist
korgvaakumanum, seadmed vaakumi tekitamiseks ja mootmiseks ning katseseadme sees olevad seadmed
aururhu midramiseks kaalude abil. Katseseadmel on jirgmised sisemised osad:

— aurustusahi ddriku ja poorleva sisselaskeavaga. Aurustusahi on silindriline anum, mis on valmistatud nt
vasest vOi keemiliselt inertsest, hea soojusjuhtivusega sulamist. Kasutada vdib ka vaskseintega klaasanu-
mat. Ahju 1abimoot on ligikaudu 3-5 cm ja korgus 2-5 cm. Ahjul on aurujoa tarvis 1-3 erineva
suurusega ava. Ahju kiitab kas allolev kiitteplaat voi timbritsev kiittespiraal. Et takistada soojuse
kadumist alusplaati, kinnitatakse ahi alusplaadi kiilge madala soojusjuhtivusega metalli (nikli-hobedasu-
lami voi kroomnikkelterase) abil, mitme avaga ahju kasutamisel nt poorleva sisselaskeava kiilge
kinnitatud nikli-hobedasulamist toru abil. Sellise ehituse eeliseks on vaskvarda kasutamise voimalus.
Viimane vdimaldab kasutada viljastpoolt seadet jahutusvanni abil rakendatavat jahutust,
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1.6.4.2.

— kui vasest ahjukaanel on kolm erineva libimddduga ava, mis paiknevad iiksteise suhtes 90° nurga all,
voimaldab see holmata toopiirkonna erinevaid aururdhuvahemikke (avad 1dbimddtudega ligikaudu 0,30—
4,50 mm). Suuri avasid kasutatakse madala aururdhu puhul ja vastupidi. Ahju pdorates on auruvoolu
(ahjuava — kaitseekraan — kaalukauss) ette voimalik seada mis tahes soovitud ava vdi vahepealne asend,
nii et molekulide voog lastakse vdi suunatakse ahjuavast kaalukausi poole. Aine temperatuuri modtmi-
seks paigaldatakse sobivasse punkti termopaar voi takistustermomeeter,

— kaitseckraani kohal on ilitundlike mikrokaalude kaalukauss (vt allpool). Kaalukausi libimdot on
ligikaudu 30 mm. Sobivaks materjaliks on nditeks kullatud alumiinium,

— kaalukaussi timbritseb silindriline messingist voi vasest kilmkamber. Soltuvalt kaalu tiitibist on sel avad
kaalukangi jaoks ja kaitseekraanis ava molekulide voo jaoks ning see peaks tagama auru tiieliku
kondenseerumise kaalukausil. Soojuse hajutamise seadmest viljapoole tagab nt kilmkambri kiilge
ithendatud vaskvarras. Varras on viidud labi alusplaadi ja nende vahel on soojusisolatsioon, nt
kroomnikkelterasest toru. Varras on kastetud alusplaadi all olevasse vedelat lammastikku sisaldavasse
Dewari anumasse voi juhitakse vedelat limmastikku ldbi varda. Kiilmkambrit hoitakse nii ligikaudu —
120 °C juures. Kaalukauss jahtub ainult kiirguse abil, mis on uuritava réhuvahemiku jaoks kiillaldane
(jahutamist alustatakse ligikaudu 1 tund enne mddtmise algust),

— kaalud asuvad kiilmkambri kohal. Sobivateks kaaludeks on niiteks tlitundlikud 2 6laga mikrokaalud (8)
voi ilitundlik litkuvpooliga mddteriist (vt OECD katsesuunist 104, vilja antud 12.5.81),

— alusplaadis on ka elektrilised kontaktid termopaaride (voi takistustermomeetrite) ja kiittespiraalide jaoks,

— vaakum tekitatakse anumas osalise vaakum- voi kdrgvaakumpumba abil (vajalik on ligikaudu 1-2 x 107
Pa vaakum, mis saavutatakse parast umbes 2 h pumpamist). Rohku reguleeritakse sobiva ionisatsioon-
vaakummeetri abil.

Madtmisprotseduur

Nou tdidetakse testainega ja suletakse kaanega. Kaitseekraan ja kiilmkamber paigutatakse ahju kohale. Seade
suletakse ja kéivitatakse vaakumpumbad. Loplik rohk peaks enne mddtmiste alustamist olema ligikaudu 10°
* Pa. Killmkambri jahutamist alustatakse 107 Pa juures.

Vajaliku vaakumi saavutamisel alustatakse kaliibrimisseeriaga, alustades koige madalamast vajalikust tempe-
ratuurist. Sobiv ava ahjukaanes seatakse paika, auruvoog labib otse ava kohal oleva kaitseekraani ja pdrkub
jahutatud kaalukausiga. Kaalukauss peab olema piisavalt suur tagamaks, et sellega porkub kogu kaitseckraa-
nist 1abi juhitud auruvoog. Auruvoo impulss toimib jéuna vastu kaalukaussi ning molekulid kondenseeru-
vad selle killmal pinnal.

Uhel ajal toimivad impulss ja kondenseerumine tekitavad registreeritava signaali. Signaalid annavad
kahesugust teavet.

1. Siinkirjeldatud seadme abil madratakse aururdhk otse kaaludele antud impulsi pdhjal (molaarmassi ei ole
selleks vaja teada (2)). Naitude hindamisel tuleb arvesse votta geomeetrilisi tegureid, nagu ahju ava ja
molekulivoo kaldenurka.

2. Uhel ajal on vdimalik mddta kondensaadi mass ja arvutada selle pohjal aurustumiskiirus. Aururdhu voib
Hertzi vorrandi (2) abil arvutada ka aurustumiskiiruse ja molaarmassi pohjal.

G 2nRT x 10°
P M
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kus:

G = aurustumiskiirus (kg s' m?)

M = molaarmass (g mol")

T = temperatuur (K)

R = universaalne gaasikonstant (] mol* K

p = aururdhk (Pa)

Vajaliku vaakumi saavutamisel alustatakse modtmisseeriaga, alustades kdige madalamast soovitud mootmis-
temperatuurist.

Modtmisi jatkatakse, tostes temperatuuri viikeste vahemike vorra, kuni joutakse kdige kdorgema soovitud
temperatuurini. Secjirel jahutatakse proov uuesti maha ja registreeritakse teine aururchukover. Kui teine
seeria esimese seeria tulemusi ei kinnita, on véimalik, et aine mdddetavas temperatuurivahemikus laguneb.

1.6.5. Efusioonmeetod: massikao jirgi

1.6.5.1. Seade

Efusiooniseade koosneb jdrgmistest pohiosadest:
— mahutist, mis on termostateeritav ja vakumeeritav ning milles asuvad efusioonirakud,
— vaakummeetriga kdrgvaakumpumbast (nt difusioonpump véi turbomolekulaarpump),

— vedelat limmastikku voi kuiva jadd kasutavast piiiidurist.

Joonisel 5 on nditena esitatud elektrikiitte ja 4 roostevabast terasest efusioonirakuga alumiiniumist
vaakummahuti. Umbes 0,3 mm paksuses roostevabas terasfooliumis on 0,2-1,0 mm labimddduga efusioo-
nidiiiis ja see on keermestatud katte abil efusiooniraku kiilge kinnitatud.

1.6.5.2. Maotmisprotseduur

Uuritav ja vordlusaine viiakse kumbki oma efusioonirakku, diiiisiga metallmembraan kinnitatakse keermes-
tatud katte abil ja kdik rakud kaalutakse 0,1 mg tdpsusega. Rakud paigutatakse termostateeritud seadmesse,
mille rohk viiakse seejarel vihem kui kiimnendikuni eeldatavast réhust. Kindlaksméidratud, 5-30tunniste
ajavahemike jirel lastakse dhk seadmesse ning méiratakse kaalumise teel efusiooniraku massikadu.

Tagamaks, et lenduvad lisandid tulemusi ei mojuta, kaalutakse rakk kindlate ajavahemike jirel iile,
kontrollides, et aurustumiskiirus jadb vihemalt kahe sellise ajavahemiku kestel konstantseks.

Aururdhk p efusioonirakus arvutatakse jargmise vorrandi abil:

_m 2nRT
P=xacV ™™

kus:

p = aururdhk (Pa)

m = aja t jooksul rakust eemalduv ainekogus (kg)
t = aeg (s)

A = avause pindala (m?

K = parandustegur

R = universaalne gaasikonstant (] mol® K"

T = temperatuur (K)

M = molaarmass (kg mol")
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1.6.6.

1.6.6.1.

Parandustegur K soltub silindrilise diiisi pikkuse ja raadiuse suhtest:

Suhe: 0,1 0,2 0,6 1,0 2,0
K: 0,952 0,909 0,771 0,672 0,514

Eespool esitatud vorrandi voib kirjutada kujul:

p=E

m /T
t VM

1
kus: E=-—v2nR
us KA\/ n

Efusiooniraku konstandi E vdib madrata vordlusainete (2,9) abil, kasutades jargmist vorrandit:

L P ¢ M0
m T
kus:
p() = vordlusaine aururdhk (Pa)
M(r) = vordlusaine molaarmass (kg mol")

Gaasi kiillastamise meetod

Seade
Tiiipiline katseseade koosneb mitmest joonisel 6a niidatud komponendist ja seda kirjeldatakse allpool (1).
Inertgaas:

Kandegaas ei tohi testainega keemiliselt reageerida. Uldjuhul sobib kandegaasiks lammastik, kuid moningatel
juhtudel on vaja kasutada muid gaase (10). Kasutatav gaas peab olema kuiv (vt joonist 6a, tahist 4: suhtelise
niiskuse andur).

Gaasivoolu reguleerimine:

Konstantse, seadistatud gaasivoolu tagamiseks kiillastuskolonnis on vaja sobivat gaasivoolu reguleerimise
stisteemi.

Aurupiiiidurid:

Valitakse olenevalt konkreetse proovi omadustest ja valitud analiiisimeetodist. Putidurid peavad auru kinni
puiidma kvantitatiivselt ja jargnevat analiiiisi voimaldaval kujul. Monedele katseainetele sobivad vedelikke,
nagu heksaani voi etiileengliikooli sisaldavad piiiidurid. Teistele katseainetele vdivad sobida tahked absor-
bendid.

Aurude kinniptiidmise ja jirgneva analiiisi asemel voib teadaoleva koguse kandegaasiga transporditava
materjalikoguse kvantitatiivseks maidramiseks kasutada pidevaid analiiisitehnikaid, nt kromatograafiat.
Samuti voib modta proovi massikadu.

Soojusvaheti:
Erinevatel temperatuuridel mddtmisi tehes voib olla vaja lisada katseseadmele soojusvaheti.
Kiillastuskolonn:

Testaine kantakse lahusest sobivale inertsele tugiainele. Kaetud tugiainega tdidetakse kiillastuskolonn, mille
modtmed ja voolukiirus valitakse sellised, et oleks tagatud kandegaasi tiielik kiillastatus. Kiillastuskolonn
peab olema termostateeritud. Toatemperatuurist korgemal temperatuuril modtmisi tehes tuleks kiillastusko-
lonni ja puiidurite vahelist piirkonda soojendada, et viltida testaine kondenseerumist.
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1.6.6.2.

1.6.6.3.

Difusioonist tingitud massiiilekande vihendamiseks voib killastuskolonni jirgi iihendada kapillaartoru
(joonis 6b).

Maatmisprotseduur
Kiillastuskolonni ettevalmistamine:

Sobivale tugiainekogusele lisatakse hastilenduvas lahustis lahustatud testaine. Lisatava testaine kogus peaks
olema piisav, et tagada kiillastumine kogu katse ajaks. Lahusti aurustatakse ohus voi rootoraurutis ning
hoolikalt segatud materjal viiakse kiillastuskolonni. Peale proovi termostateerimist juhitakse labi katsesead-
me kuiva limmastikku.

Maootmine:

Piriidurid voi pideva toimega detektor iihendatakse kolonni viljavooluga ja registreeritakse vastav aeg.
Voolukiirus maddratakse kindlaks nii katse alguses kui ka kindlate ajavahemike tagant katse kiigus
mullkulumddturi abil (voi pidevalt massivoolumddturi abil).

Madrata tuleb ka rohk kiillastuskolonni viljavoolus. Selleks on jargmised voimalused:

a) killastuskolonni ja piiiidurite vahele lisatakse rohumodtur (meetod ei pruugi sobilik olla, kuna suuren-
dab surnud ruumala ja adsorbeerivat pinda) voi

b) eraldi katses miiratakse rohulangus konkreetses piiiidursiisteemis soltuvalt voolukiirusest (ei pruugi
sobida vedelikpiiiidurite puhul).

Erinevate analiiiisimeetodite jaoks vajaliku ainekoguse kogumiseks vajalik aeg mairatakse eelnevalt eelkatsete
pohjal voi hinnanguliselt. Jirgneva analiiiisi jaoks testaine kogumise asemel voib kasutada kvantitatiivset
pidevat analiiiisitehnikat (nditeks kromatograafiat). Enne antud temperatuurile vastava aururdhu arvutamist
tuleb teha eclkatsed, et teha kindlaks korgeim voolukiirus, mille juures kandegaas aine aurudega tailikult
kiillastub. Killastatuses voib kindel olla, kui kandegaas labib kiillastuskolonni nii aeglaselt, et madalama
voolukiirusega ei kaasne korgemat viljaarvutatud aururdhku.

Kasutatav analiiiitiline meetod (nt gaaskromatograafia voi gravimeetria) soltub uuritava aine iseloomust.

Madratakse teadaoleva koguse kandegaasiga kaasa kandunud ainekogus.

Aururdhu arvutamine

Aururdhk arvutatakse auru tihedusest W[V jargmise vorrandi abil:

W RT
PV M
kus:
p = aururdhk (Pa)
W = aurustunud testaine mass (g)
V = killastatud gaasi ruumala (m’)
R = universaalne gaasikonstant (] mol’ K
T = temperatuur (K)
M = testaine molaarmass (g mol")

Moddetud mahtusid tuleb voolumdéturi ja termostateeritud kiillastuskolonni rohu- ja temperatuurierinevusi
arvestades korrigeerida. Kui voolumddtur asub aurupiiiidurist allavoolu, voib osutuda vajalikuks teha ka
plitidurite aurustunud koostisaineid arvestavad parandusi (1).
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1.6.7.

1.6.7.1.

1.6.7.2.

Poorlev rootor (8), (11), (13)

Seade

Poorleva rootori meetodi rakendamiseks sobib joonisel 8 niidatud poorleva rootoriga viskoossusmootur.
Katseaparatuuri skeem on esitatud joonisel 7.

Modteseade koosneb tavaliselt poorlevast rootormddtepeast, mis on paigutatud 0,1 °C tdpsusega termo-
stateeritud kambrisse. Proovindu paigutatakse 0,01 °C tdpsusega termostateeritud kambrisse ning aparatuuri
koiki iilejadnud osi hoitakse kondensatsiooni viltimiseks korgemal temperatuuril. Kdrgvaakumklappide abil
on siisteemiga ithendatud kdrgvaakumpump.

Poordrootormddtepea  koosneb viikesest torus paiknevast teraskuulist (labimddduga 4-5 mm). Kuuli
holjutab ja stabiliseerib magnetvili, mida tavaliselt tekitavad piisimagnetid koos juhtmihistega.

Kuul pannakse mihiste tekitatud viljade vaheldumisega poorlema. Kuuli poorlemiskiirust saab modta selle
alalist norka polaarset magneetumust modtvate andurméhistega.

Maatmisprotseduur

Kui kuul on joudnud ettendhtud poorlemiskiiruseni v(o) (tavaliselt umbes 400 pooret sekundis), 16petatakse
edasine kiirendamine ja kuul hakkab gaasikeskkonnast tingitud hédrdumise tdttu aeglustuma.

Moddetakse poorlemiskiiruse languse soltuvust ajast. Kuna magnetilisest holjutamisest tingitud hddrdumise
voib gaasidest tingitud hddrdumisega vdrreldes arvestamata jitta, leitakse gaasirdhk p jirgmisest valemist:

p= o fOpt X ln%
kus:
S = gaasimolekulide keskmine kiirus
r = kuuli raadius
p = kuuli tihedus
o = tangentsiaalse impulsiiilekande tegur (¢ = 1 kuuli ideaalse kerakujulise pinna korral)
t = aeg
v(t) = poorlemiskiirus peale aja t mo6dumist
v(o) = algne poorlemiskiirus

Vorrandi voib kirjutada ka kujul:

o mcrp oty =ty
T 100ty Xty

kus t jat  on N arvu poorete tegemiseks kulunud ajavahemikud. Need ajavahemikud jargnevad iiksteisele
jat >t .

Gaasimolekuli keskmist kiirust viljendab valem:

kus:
T = temperatuur
R = universaalne gaasikonstant

M = molaarmass
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2. ANDMED

Mis tahes eelmise meetodi abil leitud aururdhk tuleks méirata vihemalt kahel temperatuuril. Vahemikus 0-
50 °C tuleks aururohukdvera lineaarsuse kontrollimiseks maéirata rohku kolm voi enam korda.

3. ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— kasutatud meetodit,

— aine tipset kirjeldust (tunnusandmed ja lisandid) ja eelneva puhastusetapi kirjeldust (kui seda on
rakendatud),

— vihemalt kaht aururdhu ja temperatuuri véirtust, eelistatavalt vahemikus 0-50 °C,
— koiki katseandmeid,
— log p vs. 1/T koverat,

— hinnangulist aururdhu vaartust 20 v6i 25 °C juures.

Uleminekute (oleku muutus, lagunemine) taheldamisel tuleks iiles mérkida jirgmine teave:
— iilemineku iseloom,
— temperatuur, mille juures {ileminek atmosfddrirohul toimub,

— aururdhk 10 ja 20 °C allpool iileminekutemperatuuri ning 10 ja 20 °C ilevalpool seda temperatuuri

(vélja arvatud juhul, kui ileminek toimus tahkest olekust gaasilisse).

Registreerida tuleb koik tulemuste tdlgendamist mdjutavad, eriti lisandeid ja aine fiiisikalist olekut
kisitlevad andmed ja markused.
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1. liide

Hindamismeetod

SISSEJUHATUS

Aururdhu arvutuslikke vdirtusi saab kasutada:
— sobiva katsemeetodi valikul,

— hinnangu vodi piirvddrtuse saamiseks juhtudel, kus katsemeetodit tehnilistel pohjustel (sh vdga madal
aururdhk) rakendada ei saa,

— identifitseerimaks juhtumeid, kus on oigustatud eksperimentaalse médramise korvalejatmine, kuna
aururdhk toatemperatuuril on eeldatavalt alla 10~ Pa.

HINDAMISMEETOD

Vedelike ja tahkete ainete aururShku on vdimalik hinnata muudetud Watsoni korrelatsiooni (a) abil. Ainus
selleks vajalik eksperimentaalselt maaratav vddrtus on keemistemperatuur normaalrohul. Meetod on kohal-
datav rohuvahemikus 10° Pa-10" Pa.

Meetodi iiksikasjaline kirjeldus on toodud viljaandes “Handbook of Chemical Property Estimation Methods”

(b).
ARVUTUSKAIK

Viite b kohaselt arvutatakse aururdhk jargmiselt:

T m
A Hygp (3_2T_b> T\ ' T
In P, = - -2m (3-2— In —
A Z,RT, T T T,
Ty

kus:
T = huvi pakkuv temperatuur
T, = keemistemperatuur normaalrdhul
» = aururdhk temperatuuril T
AH, = aurustumissoojus
AZ, = kokkusurutavusaste (hinnanguliselt 0,97)
m = empiiriline tegur, mis soltub fiiiisikalisest olekust huvi pakkuval temperatuuril.
Edasi,
ATHbV" =Ke(8,75+R In Ty)

kus K, on aine polaarsust arvestav empiiriline tegur. Paljude iihendiklasside K, tegurid on loetletud viites (b).

Sageli on saadaval andmed keemistemperatuuri kohta alandatud rohul. Sellisel juhul arvutatakse aururdhk
viite (b) kohaselt jargmiselt:

AH, T\™T T\" ' T
In Py, =1In P, + Lli-(3-2—) &= -2m(3-2=) In—
A Z,RT, T,) T T, T

kus T, on keemistemperatuur alandatud rohul P,.
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ARUANNE

Hindamismeetodi kasutamisel peab aruandes sisalduma pdhjalik dokumentatsioon arvutuste kohta.
KIRJANDUS

a) KM. Watson, Ind. Eng. Chem; 1943, vol. 35, 398.

b) WJ. Lyman, W.F. Reehl, D.H. Rosenblatt. Handbook of Chemical Property Estimation Methods, Mc
Graw-Hill, 1982.

2. liide

Joonis 1

Seade aururdhukdvera miidramiseks diinaamilise meetodi kohaselt
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1 = termopaar

2 = vaakumpuhvermahuti
3 = rohumodtur

4 =vaakum

5 = mddtmiskoht
l 150 W 6 = kiitteelement, ca 150 W
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Joonis 2a

Seade aururdhukdvera mairamiseks staatilise meetodi kohaselt (U-toru-manomeetri abil)
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6. Termostateerimisvann

1. Testaine VAT
2. Aurufaas 7. Temperatuurimdotur
3. Korgvaakumklapp 8. Vaakumpump

4. U-toru (lisamanomeeter) 9. Ventilatsioon

5. Manomeeter
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Joonis 2b

Seade aururdhukdvera mairamiseks staatilise meetodi kohaselt (rdhundituri abil)

1. Testaine

2. Aurufaas

3. Korgvaakumklapp
4, Rohumddtur

AN

f

5. RGhuniitur
6. Termostateerimisvann
7. Temperatuurimdotur
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Joonis 3

Isoteniskoop (vt viidet (7))

1. Uhendus r&hu reguleerimis- ja mddtesiisteemiga
2. 8 mm vilisdiameetriga toru

3. Kuiv lammastik survestatud siisteemis

4. Proovi aur

5. Peenike ots

6. Vedelikuproov
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Joonis 4

Seade aururdhukdvera miiramiseks aururdhukaalude meetodi kohaselt

10

77,

A
/7

5 11

vz i 24 12
p v ]

|

!

i 8
1. Testaine 7. Kaitseekraan
2. Aurufaas koos auruvooga 8. Killmkambri jahutusvarras
3. Aurustusahi poorleva sisselaskeava ja killmkambriga 9. Kaalukauss
3a. Avaga ahjukaas 10. Mikrokaalud
4. Ahju kitteseade (jahutusseade) 11. Meerikusse
5. Proovi temperatuuri mddtmine 12. Korgvaakumpump

6. Kiilmkamber
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Joonis 5

Niiteseade aurustumise uurimiseks madalal rohul efusioonmeetodi abil, efusiooniraku mahuga 8 cm?

g

\\\\T\\\Y

A N, . . . O, .

o v | s ¢ m—— .

L L. L L L

10 t S cm J‘ )

. Uhendus vaakumiga

. Pesad plaatina-takistustermomeetri vi temperatuuri modtmis- ja reguleerimisseadme jaoks (2)
. Vaakummahuti kaas

O-rdngas

Alumiiniumist vaakummahuti

. Efusioonirakkude paigaldamise ja eemaldamise seade
Keermega kaas

. Liblikmutrid (6)

. Poldid (6)

10. Roostevabast terasest efusioonirakud

11. Padrunkuumutid (6)

O 0NNV W N



302 ET Euroopa Liidu Teataja 13/11. kd

Joonis 6a

Niitlik ldbivoolusiisteem aururdhu maidramiseks gaasi kiillastamise meetodi kohaselt

ya :
q / \__LCL‘ / "
— r,q ) —= — Ohuava

[
‘“gﬁpm \qu—

. Vooluregulaator

. Soojusvaheti

. Noelklapid

Suhtelise niiskuse andur
. Kiillastuskolonnid
PTEE liited
Voolumddtur

. Piiiidur (absorber)

. Olipitiidur

0. Paagutatud mullitaja
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Joonis 6b

Niitlik kiillastuskolonni jdrgi ithendatud kapillaartoruga siisteem aururdhu médramiseks gaasi kiillastamise meetodi
kohaselt

72777777777

N

/

©

T St

A

NN

pplr

1. Termiline massivoolumd&tur

2. Manomeeter

3. Termostateeritud kamber

4. Kandegaasi termostateerimisspiraal
5. Termomeeter (Pt 100)

6. Gaasi kiillastamise kamber
7. Kapillaartoru

8. Absorptsioonianumad

9. Gaasimddtur

10. Killmpitiidur

Joonis 7

Niitlik katseaparatuur aururdhu uurimiseks poorleva rootori meetodi kohaselt

Aururdhu aparaat

A. Poordrootormddtepea

B. Proovirakk

C. Termostaat

D. Uhendus vaakumseadmega (turbopump)
E. Ohu termostaat
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Joonis 8

Poordrootormddtepea niide

¥
N .
0

1. Kuul

2. Airikliite 6 vakumeeritud torupikendus

3. Piisimagnetid (2)

4. Mihised piistsuunaliseks stabiliseerimiseks (2)
5. Ajam-mahised (4)

6. Adrikliide

A.5. PINDPINEVUS

1. MEETOD

Kirjeldatud meetodid pdhinevad OECD katsesuunisel (1). Meetodite t66pohimdtted on dra toodud viites (2).
1.1. SISSEJUHATUS

Kirjeldatud meetodid on ette ndhtud vesilahuste pindpinevuse mddtmiseks.

Katse labiviimiseks on kasulik teada aine lahustuvust vees, selle struktuuri, hiidroliiiisuvust ja mitsellitekke
ldvikontsentratsiooni.

Jargmised meetodid sobivad kohaldamiseks enamikule keemilistele ainetele, olenemata nende puhtusastmest.

Pindpinevust saab modta ronga lahtirebimise meetodi abil ainult vesilahuste puhul, mille diinaamiline
viskoossus on alla ca 200 mPa s.

1.2. MOISTED JA UHIKUD

Pindpinevusena kisitletakse pinna vabaentalpiat pinnaithiku kohta.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

Pindpinevust viljendatakse jargmistes iihikutes:
N/m (Sl-ithik) véi

mN/m (SI alamiihik)

1 N/m = 10° dyn/cm

1 mN/m = 1 dynjem (aegunud CGS-siisteemis)
VORDLUSAINED

Uut ainet uurides ei ole vordlusaineid alati vaja kasutada. Neid tuleks kasutada peamiselt meetodi toimimise
kontrollimiseks ja voimaldamaks vordlust teiste meetodite abil saadud tulemustega.

Viidetes (1) ja (3) on &ra toodud laia pindpinevuste vahemikku holmavad vordlusained.
POHIMOTE

Meetodite kohaselt mdddetakse maksimaalne joud, mida on vaja piistsuunas rakendada mddtendus oleva
uuritava vedeliku pinnaga kokkupuutes olevale loogale voi rongale selle lahtirebimiseks pinnalt voi pinnaga
kokkupuutes oleva plaadi servale tekkinud kile tilestdombamiseks.

Aineid, mille lahustuvus vees on vihemalt 1 mg/l, analiiiisitakse vesilahuses ainult iihel kontsentratsioonil.
KVALITEEDINOUDED

Nende meetodite tipsus iiletab tdeniolised vajadused keskkonnaohtlikkuse hindamisel.

MEETODITE KIRJELDUS

Valmistatakse aine lahus destilleeritud vees. Lahuse kontsentratsioon peaks olema 90 % aine kiillastuskont-
sentratsioonist vees; kui kontsentratsioon iiletab 1 gfl, kasutatakse katses kontsentratsiooni 1 g/l Aineid,
mille lahustuvus vees on alla 1 mg/l, pole vaja testida.

Plaadimeetod

Vt ISO 304 ja NF T 73-060 (Surface active agents — determination of surface tension by drawing up liquid
films).

Loogameetod

Vt ISO 304 ja NF T 73-060 (Surface active agents — determination of surface tension by drawing up liquid
films).

Rongameetod

Vt ISO 304 ja NF T 73-060 (Surface active agents — determination of surface tension by drawing up liquid
films).

OECD iihtlustatud rongameetod

Seade

Modtmiseks sobivad miitigilolevad tensiomeetrid. Need koosnevad jargmistest osadest:
— liikuvast proovialusest,

— diinamomeetrist,
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— modtekehast (rongast),

— modtmisnoust.

1.6.4.1.1. Liikuv proovialus

Liikuvale proovialusele asetatakse uuritavat vedelikku sisaldav termostateeritud mootmisndu. Alus kinnita-
takse koos diinamomeetriga statiivile.

1.6.4.1.2. Diinamomeeter

Diinamomeeter (vt joonist) paikneb proovialuse kohal. Viga jou mootmisel ei tohi iiletada £ 10 N, mis
vastab veapiirile * 0,1 mg massi modtmisel. Enamikul juhtudel on miitigilolevate tensiomeetrite modte-
skaala kaliibritud mN/m skaalas, nii et pindpinevuse saab skaalalt lugeda otse millinjuutonites meetri kohta
tipsusega 0,1 mN/m.

1.6.4.1.3. Mootekeha (rongas)

Rongas on tavaliselt valmistatud 0,4 mm jamedusest plaatina-iriidiumtraadist ja selle keskmine imbermdot
on 60 mm. Rongas ripub horisontaalselt metallvarda ja looga otsas, mille kaudu ta on ithendatud
ditnamomeetriga (vt joonist).

Joonis
Mootekeha

(Kdik mdddud on viljendatud millimeetrites)
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1.6.4.1.4.

1.6.4.2.

1.6.4.2.1.

1.6.4.2.2.

Mootmisndou

Katselahust sisaldava modtmisnduna kasutatakse termostateeritud klaasndud. Nou ehitus peab olema selline,
et katselahuse ja selle kohal oleva gaasifaasi temperatuurid jadvad katse kestel konstantseks ning proov ei
aurustu. Modtmisnduks sobivad silindrilised klaasnoud sisediameetriga vihemalt 45 mm.

Seadme ettevalmistamine

Puhastamine

Klaasndud puhastatakse hoolikalt. Vajadusel pestakse neid kuuma kroomseguga ja seejirel kontsentreeritud
fosforhappega (83-98 % H,PO, (massi jirgi), loputatakse pohjalikult kraaniveega, pestakse 16puks bidestil-
leeritud veega neutraalse reaktsiooni saavutamiseni ja seejirel kuivatatakse voi loputatakse osaga moddeta-
vast vedelikuproovist.

Rongast loputatakse koigepealt pohjalikult veega, et eemaldada vees lahustuvad ained, kastetakse seejirel
lithikeseks ajaks kroomsegusse, pestakse siis bidestilleeritud veega neutraalse reaktsiooni saavutamiseni ja
kuumutatakse 18puks lithikest aega metanoolileegi kohal.

Markus:

Kroomsegus ja fosforhappes mittelahustuvad saasteained, nt silikoonid, eemaldatakse sobiva orgaanilise
lahustiga.

Seadme kaliibrimine

Seadme kontrollimiseks kontrollitakse nullpunkti ja reguleeritakse seda nii, et seade vdimaldab tipset
modtmist mN/m skaalas.

Kinnitus:
Seade looditakse tensiomeetri aluse reguleerimiskruvide abil (niiteks alusel oleva loodindidiku jargi).
Nullpunkti reguleerimine:

Pirast ronga kinnitamist aparaadile ja enne selle vedelikku kastmist reguleeritakse tensiomeetri néit nulli ja
kontrollitakse, et rongas oleks vedeliku pinnaga paralleelne. Selleks voib vedelikupinda kasutada peeglina.

Kaliibrimised:
Seadme kaliibrimiseks voib kasutada iiht kahest jargmisest meetodist:

a) raskuste abil: kasutatakse rongale asetatavaid kindla massiga (0,1-1,0 g) raskusi. Kaliibrimistegur @,
millega koiki seadme nditusid tuleb korrutada, leitakse vorrandi 1 abil:

=

" m
kus:

m

o = 2—5 (mN/m)

m = raskuse mass (g)
g = raskuskiirendus (merepinnal 981 cm s?)
b = ronga keskmine iimbermddt (cm)
0, = tensiomeetri ndit peale raskuse asetamist rongale (mN/my);
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1.6.4.3.

1.6.5.

1.6.6.

b) vee abil: kasutatakse puhast vett, mille pindpinevus on niiteks 23 °C juures 72,3 mN/m. Selle meetodi
kohaselt toimub kaliibrimine kiiremini kui massi abil, kuid alati eksisteerib oht, et vee pindpinevust
mdjutavad pindaktiivsed lisandid.

Kaliibrimistegur o, millega koiki seadme nditusid tuleb korrutada, leitakse vorrandi 2 abil:

O
O, = —

kus:
6, = vee pindpinevus (mN/m) kirjanduse andmetel
o, = modtmisel leitud vee pindpinevus (mN/m)

molemad samal temperatuuril.

Proovide ettevalmistamine

Uuritavatest ainetest valmistatakse vajaliku kontsentratsiooniga vesilahused, kuhu ei tohi jadda lahustumatut
jadki.

Lahust hoitakse piisival temperatuuril (+ 0,5 °C). Kuna mddtmisndus oleva lahuse pindpinevus muutub aja
jooksul, tehakse erinevatel aegadel mitu mddtmist ja koostatakse kdver pindpinevuse muutumise kohta ajas.
Kui pindpinevus enam ei muutu, on saavutatud tasakaal.

Modtmistulemusi mojutavad tolm ja gaasilised lisandid. Seetdttu tuleb katsed teha suletud kambris.

Katsetingimused

Modtmised tehakse ligikaudu 20 °C juures ja temperatuuri reguleeritakse + 0,5 °C tdpsusega.

Katse tegemine

Moddetavad lahused viiakse pohjalikult puhastatud mootmisndusse, viltides hoolikalt vahutamist, ja
modtmisndu paigutatakse katseseadmesse proovialusele. Proovialust mootmisnduga tdstetakse, kuni rongas
on allpool mdddetava lahuse pinda. Seejirel lastakse proovialust jark-jargult dhtlaselt allapoole (kiirusega
ligikaudu 0,5 cm/min), eemaldades rdngast pinnast kuni maksimaalse tdmbejou saavutamiseni. Ronga kiilge
kinnitunud vedelikukiht ei tohi sellest eralduda. Peale mootmiste 10ppu viiakse rongas jille allapoole
vedeliku pinda ja korratakse mddtmisi, kuni joutakse konstantsete pindpinevuse véirtusteni. Iga moStmise
juures registreeritakse lahuse modtmisndusse viimisest méddunud aeg. Ndidud vdetakse maksimaalse ronga
vedelikupinnast lahtirebimiseks vajaliku jou juures.

ANDMED

Pindpinevuse arvutamiseks tuleb seadme ndit (mN/m) korrutada kaliibrimisteguriga ® v&i @, (soltuvalt
kasutatud kaliibrimismeetodist). Nii saadakse vaartus, mis on ainult ligikaudne ja vajab seega korrigeerimist.

Harkins ja Jordan (4) on empiiriliselt kindlaks médranud rongameetodi abil mdadratud pindpinevuse
védrtuste parandustegurid, mis soltuvad ronga modtmetest, vedeliku tihedusest ja pindpinevusest.
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Kuna Harkinsi ja Jordani tabelitest iga modtmise jaoks eraldi parandustegurite leidmine vesilahuste
pindpinevuse arvutamiseks on viga toomahukas, voib kasutada lihtsustatud meetodit, kus parandatud
pindpinevuse vddrtused loetakse otse tabelist. (Tabelivddrtuste vahele jddvate niditude puhul kasutatakse

interpolatsiooni).

TABEL: MOODETUD PINDPINEVUSTE PARANDUSED

Ainult vesilahuste jaoks, p = 1 gfcm3

= 9,55 mm (ronga keskmine raadius)

0,185 mm (rdngatraadi raadius)

Parandatud véirtus (mN/m)
Katseliselt mdddetud véirtus (mN/m) Kaliibrimi "
a rlnflrélar;;;;; tega (vt Kaliibrimine veega (vt 1.6.4.2.2b))
20 16,9 18,1
22 18,7 20,1
24 20,6 22,1
26 22,4 24,1
28 24,3 26,1
30 26,2 28,1
32 28,1 30,1
34 29,9 32,1
36 31,8 34,1
38 33,7 36,1
40 35,6 38,2
42 37,6 40,3
44 39,5 42,3
46 41,4 44,4
48 43,4 46,5
50 45,3 48,6
52 47,3 50,7
54 49,3 52,8
56 51,2 54,9
58 53,2 57,0
60 55,2 59,1
62 57,2 61,3
64 59,2 63,4
66 61,2 65,5
68 63,2 67,7
70 65,2 69,9
72 67,2 72,0
74 69,2 —
76 71,2 —
78 73,2 —

Tabel on koostatud Harkins-Jordani paranduste pohjal. Tabel on sarnane DIN standardi (DIN 53914)
tabeliga vee ja vesilahuste jaoks (tihedus p = 1 g/cm’) ja kehtib miiiigilolevate rongaste kohta modtmetega
R = 9,55 mm (rdnga keskmine raadius) ja r = 0,185 mm (rdngatraadi raadius). Tabelis on esitatud peale

raskuste vdi veega kaliibrimist mo6detud pindpinevuse vddrtuste ka parandatud véirtused.

Pindpinevuse voib arvutada ka ilma eclneva kaliibrimiseta, kasutades jargmist valemit:

kus:

diinamomeetriga kile katkemisel mdddetud joud

ronga raadius

parandustegur (1)
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3.2.

ARUANDLUS
KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— kasutatud meetodit,

— kasutatud vee voi lahuse iseloomu,

— aine tdpset kirjeldust (tunnusandmeid ja lisandeid),

— modtmistulemusi: pindpinevuse véirtused, sh koik iiksiktulemused ja nende aritmeetiline keskmine ning
parandatud keskmine (mis arvestab nii seadmetest tulenevat parandustegurit kui ka parandustabelit),

— lahuse kontsentratsiooni,

— katsetemperatuuri,

— lahuse vanust, st aega lahuse valmistamise ja mootmise vahel,

— pindpinevuse soltuvust lahuse modtmisndusse viimisest moodunud ajast,

— registreerida tuleb koéik tulemuste tdlgendamist mojutavad, eriti lisandeid ja aine fiiiisikalist olekut
kasitlevad andmed ja markused.

TULEMUSTE TOLGENDAMINE

Arvestades, et destilleeritud vee pindpinevus on 20 °C juures 72,75 mN/m, tuleks ained, mille pindpinevus
kiesoleva meetodi abil modtes on alla 60 mN/m, lugeda pindaktiivseteks aineteks.

VIITED

1. OECD, Paris, 1981, Test Guideline 115, Decision of the Council C(81) 30 final.

2. R. Weissberger ed.: Technique of Organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd ed.,
Interscience Publ,, New York, 1959, Vol. I, Part I, Chapter XIV.

3. Pure Appl. Chem., 1976, vol. 48, 511.
4. Harkins, W.D., Jordan, H.F, J. Amer. Chem. Soc., 1930, vol. 52, 1751.
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

A.6. LAHUSTUVUS VEES

MEETOD

Kirjeldatud meetodid pdhinevad OECD katsesuunisel (1).

SISSEJUHATUS

Katse labiviimiseks on kasulik teada aine struktuuri, aururdhku, dissotsiatsioonikonstanti ja hiidroliiiisuvuse
pH-sdltuvust.

Ukski meetod ei hdlma kogu vees lahustuvuste vahemikku.

Kaks allpool kirjeldatud meetodit hdlmavad kogu lahustuvuste vahemiku, kuid ei ole kohaldatavad
lenduvatele ainetele:

— dht neist, mis on kohaldatav madala lahustuvusega (< 102 gfl) puhastele, vees stabiilsetele ainetele,
nimetatakse “kolonn-elueerimismeetodiks”,

— teist, mis on kohaldatav korgema lahustuvusega (> 1072 gfl) puhastele, vees stabiilsetele ainetele,
nimetatakse “kolvimeetodiks”.

Testaine lahustuvus vees voib lisandite mdjul oluliselt muutuda.

MOISTED JA UHIKUD

Aine lahustuvus vees on selle kiillastuskontsentratsioon vees antud temperatuuril. Lahustuvust vees
viljendatakse massiithikutes lahuse ruumala kohta. Lahustuvuse Sl-ithik on kg/m® (kasutada voib ka
gramme liitris).

VORDLUSAINED

Uut ainet uurides ei ole vordlusaineid alati vaja kasutada. Neid tuleks kasutada peamiselt meetodi toimimise
kontrollimiseks ja voimaldamaks vordlust teiste meetodite abil saadud tulemustega.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Killastuskontsentratsiooni saavutamiseks vajalik ligikaudne proovi kogus ja aeg tuleks varem kindlaks teha
lihtsas eelkatses.

Kolonn-elueerimismeetod

Meetodi aluseks on testaine veega elueerimine mikrokolonnist, mis on tdidetud testaine liiaga kaetud inertse
tugiaine, nagu klaashelmeste voi liivaga. Lahustuvus vees mdadratakse siis, kui eluaadi massikontsentratsioon
on konstantne. Kontsentratsioon vs. aeg koveral on see ndhtav platoona.

Kolvimeetod

Selle meetodi kohaselt lahustatakse aine (tahked ained peavad olema peenestatud) vees katsetemperatuurist
monevorra kdrgemal temperatuuril. Killastumise saabumisel segu jahutatakse ja hoitakse katsetemperatuuril,
segades seda tasakaalu saavutamiseks piisava aja jooksul. Mootmist voib alustada ka kohe katsetemperatuu-
ril, kui sobivate proovide pdhjal on teada, et kiillastustasakaal on saavutatud. Jargnevalt mairatakse sobiva
analiiiisimeetodi abil aine massikontsentratsioon vesilahuses, mis ei tohi sisaldada lahustumata osakesi.
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1.5. KVALITEEDINOUDED

1.5.1. Korratavus

Kolonn-elueerimismeetodil voib saavutada korratavuse < 30 %, kolvimeetodil peaks see olema < 15 %.

1.5.2. Tundlikkus

Soltub analiiiisimeetodist, kuid maarata saab massikontsentratsioone kuni 10° g/l.

1.6. MEETODI KIRJELDUS

1.6.1. Katsetingimused

Eclistatav katsetemperatuur on 20 + 0,5 °C. Kui ecldatakse voimalikku lahustuvuse soltuvust temperatuurist
(> 3 °C kohta), tuleks mootmised teha lisaks veel kahel temperatuuril, vihemalt 10 °C algselt valitud
temperatuurist kdrgemal ja madalamal. Temperatuuri tuleks sellisel juhul reguleerida tipsusega + 0,1 °C.
Valitud temperatuuri tuleks aparatuuri kdigis olulistes osades konstantsena hoida.

1.6.2. Eelkatse

Umbes 0,1 g proovile (tahked ained peavad olema peenestatud) 10 ml klaaskorgiga silindris lisatakse
toatemperatuuril jarjest suuremad kogused destilleeritud vett vastavalt alltoodud tabelile:

0.1 g lahustuv “x” ml 0,1 05 1 2 10 100 > 100
vees

Ligikaudne lahustu- > 1000 1 000-2 200-100 100-50 50-10 10-1 <1
vus (gfl) 00

Peale iga ndidatud veekoguse lisamist loksutatakse segu tugevasti 10 minutit ja kontrollitakse visuaalselt
lahustumata proovijaikide olemasolu. Kui proov vdi osa sellest parast 10 ml vee lisamist ei lahustu, tuleb
katset 100 ml modtesilindris suuremate veekogustega korrata. Madalamatel lahustuvustel voib aine
lahustumiseks vajalik aeg olla oluliselt pikem (aega tuleks anda vihemalt 24 h). Ligikaudne lahustuvus on
tabelis esitatud selle lisatud vee mahu all, mille juures proov tdielikult lahustub. Kui aine ikka lahustumatu
niib, tuleks lahustumiseks jitta rohkem kui 24 h (maksimaalselt 96 h) voi segu edasi lahjendada, et
veenduda, kas tuleks kasutada kolonn-elueerimis- voi kolvimeetodit.

1.6.3. Kolonn-elueerimismeetod

1.6.3.1. Tugiaine, lahusti ja eluent

Kolonn-elueerimismeetodi puhul kasutatav tugiaine peab olema inertne. Materjalidest on voimalik kasutada
klaashelmeid ja liiva. Tugiaine katmisel testainega tuleks kasutada sobivat analiiisipuhast lahustit. Eluendina
tuleks kasutada vett, mis on bidestilleeritud klaas- vdi kvartsseadmes.

Markus:

Otse orgaanilisest ioonvahetist parit vett kasutada ei tohi.
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1.6.3.2.

1.6.3.3.

1.6.3.4.

Tugiaine katmine
Kaalutakse ligikaudu 600 mg tugiainet ja viiakse see 50 ml @imarkolbi.

Sobiv kaalutis testainet lahustatakse valitud lahustis. Sobiv kogus saadud lahust lisatakse tugiainele. Lahusti
tuleb tdielikult aurustada, nt rootoraurutis, vastasel juhul tugiaine veega kiillastumist ei saavutata jaotumis-
efektide tottu tugiaine pinnal.

Tugiaine katmisest voib tekkida probleeme (vigased tulemused) juhul, kui testaine ladestub tugiaine pinnale
oli voi eraldi kristalse faasina. Probleemi tuleks katseliselt uurida ja tulemuste iiksikasjad registreerida.

Kaetud tugiainet lastakse umbes kaks tundi ligikaudu 5 ml vees seista ja viiakse suspensioon seejirel
mikrokolonni. Teine vdimalus on valada kuiv kaetud tugiaine veega tdidetud mikrokolonni ja lasta sellel
umbes kaks tundi tasakaalustuda.

Katsemenetlus:

Ainet voib tugiainelt elueerida kahel erineval moel:
— tsirkulatsioonpumbaga (vt joonist 1),

— thtlustava anumaga (vt joonist 4).

Kolonn-elueerimismeetod tsirkulatsioonpumbaga
Seade

Joonisel 1 on skemaatiliselt kujutatud tiitipiline siisteem. Sobiv mikrokolonn on niidatud joonisel 2, ehkki
sobiv on ka mis tahes muude mddtmetega kolonn eeldusel, et tdidetud on reprodutseeritavuse ja
tundlikkuse kriteeriumid. Kolonni peas olev vaba ruum peab olema nii suur, et mahutab ecljooksu jaoks
kolonni tditmiseks vajaliku vee vdhemalt viiekordse ruumala ja sinna saab paigutada vihemalt 5 proovi.
Seda vaba ruumi voib ka vihendada, kui lisandite korvaldamiseks kuluv viis kolonnitiit eluaati kompensee-
ritakse.

Kolonn tuleks iihendada tsirkulatsioonpumbaga, mis tagab voolukiiruse umbes 25 ml/h. Pump iihendatakse
poliitetrafluoretiileen- (PTFE) ja/voi klaasithenduste abil. Kolonnist ja pumbast koosneva seadme korral peab
olema ette nihtud vdimalus eluaadiproovide votmiseks ning kolonni peas oleva vaba ruumi réhu
vordsustamiseks atmosfadrirohuga. Kolonni tdidis toetub véikesele (5 mm) klaasvillast korgile, mis filtreerib
tihtlasi vilja osakesed. Tsirkulatsioonpumbana voib kasutada niiteks peristaltilist voi membraanpumpa
(hoolikalt tuleb valtida torustiku materjaliga seotud saastust ja/voi absorptsiooni).

Maatmisprotseduur

Kaivitatakse vool ldbi kolonni. Soovitatav on kasutada ligikaudset voolukiirust 25 mlf/h (kirjeldatud kolonni
puhul vastab see 10 kolonnitiiele tunnis). Vahemalt esimesed viis kolonnitiit viljavoolu korvaldatakse vees
lahustuvate lisandite eemaldamiseks. Seejirel lastakse tsirkulatsioonpumbal to6tada tasakaalu saavutamiseni,
st senikaua, kuni viie jarjestikuse proovi kontsentratsioonide juhuslikud erinevused ei ileta £ 30 %. Nende
proovide vahelised ajavahemikud peaksid vastama ajale, mis kulub vihemalt 10 kolonnitdiel eluendil
kolonni labimiseks.

Kolonn-elueerimismeetod iihtlustava anumaga
Seade (vt jooniseid 4 ja 3)

Uhtlustav anum: iihtlustav anum iihendatakse PTFE torudega ithendatud lihvithenduse abil. Soovitatav on
kasutada ligikaudset voolukiirust 25 mlfh. Koguda tuleks jarjestikusi eluaadifraktsioone ja neid valitud
meetodi abil analiitisida.

Madtmisprotseduur

Aine lahustuvus vees mddratakse nende fraktsioonide pohjal eluaadi keskjooksust, mille kontsentratsioonid
jadvad vahemalt viie jirjestikuse proovi kestel konstantseks (£ 30 %).
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1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

Molemal juhul (nii tsirkulatsioonpumba kui ka ihtlustava anuma kasutamisel) tehakse ka teine katse
esimesest poole madalama voolukiirusega. Kui molema katse tulemused kokku langevad, on katse rahu-
ldavalt sooritatud, kui aga madalamal voolukiirusel mdddetakse korgem ndiline lahustuvus, tuleb voolukii-
rust jrjest poole vorra vihendada senikaua, kuni kahel jirjestikusel katsel leitakse iihesugune lahustuvus.

Molemal juhul (nii tsirkulatsioonpumba kui ka iihtlustava anuma kasutamisel) tuleb eluaadifraktsioonides
kontrollida Tyndalli efekti (valguse hajumise) abil kolloidmaterjali olemasolu. Kolloidosakeste olemasolul
tulemusi ei arvestata ja katset korratakse paremate filtreerivate omadustega kolonniga.

Koigi proovide pH registreeritakse. Jarjestikused katsed tuleks teha samal temperatuuril.

Kolvimeetod

Seade

Kolvimeetodi kasutamisel on vaja jargmisi vahendeid:

— tavalisi labori klaastarvikuid ja seadmeid,

— seadet lahuste segamiseks konstantsetel termostateeritud temperatuuridel,

— tsentrifuugi (eelistatavalt termostateeritud), kui seda on vaja tooks emulsioonidega ning

— analiiiisiseadmeid.

Maatmisprotseduur

Soovitud ruumala vee kiillastamiseks vajalik ainekogus méiratakse eelkatse abil. Vajalik veekogus soltub
analiiiisimeetodist ja lahustuvuste vahemikust. Kolme klaaskorgiga klaasnousse (nt tsentrifuugiklaasidesse voi
kolbidesse) kaalutakse igaithte umbes viickordne eespool méddratud ainekogus. Igasse ndusse lisatakse valitud
veekogus ja suletakse nou tihedalt. Seejirel segatakse suletud ndusid 30 °C juures. (Kasutada tuleks
konstantsel temperatuuril tootavat loksutit v3i segajat, nt magnetsegajat termostateeritud veevanniga.) Uhe
paeva moodumisel voetakse iiks nou ja tasakaalustatakse seda aeg-ajalt loksutades 24 h katsetemperatuuril.
Nou sisu tsentrifuugitakse seejarel katsetemperatuuril ja mairatakse seejirel selges veefaasis sobiva analiiii-
simeetodi abil testaine kontsentratsioon. Ulejaanud kaks ndud libivad vastavalt kahe- ja kolmepievase
30 °C juures tasakaalustamise jirel sama to6tluse. Kui vihemalt kahe jdrjestikuse ndu modtmisel saadud
kontsentratsioonid ndutava reprodutseeritavuse piires kokku langevad, on katse rahuldavalt sooritatud. Kui
esimese, teise ja kolmanda nou modtmisel saadud vidrtused kalduvad kasvama, tuleb katset pikemate
tasakaalustamisperioodidega korrata.

Katse voib libi viia ka ilma eelinkubeerimiseta 30 °C juures. Kiillastustasakaalu saavutamise kiiruse
hindamiseks voetakse proove senikaua, kuni segamisaeg enam katselahuse kontsentratsiooni ei mdjuta.

Koigi proovide pH registreeritakse.

Analiiiis

Mairamisel eelistatakse spetsiifilisi madramismeetodeid, kuna juba viikesed lisandikogused voivad mdddetud
lahustuvuse vddrtuses anda suure vea. Sellised meetodid on nditeks gaas- ja vedelikkromatograafia,
tiitrimismeetodid, fotomeetrilised meetodid ja voltampermeetrilised meetodid.
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2.1.

2.2.

3.1.

3.2.

ANDMED

KOLONN-ELUEERIMISMEETOD

Iga katse puhul tuleks vilja arvutada vihemalt viie jarjestikuse, kiillastusplatool voetud proovi keskmine
vairtus ning standardhdlve. Tulemused tuleks viljendada massiithikutes lahuse ruumala kohta.

Vorreldakse kahe erineva voolukiirusega katse tulemusi ja nende korratavus peaks olema alla 30 %.

KOLVIMEETOD

Esitada tuleks kdigi kolme kolvi puhul saadud tulemused; konstantseks loetud tulemused (korratavusega alla
15 %) tuleks keskmistada ja viljendada massiithikutes lahuse ruumala kohta. Selleks voib olla vaja
teisendada massiithikud ruumalaiihikuteks, kasutades tihedust, kui lahustuvus on viga korge (> 100 g/l).

ARUANDLUS

KOLONN-ELUEERIMISMEETOD

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— eelkatse tulemusi,

— aine tdpset kirjeldust (tunnusandmeid ja lisandeid),

— koigi proovide kontsentratsiooni, voolukiirust ja pH-d,

— iga katse kohta vdhemalt viie kiillastusplatool voetud proovi keskvaartusi ja standardhilbeid,
— kahe jarjestikuse, kriteeriumidele vastava katse keskmist vddrtust,

— vee temperatuuri kiillastamisprotsessis,

— kasutatud analiitisimeetodit,

— kasutatud tugiaine iseloomu,

— tugiaine katmisega seotud andmeid,

— kasutatud lahustit,

— andmeid aine mis tahes keemilise ebastabiilsuse kohta katse ja kasutatud meetodi tingimustes,

— koiki tulemuste tdlgendamist mojutavaid, eriti lisandeid ja aine fiitisikalist olekut kasitlevaid andmeid.

KOLVIMEETOD

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— eelkatse tulemusi,

— aine tdpset kirjeldust (tunnusandmeid ja lisandeid),

— iga tiksiku analiiiisi tulemust ja tulemuste keskmist, juhul kui tihe kolvi kohta tehti mitu mddtmist,

— koigi proovide pH-d,
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— erinevate, kokkulangevaid tulemusi andnud kolbide puhul moddetud tulemuste keskvéirtusi,

— katsetemperatuuri,

— kasutatud analiitisimeetodit,

— andmeid aine mis tahes keemilise ebastabiilsuse kohta katse ja kasutatud meetodi tingimustes,

— koiki tulemuste tdlgendamist mojutavaid, eriti lisandeid ja aine fiitisikalist olekut kasitlevaid andmeid.

4. VIITED

1. OECD, Paris, 1981, Test Guideline 105, Decision of the Council C(81) 30 final.

2. NF T 20-045 (AFNOR) (Sept. 85). Chemical products for industrial use — Determination of water
solubility of solids and liquids with low solubility — Column elution method.

3. NF T 20-046 (AFNOR) (Sept. 85). Chemical products for industrial use — Determination of water
solubility of solids and liquids with high solubility — Flask method.
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Joonis 2
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Joonis 3
Tiiiipiline mikrokolonn

(Koik moddud millimeetrites)
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Joonis 4

Kolonn-elueerimismeetod ithtlustava anumaga

°
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\
4
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1 = Uhtlustav anum (nt 2,5 1 kolb)
2 = Kolonn (vt joonist 3)
3 = Fraktsioonikoguja
4 = Termostaat
5 = Teflontoru
6 = Lihviihendus
7 = Veetoru termostaadi ja kolonni vahel (sisediameeter ligikaudu 8 mm)



320

Euroopa Liidu Teataja

13/11. kd

1.1.

1.2.

1.3.

A.8. JAOTUSTEGUR

MEETOD
Kirjeldatud “loksutamismeetod” pohineb OECD katsesuunisel (1).
SISSEJUHATUS

Katse ldbiviimiseks on kasulik teada aine struktuuri ja dissotsiatsioonikonstanti, lahustuvust vees, hiidroliiii-
suvust, lahustuvust oktanoolis ja pindpinevust.

Sooli moodustavate ainete puhul tuleks modtmisi teha ainult vabas olekus ainega (vabal happel voi vabal
alusel), mis saadakse sobiva puhverlahuse kasutamisel pH-ga vihemalt ithe iihiku vorra alla (vaba happe
saamiseks) voi iile (vaba aluse saamiseks) vastava pK.

Katsemeetod sisaldab kaht eraldi protseduuri: loksutamismeetodit ja kdrge eraldusvoimega vedelikkromato-
graafiat (HPLC). Esimest meetodit kasutatakse ainetel log P (definitsioone vt allpool) viirtusega vahemikus
2-4, viimast ainetel log P_  vadrtusega vahemikus 0-6. Enne kummagi katseprotseduuri rakendamist tuleks
eelnevalt kindlaks teha jaotusteguri hinnanguline vértus.

Loksutamismeetodit saab kasutada ainult puhaste, vees ja oktanoolis lahustuvate ainete puhul. Seda ei saa
kasutada pindaktiivsete ainete korral (viimaste puhul tuleks esitada arvutuslikult leitud véddrtus voi hinnan-
guline véirtus, mis on leitud iiksikute lahustuvuste p&hjal oktanoolis ja vees).

HPLC meetodit ei saa kasutada tugevate hapete ega aluste, metallikomplekside, pindaktiivsete ainete ega
eluendiga reageerivate ainete puhul. Nende ainete korral tuleks esitada arvutuslikult leitud véidrtus voi
hinnanguline véirtus, mis on leitud iiksikute lahustuvuste pohjal oktanoolis ja vees).

HPLC meetod on katseithendis olevate lisandite suhtes vihem tundlik kui loksutamismeetod. Sellele
vaatamata voivad lisandid tulemuste tolgendamise keeruliseks muuta, kuna piike ei saa enam kindlalt
identifitseerida. Eristamatute piikidega segude puhul tuleks esitada log P tilemine ja alumine piir.

MOISTED JA UHIKUD

Jaotustegur (P) on mairatletud lahustunud aine tasakaalukontsentratsioonide (c) suhtena kahest praktiliselt
segunematust lahustist koosnevas kahefaasilises siisteemis. Oktanooli ja vee puhul:

C
P — Oktanool

ow —
Cvesi

Jaotustegur (P) on seega kahe kontsentratsiooni suhe ja seda viljendatakse harilikult kiimnendlogaritmina
(log P).

VORDLUSAINED
Loksutamismeetod

Uut ainet uurides ei ole vordlusaineid alati vaja kasutada. Neid tuleks kasutada peamiselt meetodi toimimise
kontrollimiseks ja voimaldamaks vordlust teiste meetodite abil saadud tulemustega.

HPLC meetod

Uhendi HPLC modtmistulemuste ja tema P viirtuse vastavuse leidmiseks tuleb koostada vihemalt 6
punktiga kaliibrimiskover telgedes log P vs HPLC modtmistulemused. Sobivad vordlusained peab valima
analiiiisi sooritaja. Voimalusel peaks iiks vordlusithend olema testainest korgema ja iiks madalama P,
vairtusega. Log P vdirtustel alla 4 piisab kaliibrimiseks loksutamismeetodil saadud andmetest. Log P
vairtustel tle 4 voib kalibrimiseks kasutada kirjanduses esitatud andmeid, kui need on kooskdlas
arvutuslikult leitud vaartustega. Suurema tdpsuse huvides on eelistatav kasutada testainele struktuuriliselt
lahedasi vordlusithendeid.
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1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.5.

Kirjandusest on paljude ainerithmade kohta voimalik leida ulatuslikke andmekogumeid log P, védrtustega
(2), (3). Kui sarnase struktuuriga ithendite jaotustegurite kohta andmed puuduvad, voib kasutada vihem
spetsiifilist kaliibrimist muude vordlusiihenditega.

Liites 2 esitatakse soovitatavate vordlusainete ja nende P_, vadrtuste nimekiri.

POHIMOTE

Loksutamismeetod

Jaotusteguri midramiseks tuleb saavutada koigi siisteemi vastastiktoimes olevate komponentide tasakaal ja
médrata siis kummaski faasis lahustunud ainete kontsentratsioonid. Selleteemalise kirjanduse pdhjal on
selleks voimalik kasutada mitmeid erinevaid meetodeid; nt kaks faasi segatakse pdhjalikult ja eraldatakse
seejdrel uuritava aine tasakaalukontsentratsiooni médramiseks.

HPLC meetod

HPLC jaoks kasutatakse miiiigilolevaid analiiitilisi kolonne, mille taidiseks on pikkade (nt C, C)
silikageeliga seotud siisivesinikahelatega tahke faas. Seesugusesse kolonni siistitud kemikaalid liiguvad selles
erinevate kiirustega, kuna jaotuvad liikuva faasi ja statsionaarse siisivesinikfaasi vahel erinevalt. Kemikaalide
segud clueeruvad oma hiidrofoobsuse jirjekorras — vees lahustuvad kemikaalid elueeruvad esimesena ja
rasvlahustuvad viimasena, olenevalt oma siisivesinik-vesi jaotustegurist. Nii on retentsiooniaega sellises
(poordfaasilises) kolonnis voimalik seostada oktanool/vesi jaotusteguriga. Jaotustegur leitakse mahtuvustegu-
rist k, mille valem on jirgmine:

tR — ¢
I S
to

kus t, = testaine retentsiooniaeg ja t, = keskmine aeg, mille jooksul lahustimolekul libib kolonni (surnud
aeg).

Kvantitatiivne analiiiis pole vajalik, maarata tuleb ainult retentsiooniajad.

KVALITEEDINOUDED

Korratavus

Loksutamismeetod

Leitava jaotusteguri tdpsuse tagamiseks tehakse kordusmootmised kolmedel erinevatel katsetingimustel,
erineva ainekoguse ja erineva lahustite mahu suhtega. Korduskatsetel méidratud jaotusteguri vairtused
peaksid logaritmina viljendatuna + 0,3 ithiku tipsusega kokku langema.

HPLC meetod

Modtmistulemuste usaldusviirsuse tdstmiseks tuleks teha kordusmoédtmised. Uksikutel modtmistel maira-
tud log P viirtused peaksid + 0,1 iihiku tdpsusega kokku langema.
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1.5.2.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

Tundlikkus

Loksutamismeetod

Meetodi mootepiirkonna mairab kasutatava analiiiisimeetodi avastamispiir. See peaks vdimaldama méirata
log P, viirtused vahemikus 2-4 (moningatel tingimustel voib iilemist piiri nihutada kuni log P
viartuseni 5) eeldusel, et lahustunud aine kontsentratsioon kummaski faasis ei iileta 0,01 mooli liitris.

HPLC meetod

HPLC meetod véimaldab madrata jaotusteguri log P_ . vahemikus 0-6.

Uldjuhul langeb selle meetodi abil méaratud jaotusteguri logaritmiline vaartus + 1 ithiku tipsusega kokku
loksutamismeetodi abil leitud véirtusega. Tiiipilisi vastavusi voib leida kirjandusest (4), (5), (6), (7), (8).
Suurem tdpsus on tavaliselt saavutatav sarnase struktuuriga vordlusiihendite kasutamisel (9).

Spetsiifilisus

Loksutamismeetod

Nernsti jaotusseadus kehtib ainult konstantsel temperatuuril, rdhul ja pH-l ning ainult lahjendatud lahustes.
See kehtib ainult puhta, kahe puhta lahusti vahel dispergeeritud aine puhul. Kui ithes v6i mélemas faasis on
samal ajal mitu lahustunud ainet, voib see tulemusi mdjutada.

Lahustunud molekulide dissotsicerumise voi assotsieerumisega kaasnevad samuti korvalekalded Nernsti
jaotusseadusest. Korvalekalded viljenduvad soltuvuse tekkes jaotusteguri ja lahuse kontsentratsiooni vahel.

Paljude tulemust mojutavate tasakaalude tottu ei tohiks seda katsemeetodit dissotsieeruvatel iihenditel
vastava paranduseta kasutada. Selliste ithendite puhul tuleks kaaluda puhverlahuse kasutamist vee asemel;
puhvri pH peaks vihemalt 1 ithiku vorra erinema aine pKa véirtusest ja arvesse tuleks votta selle pH moju
antud keskkonnale.

MEETODI KIRJELDUS

Jaotusteguri esialgne hindamine

Jaotustegurit on eelistatav hinnata arvutuslikult (vt liidet 1) voi testaine lahustuvuse suhte pdhjal puhastes
lahustites (10).

Loksutamismeetod

Lahustite ettevalmistamine

Oktanool: jaotusteguri madramisel tuleks kasutada analiiiisipuhast lahustit.

Vesi: kasutada tuleks vett, mis on bidestilleeritud klaas- vdi kvartsseadmes. Dissotsieeruvate ithendite puhul
tuleks vee asemel kasutada puhverlahuseid, juhul kui see on digustatud.

Markus:

Otse ioonvahetist parinevat vett kasutada ei tohi.
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1.6.2.1.1.

1.6.2.1.2.

1.6.2.1.3.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.3.1.

1.6.2.3.2.

1.6.2.4.

Lahustite eelkiillastamine

Enne jaotustegur médramist tuleks lahustitesiisteemi faasid katsetemperatuuril loksutades iiksteise suhtes
kiillastada. Praktiline lahendus selleks on panna analiiiisipuhas oktanool ja vesi kumbki suures pudelis
piisava koguse teise lahustiga 24 tunniks mehaanilisele loksutile ja lasta neil secjdrel seista faaside
eraldumise ja kiillastumiseni.

Katseks valmistumine

Kahefaasilise siisteemi kogumaht peaks katseanuma peaaegu tiielikult tditma. See aitab viltida kadusid
lendumise kaudu. Kasutatavate mahtude suhe ja ainekogused sdltuvad jargmistest asjaoludest:

— esialgsest hinnangulisest jaotusteguri vdartusest (vt eespool),
— analiiiisiks vajalikuks minimaalsest testaine kogusest ning

— kontsentratsioonipiirangust 0,01 mol/l kummaski faasis.

Sooritatakse kolm katset. Esimeses kasutatakse arvutatud oktanooli-vee suhet, teises jagatakse see suhe
kahega ja kolmandas korrutatakse see suhe kahega (nt 1:1, 1:2, 2:1).

Testaine

Valmistatakse pchilahus veega eelkiillastatud oktanoolis. Pohilahuse kontsentratsioon tuleks enne selle
jaotusteguri modtmisel kasutamist tapselt kindlaks médrata. Lahust tuleks siilitada tingimustes, mis tagavad
selle stabiilsuse.

Katsetingimused

Katsetemperatuuri tuleks hoida konstantsena (+ 1 °C) ja see peaks jidma vahemikku 20-25 °C.

Maotmisprotseduur

Jaotustasakaalu saavutamine

Koigi katsetingimuste jaoks tuleks kahes eksemplaris ette valmistada vajalikud molema lahusti kaalutised
koos vajaliku koguse pohilahusega.

Oktanoolifaase tuleks mddta mahu jirgi. Katseanumaid tuleks loksutada kas sobival loksutil voi kasitsi.
Tsentrifuugiklaasi kasutamisel on seda soovitatav kiiresti 180° iimber oma risttelje poorata, nii et sisse-
jadnud ohk touseb libi molema faasi. Kogemused on niidanud, et tavaliselt piisab jaotustasakaalu
saavutamiseks 50 sellisest pdordest. Kindluse mottes on soovitatav rakendada 100 pooret viie minuti
jooksul.

Faaside eraldamine

Vajadusel tuleks segu faaside eraldamiseks tsentrifuugida. Seda tuleks teha toatemperatuuril hoitavas
laboritsentrifuugis; mittetermostateeritava tsentrifuugi kasutamisel tuleks tsentrifuugikiivette enne analiiiisi
vihemalt tund aega tasakaalustada.

Analiiiis

Jaotusteguri mdadramiseks tuleb médrata testaine kontsentratsioonid molemas faasis. Selleks voib votta
kindla koguse lahust iga katsendu molemast faasist ja analiiisida neid vastavalt valitud meetodile. Arvutada
tuleks molemas faasis oleva aine koguhulka vorrelda seda alguses siisteemi viidud kogusega.
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1.6.3.

1.6.3.1.

Proovide votmisel veefaasist tuleks kasutada meetodit, mille puhul oktanoolifaasi jilgede proovi sattumise
oht on minimaalne, nditeks klaassiistlalt eemaldatava ndelaga. Siistal peaks algul olema osaliselt Ghuga
tdidetud. Noela viimisel 1dbi oktanoolikihi tuleks Shk ornalt vilja suruda. Killaldane kogus veefaasi
tdmmatakse siistlasse. Siistal tdmmatakse kiirelt lahusest vilja ja ndel eemaldatakse. Siistla sisu vdib seejirel
veefaasi proovina kasutada. Kontsentratsioonid eraldatud faasides tuleks eelistatavalt miirata spetsiifiliste
médramismeetodite abil. Sobida vdivad nditeks jirgmised analiitisimeetodid:

— fotomeetrilised meetodid,
— gaaskromatograafia,

— korge eraldusvdimega vedelikkromatograafia.

HPLC meetod

Ettevalmistused

Seade

Vajalik on pulseerimisvaba pumba ja sobiva detektoriga vedelikkromatograaf. Soovitatav on kasutada
silmusega sisestamisklappi. Polaarsete rithmade esinemine statsionaarses faasis voib HPLC kolonni efektiiv-
sust oluliselt vihendada. Seetdttu peaks polaarsete rithmade sisaldus statsionaarses faasis olema minimaalne
(11). Kasutada voéib miiiigilolevaid mikrogranulaarseid poordfaasilisi tdidiseid voi valmiskolonne. Sisestamis-
siisteemi ja analiiiisikolonni vahel voib olla kaitsekolonn.

Liikuv faas

Elueerimislahusti valmistatakse HPLC-puhtast metanoolist ja HPLC-puhtast veest ning see degaseeritakse
enne kasutamist. Kasutada tuleks isokraatilist elucerimist. Veesisaldus metanool-vesi litkuvfaasides peaks
olema vihemalt 25 %. Tavaliselt piisab tithendite, mille log P = 6, elucerimiseks tihe tunni jooksul 1 ml/min
voolukiiruse juures metanooli-vee suhtest 3:1 (mahu jargi). Korge log P-ga iihendite (ja vordlusiihendite)
puhul voib olla vaja retentsiooniaega lithendada, vdhendades selleks liikuva faasi polaarsust voi kolonni
pikkust.

Oktanoolis viga madala lahustuvusega ithenditel kaldub HPLC meetodi kohaselt leitud log P_ = vaartus
olema ebaharilikult madal; selliste ithendite piigid elueeruvad vahel koos lahusti frondiga. See on tdenido-
liselt tingitud asjaolust, et jaotumisprotsess on liiga aeglane, saavutamaks normaalse kestusega HPLC
eraldamise jooksul tasakaalu. Usaldusvddrse véirtuse saamiseks voib sellisel juhul abi olla voolukiiruse

vihendamisest ja/voi metanooli-vee suhte alandamisest.

Katse- ja vordlusithendite lahustuvus liikuvas faasis peab olema kiillaldane nende tuvastamiseks. Metanooli-
vee segus voOib lisandeid kasutada ainult erandjuhtudel, kuna lisandid muudavad kolonni omadusi.
Lisanditega kromatogrammide tegemisel on ndutav kasutada teist sama tiiiipi kolonni. Kui metanool-vesi
eluent ei sobi, vdib kasutada muid orgaanilise lahusti - vee segusid, nt etanooli-vee vdi atsetonitriili-vee
segu.

Dissotsieeruvate ithendite puhul on eluendi pH kriitilise tdhtsusega. See peaks jadma kolonni toovahemikku,
mis on tavaliselt 2-8. Soovitatav on kasutada puhverlahust. Hoolikalt tuleks viltida soolade sadestumist ja
kolonni omaduste halvenemist, mida tuleb ette moningate orgaanilise faasi — puhverlahuse segude puhul.
HPLC mairamisi ei ole silikageelil pohinevate statsionaarsete faasidega pH viirtustel iile 8 soovitatav
teostada, kuna aluseline liikkuv faas vdib kolonni omadusi jirsult halvendada.

Lahustunud ained

Vordlusithendid peaksid olema voimalikult korge puhtusastmega. Uuritavad ja kaliibrimisel kasutatavad
ithendid lahustatakse voimalusel lifkuvas faasis.

Katsetingimused

Temperatuur ei tohiks modtmiste kdigus koikuda rohkem kui + 2 K.



13/11. kd Euroopa Liidu Teataja

325

1.6.3.2.

Maootmine
Surnud aja t, arvutamine

Surnud aega t, voib méirata kas homoloogilise rea (nt alkiiiilmetiiiilketoonid) voi kolonnis mittepeetuvate
orgaaniliste iihendite (nt tiouurea, formamiid) abil. Surnud aja arvutamiseks homoloogilise rea abil
siistitakse kolonni vihemalt seitse homoloogilise rea liiget ja mairatakse vastavad retentsiooniajad. Tootle-
mata retentsiooniaja vadrtused t ., esitatakse t  funktsioonina ja leitakse jargmise regressioonivorrandi

16ikepunkt a ja téus b: o

t =a+bt

t(nc + 1) T(nc)

(n, = siisinikuaatomite arv). Surnud aeg t, leitakse seejirel valemist:

t, = a/(1b)

Kaliibrimisgraafik

Jargmise etapina koostatakse sobivate vordlusithendite log k versus log P korrelatsioonikover. Praktikas
sistitakse iihel ajal 5-10 vordlusithendit, mille log P jddb ecldatavasse log P vahemikku, ja mdaaratakse
retentsiooniajad, eelistatavalt detektorsiisteemiga ithendatud meerikuga integraatori abil. Arvutatakse vasta-
vad logaritmilised mahtuvustegurite véirtused log k ja esitatakse graafiliselt nende soltuvus loksutamismee-
todil leitud log P véirtustest. Kaliibrimine viiakse ldbi regulaarsete ajavahemike tagant, vdhemalt kord
pdevas, et votta arvesse voimalikke kolonni efektiivsuse muutusi.

Testaine mahtuvusteguri mddramine

Testaine siistitakse vodimalikult viikese lifkuvfaasi kogusega. Madratakse retentsiooniaeg (soovitatavalt kahe
paralleelmédramisena), vdimaldades nii arvutada mahtuvustegurit k. Seejirel saab vordlusiihendite korrelat-
sioonigraafiku pohjal interpoleerida testaine jaotusteguri. Viga korgete ja viga madalate jaotustegurite korral
tuleb vidrtus ekstrapoleerida. Sellisel juhul tuleb hoolikalt silmas pidada regressioonisirge usalduspiiri.

ANDMED
Loksutamismeetod

Madratud log P véirtuste usaldatavust saab kontrollida topeltméddramiste tulemuste keskmise vdrdlemisel
tildise keskmisega.

ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— aine tdpset kirjeldust (tunnusandmeid ja lisandeid),

— kui kumbki meetod ei ole kohaldatav (nt pindaktiivsete ainete puhul), tuleks esitada arvutuslikult leitud
vadrtus voi hinnanguline vaartus, mis on leitud iiksikute lahustuvuste pdhjal oktanoolis ja vees),

— koiki tulemuste tdlgendamist mojutavaid, eriti lisandeid ja aine fiitisikalist olekut kasitlevad andmeid ja
mirkusi.

Loksutamismeetodi puhul:

— esialgse hinnangulise méddramise tulemust, kui see leiti,

— madramistemperatuuri,

— kontsentratsioonide miiramisel kasutatud analiiiisiprotseduuride andmeid,
— tsentrifuugimise kestust ja kiirust, kui seda kasutati,

— molemas faasis igal méidramisel leitud kontsentratsioone (st kokku 12 kontsentratsiooni véartust),
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— testaine massi, mdlema faasi mahtu igas katseanumas ja parast tasakaalustamist kummaski faasis oleva
testaine summaarset arvutuslikku kogust,

— iga katsetingimuste kogumi kohta tuleks esitada jaotusteguri (P) arvutuslikult leitud viirtused ning
nende keskmine, samuti kdigi madramiste keskmine. Kui on mirke jaotusteguri kontsentratsioonisdltu-
vusest, tuleks see aruandes dra markida,

— esitada tuleks iiksikute P viirtuste standardhilve nende keskvairtusest,

— koigi madramiste keskmine P viddrtus tuleks esitada ka kiimnendlogaritmina,

— arvutuslikku teoreetilist P, virtust, kui selline viirtus madrati voi kui moddetud viirtus on suurem

kui 107, '
— katses kasutatud vee ja veefaasi pH-d,

— puhvrite kasutamisel nende vee asemel kasutamise pdhjendust, nende koostist, kontsentratsiooni ja pH
védrtust ning veefaasi pH vaartust enne ja pdrast katset.

HPLC meetodi puhul:

— esialgse hinnangulise maddramise tulemust, kui see leiti,

— test- ja vordlusaineid ja nende puhtust,

— mddramiste temperatuurivahemikku,

— pH-d, mille juures méadramised tehti,

— andmeid analiiiisi- ja kaitsekolonni, litkuva faasi ja kasutatud detektori kohta,
— kaliibrimisel kasutatud vordlusiihendite retentsiooniandmeid ja kirjanduses esitatud log P véirtusi,
— sobitatud regressioonisirge (log k versus log P) andmeid,

— katseiihendi keskmisi retentsiooniandmeid ja interpoleeritud log P vaartust,
— seadmete ja tootingimuste kirjeldust,

— elueerimisprofiile,

— kolonni viidud test- ja vordlusainete koguseid,

— surnud aega ja selle madramismeetodit.
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1. liide

Arvutus-fhindamismeetodid
SISSEJUHATUS

Uldise arvutusmeetodite tutvustuse, vastavaid andmeid ja niiteid vdib leida raamatust “Handbook of
Chemical Property Estimation Methods” (a).

Arvutuslikke P, vairtusi saab kasutada:

— sobiva katsemeetodi valikul (loksutamismeetod log P_ ~ vahemikus —2-4, HPLC meetod log P_
vahemikus 0-6),

— sobivate katsetingimuste valikul (nditeks vordlusainete valikul HPLC protseduurideks, oktanoolijvee suhte
valikul loksutamismeetodi puhul),

— labori sisekontrollimeetodina voimalike katsevigade avastamiseks,

— hinnangulise P_, vaartuse saamiseks juhtudel, mille puhul katsemeetodeid tehnilistel pohjustel rakendada
ei saa.

HINDAMISMEETOD
Jaotusteguri esialgne hindamine
Jaotusteguri hinnangulist véirtuse voib leida testaine lahustuvuse pdhjal puhastes lahustites.

Selleks:

Kiillastuskontsentratsioonknoolis

PHinnanguli ne —

Kiillastuskontsentratsioonyees

ARVUTUSMEETODID
Arvutusmeetodite pohimote

Koigi arvutusmeetodite kohaselt jagatakse molekul sobivateks alamstruktuurideks, mille kohta on olemas
usaldusvéarsed log P, osavidrtused. Seejirel arvutatakse terve molekuli log P, liites kokku funktsionaal-
rithmadele vastavad osavéirtused ja sisemolekulaarseid vastasmojusid arvestavad parandusliikmed.
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Rithmakonstantide ja parandusliikmete vadrtusi voib leida toodud allikatest (b), (c), (d), (). Monda allikat
ajakohastatakse regulaarselt (b).

Kvaliteedinduded

Uldjuhul arvutusmeetodi usaldusviirsus viheneb uuritava ithendi keerukuse kasvades. Madala molaarmassi-
ga lihtsate, ithe vdi kahe funktsionaalriihmaga molekulide puhul on eeldatav vahe erinevate, funktsionaal-
rithmade osavéirtusi arvestavate meetodite abil leitud ning modddetavate log P, Vadrtuste vahel 0,1-0,3
tihikut. Keerukamate molekulide puhul voib veapiir olla suurem. See sdltub nii saadaval olevate rithma-
konstantide usaldusvairsusest kui ka oskusest hinnata sisemolekulaarseid vastasmdjusid (nt vesiniksidemeid)
ja kasutada vastavaid paranduslitkmeid (viimane probleem ei ole arvutitarkvara CLOGP-3 kasutamisel eriti
oluline) (b). Dissotsieeruvate ithendite puhul on oluline arvestada Gieti dissotsiatsiooniastet ja vastava iooni
laengut.

Arvutuskiik
Hanschi m-meetod
Algne hiidrofoobse asendaja konstant n, mille votsid kasutusele Fujita jt (f), méératletakse jargmiselt:
n_=log P_ (PhX) — log P_ (PhH)
kus P_, (PhX) on aromaatse derivaadi jaotustegur ja P_ (PhH) lihteaine jaotustegur.
(n, = log P (CH(Cl) —log P (CH)

=284 - 2,13 = 0,71).

Vastavalt maaratlusele on m-meetod kohaldatav peamiselt aromaatsetele asendussaadustele. Paljude asendajate
n-vddrtused on esitatud koondtabelitena (b), (c), (d). Neid kasutatakse aromaatsete molekulide v3i alams-
truktuuride log P, arvutamisel.

Rekkeri meetod

Rekkeri (g) jérgi arvutatakse log P védrtus jirgmiselt:

log Poy = Zaifi + ZVastasméj u arvestavad liikkmed

kus f tihistab erinevaid rithmakonstante ja a nende esinemissagedust uuritavas molekulis. Paranduslikmed
voib viljendada summaarselt konstandi C_ (nn “maagilise konstandi”) korrutisena. Rithmakonstandid f ja
C,, leiti mitme muutujaga regressioonianaliiiisi abil 825 {thendi 1 054 eksperimentaalse P_ védrtuse pohjal
(0), (h). Vastasmoju arvestavad liikmed madratakse vastavalt kirjanduses toodud eeskirjadele (e), (h), (i).

Hansch-Leo meetod

Hanschi ja Leo (c) jargi arvutatakse log P = vdirtus jargmiselt:

10g Pow = Zaifi + Zb]F]
i j

kus f tihistab erinevaid riihmakonstante, Fj paranduslikmeid ja a, bl vastavaid esinemissagedusi. Paljude
eksperimentaalsete P, vadrtuste pohjal koostati katse-eksituse meetodil aatomite ja funktsionaalrithmade
osavadrtuste ning paranduslikmete F, (nn “faktorite”) nimekiri. Parandusliikmed on jagatud mitmesse eri
klassi (a), (c). Koigi reeglite ja parandusliikmete arvestamine on suhteliselt keerukas ja aegandudev. Selleks
otstarbeks on vilja tootatud vastavad tarkvarapaketid (b).
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Kombineeritud meetod

Keerukate molekulide log P_ arvutamise tdpsust on oluliselt voimalik suurendada, kui jagada molekul
suuremateks alamstruktuurideks, mille kohta on olemas usaldusviirsed log P - vidrtused kas tabelites (b),
(c) vdi on need saadud isiklikel modtmistel. Selliseid fragmente (nt heterotsiik(feid, antrakinooni, asobensee-
ni) voib seejirel kombineerida Hanschi n-vadrtuste voi Rekkeri voi Leo rithmakonstantidega.

Mirkused

i) Osaliselt voi tdielikult dissotsieerunud iihenditele saab arvutusmeetodeid kohaldada ainult juhul, kui on
voimalik arvestada vajalikke parandustegureid.

ii) Kui eeldada voib sisemolekulaarsete vesiniksidemete olemasolu, tuleb vastavad paranduslikmed liita
(ligikaudu + 0,6 kuni + 1,0 log P iihikut) (a). Viiteid selliste sidemete olemasolu kohta voib leida
molekuli ruumilistest mudelitest vdi spektroskoopilistest andmetest.

i) Kui voimalikud on mitu tautomeerset vormi, kasutatakse arvutustes kdige suurema tdendosusega vormi.

iv) Hoolikalt tuleks jalgida muudatusi rithmakonstantide tabelites.
Aruanne

Arvutus-/hindamismeetodite kasutamisel peaks katsearuanne voimalusel sisaldama jargmisi andmeid:
— aine kirjeldust (segu, lisandid jne),

— mirkeid voimalike sisemolekulaarsete vesiniksidemete, dissotsiatsiooni, laengu ja mis tahes muude
ebaharilike nahtuste kohta (nt tautomeeria),

— arvutusmeetodi kirjeldust,
— mirget kasutatud andmebaasi kohta voi andmebaasi ennast,
— lahknevusi tavapdrasest fragmentide valikust,

— pohjalikku arvutusdokumentatsiooni.
KIRJANDUS

a) WJ. Lyman, W.F. Reehl and D.H. Rosenblatt (ed.), Handbook of Chemical Property Estimation Methods,
McGraw-Hill, New York, 1983.

b) Pomona College, Medicinal Chemistry Project, Claremont, California 91711, USA, Log P Database and
Med. Chem. Software (Program CLOGP-3).

¢) C. Hansch, AJ. Leo, Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and Biology, John
Wiley, New York, 1979.

d) A. Leo, C. Hansch, D. Elkins, Chem. Rev., 1971, vol. 71, 525.
¢) RF Rekker, HM. de Kort, Eur. J. Med. Chem. - Chim. Ther. 1979, vol. 14, 479.
f) T. Fujita, J. Iwasa and C. Hansch, J. Amer. Chem. Soc., 1964, vol. 86, 5175.

2) RE Rekker, The Hydrophobic Fragmental Constant, Pharmacochemistry Library, Elsevier, New York,
1977, vol. 1.

h) C.V. Eadsforth, P. Moser, Chemosphere, 1983, vol. 12, 1459.

i) R.A. Scherrer, ACS, American Chemical Society, Washington D.C., 1984, Symposium Series 255, p.
225.
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2. liide

Soovitatavad vordlusained HPLC meetodi puhul

Nr Vordlusaine log P, pKa
1 2-butanoon 0,3
2 4-atsetiitilptiridiin 0,5
3 Aniliin 0,9
4 Atseetaniliid 1,0
5 Bensiiiilalkohol 1,1
6 p-metoksiifenool 1,3 pKa = 10,26
7 Fenoksiidddikhape 1,4 pKa = 3,12
8 Fenool 1,5 pKa = 9,92
9 2,4-dinitrofenool 1,5 pKa = 3,96
10 Bensonitriil 1,6
11 Fentiiilatsetonitriil 1,6
12 4-metiiiilbensiiiilalkohol 1,6
13 Atsetofenoon 1,7
14 2-nitrofenool 1,8 pKa = 7,17
15 3-nitrobensoehape 1,8 pKa = 3,47
16 4-kloroaniliin 1,8 pKa = 4,15
17 Nitrobenseen 1,9
18 Kaneelalkohol 1,9
19 Bensochape 1,9 pKa = 4,19
20 p-kresool 1,9 pKa = 10,17
21 Kaneelhape 2,1 pKa = 3,89 cis 4,44 trans
22 Anisool 2,1
23 Metiiiilbensoaat 2,1
24 Benseen 2,1
25 3-metiitilbensoehape 2,4 pKa = 4,27
26 4-klorofenool 2,4 pKa =9,1
27 Trikloroetiileen 2.4
28 Atrasiin 2,6
29 Etiiiilbensoaat 2,6
30 2,6-diklorobensonitriil 2,6
31 3-klorobensochape 2,7 pKa = 3,82
32 Tolueen 2,7
33 1-naftool 2,7 pKa = 9,34
34 2,3-dikloroaniliin 2,8
35 Klorobenseen 2.8
36 Allisiilfeniiiileeter 2,9
37 Bromobenseen 3,0
38 Etiiiilbenseen 3,2
39 Bensofenoon 3,2
40 4-feniiiilfenool 3,2 pKa = 9,54
41 Tiimool 3,3
42 1,4-diklorobenseen 3,4
43 Difeniiiilamiin 3,4 pKa = 0,79
44 Naftaleen 3,6
45 Feniiiilbensoaat 3,6
46 Isopropiiiilbenseen 3,7
47 2,4,6-triklorofenool 3,7 pKa =6
48 Bifeniiiil 4,0
49 Bensiiiilbensoaat 4,0
50 2,4-dinitro-6-sec-butiiiilfenool 4,1
51 1,2,4-triklorobenseen 4,2
S2 Dodekaanhape 4,2
53 Difeniiiileeter 4,2
54 Butiiiilbenseen 4,5
55 Fenantreen 4,5
56 Fluoranteen 4,7
57 Dibensiiiil 4.8
58 2,6-difeniiiilpiiridiin 49
59 Trifeniiiilamiin 5,7
60 DDT 6,2
Muud madala log P_, vddrtusega vordlusained
1 Nikotiinhape -0,07
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

A.9. LEEKPUNKT

MEETOD
SISSEJUHATUS

Katse ldbiviimiseks on kasulik teada aine siittivust. Katsemeetod sobib vedelikele, mille aurud vdivad
suiiiteallika abil siittida. Siintoodud katsemeetodid annavad usaldusvéirseid tulemusi ainult iga meetodi
puhul mirgitud leekpunkti vahemikus.

Kasutatava meetodi valikul tuleks arvestada keemiliste reaktsioonide vdimalusega aine ja proovianuma vahel.
MOISTED JA UHIKUD

Leekpunkt on madalaim, normaalrdhule 101,325 kPa normaliseeritud temperatuur, mille juures eraldub
vedelikust katsemeetodis madratletud tingimustel aure sellises koguses, et katseanumas tekib siittiv auru/ohu
segu.

Uhikud:°C
t=T-27315
(€ €O ja T (K)
VORDLUSAINED

Uut ainet uurides ei ole vordlusaineid alati vaja kasutada. Neid tuleks kasutada peamiselt meetodi toimimise
kontrollimiseks ja voimaldamaks vordlust teiste meetodite abil saadud tulemustega.

POHIMOTE

Aine viiakse katseanumasse ja soojendatakse voi jahutatakse iga meetodi puhul kirjeldatud protseduuri
kohasel katsetemperatuurini. Veendumaks, kas proov katsetemperatuuril siittib voi mitte, tehakse siititamis-
katsed.

KVALITEEDINOUDED

Korratavus

Korratavus varieerub vastavalt leekpunkti vahemikule ja kasutatavale katsemeetodile; maksimum on 2 °C.
Tundlikkus

Tundlikkus soltub kasutatavast katsemeetodist.

Spetsiifilisus

Osade katsemeetodite spetsiifilisus piirdub kindlate leekpunkti vahemikega ja soltub ainespetsiifilistest
omadustest (nt kdrge viskoossus).

MEETODI KIRJELDUS
Ettevalmistused
Testaine proov viiakse punktidele 1.6.3.1 ja/vdi 1.6.3.2 vastavasse katseseadmesse.

Ohutuse huvides on korge siseenergiaga voi miirgiste ainete puhul soovitatav kasutada véikest proovikogust,
ca 2 cm’, kasutavaid meetodeid.



332

Euroopa Liidu Teataja

13/11. kd

1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Katsetingimused
Kui see ei ole vastuolus ohutusnduetega, tuleks katseseade paigaldada tdmbevabasse asukohta.

Katse tegemine

Tasakaaluline meetod

Vt ISO 1516, ISO 3680, ISO 1523, ISO 3679.

Mittetasakaaluline meetod

Abeli seade:

vt BS 2000, 170. osa, NF M07-011, NF T66-009.
Abel-Pensky seade:

vt EN 57, DIN 51755, 1. osa (temperatuuridele 5-65 °C), DIN 51755, 2. osa (temperatuuridele alla 5 °C),
NF M07-036.

Tagi seade:

vt ASTM D 56.

Pensky-Martensi seade:

vt ISO 2719, EN 11, DIN 51758, ASTM D 93, BS 2000-34, NF M07-019.
Mairkused:

kui mittetasakaalulise meetodiga (1.6.3.2) madratud leekpunkt on 0 + 2 °C, 21 + 2 °C vdi 55 + 2 °C,
tuleb saadud tulemust kinnitada sama seadmega ja tasakaalulise meetodi abil.

Teavitamiseks voib kasutada ainult meetodeid, mille abil saab médrata leekpunkti temperatuuri.

Viskoossete, lahusteid sisaldavate vedelike (vdrvid, kummid jms) leekpunkti mairamiseks voib kasutada
ainult viskoossete vedelike leekpunkti mddramiseks ette nahtud seadmeid ja katsemeetodeid.

Vt ISO 3679, I1SO 3680, ISO 1523, DIN 53213, 1. osa.
ANDMED
ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— aine tdpset kirjeldust (tunnusandmeid ja lisandeid),
— dra tuleb miérkida kasutatud meetod ja voimalikud korvalekaldeid sellest,

— koiki tulemuste tdlgendamist mdjutavaid andmeid ja lisamarkusi.
VIITED

Puuduvad.
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A.10. SUTTIVUS (TAHKED AINED)

1. MEETOD

1.1. SISSEJUHATUS

Katse labiviimiseks on kasulik teada aine vdimalikku plahvatusohtlikkust.

Kéesolevat katset tuleks kasutada ainult pulbriliste, teraliste vdi pastataoliste ainete puhul.

Et mitte holmata koiki siittivaid aineid, vaid ainult kiiresti pdlevaid voi eriti ohtlike pdlemisomadustega
aineid, loetakse viga tuleohtlikuks ainult neid aineid, mille pdlemiskiirus iiletab teatava piirvddrtuse.

Eriti ohtlik vdib olla hddgumise levik 1abi metallipuru, kuna see raskendab tule kustutamist. Metallipulbrid
tuleks lugeda viga tuleohtlikuks, kui hddgumisprotsess levib teatava aja jooksul ldbi kogu pulbri massi.

1.2. MOISTED JA UHIKUD

Polemisaeg sekundites.

1.3. VORDLUSAINED
Nimetamata.
1.4. POHIMOTE

Ainest moodustatakse umbes 250 mm pikkune katkestusteta pulbririba ja tehakse esialgne soelkatse
kontrollimaks, kas gaasileegiga siiiitamisel levib pdlemisprotsess leegi voi hodgumisena edasi. Kui polemis-
protsess levib kindlaksmaaratud aja jooksul 1dbi 200 mm riba, viiakse pdlemiskiiruse maidramiseks libi
tdilemahuline katseprogramm.

1.5. KVALITEEDINOUDED
Téapsustamata.

1.6. MEETODI KIRJELDUS

1.6.1. Esialgne sdelkatse

Ainest moodustatakse mittesiittivale, mittepoorsele ja madala soojusjuhtivusega alusplaadile umbes 250 mm
pikkune, 20 mm laiune ja 10 mm korgune katkestusteta pulbririba.

Pulbririba tihele otsale suunatakse pulbri siittimiseni voi kuni 2 minutiks (metallide voi metallisulamite
pulbrite puhul 5 minutiks) vihemalt 5 mm libimddduga gaasipoleti leek. Tehakse kindlaks, kas polemis-
protsess labib 4minutilise (metallipulbrite puhul 40minutilise) katseaja jooksul 200 mm ribaosa. Kui pulber
ei siitti voi polemisprotsess (leek voi hodgumine) ei labi 4minutilise (v6i 40minutilise) katseaja jooksul
200 mm pulbririba, ei loeta ainet viga tuleohtlikuks ja rohkem katseid sellega ei tehta. Kui pdlemisprotsess
labib 200 mm pulbririba vihem kui 4 minutiga vdi metallipulbrite puhul vihem kui 40 minutiga, viiakse
labi allpool kirjeldatud protseduur (punkt 1.6.2 ja jirgmised punktid).
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

3.1.

3.2

Polemiskiiruse katse

Ettevalmistused

250 mm pikk, kolmnurkse labildikega, 10 mm sisemise korguse ja 20 mm sisemise laiusega vorm
tdidetakse tihendamata pulbrilise voi teralise ainega. Vormi kummalegi kiiljele paigaldatakse pikisuunas
kiilgpiiranguteks kaks metallplaati, mis ulatuvad 2 mm dle kolmnurkse vao iladdre (vt joonist). Vorm
kukutatakse seejirel kolm korda 2 cm korguselt kdvale aluspinnale. Vajadusel tdidetakse vorm seejirel
uuesti. Kilgmised piirangud eemaldatakse ja liigne aine kaabitakse dra. Vormi peale paigaldatakse seejirel
mittesiittiv, mittepoorne ja madala soojusjuhtivusega alusplaat, keeratakse vorm koos plaadiga imber ja
eemaldatakse vorm.

Pastataolistest ainetest moodustatakse mittesiittivale, mittepoorsele ja madala soojusjuhtivusega alusplaadile
250 mm pikkune, umbes 1 cm? labildikepindalaga riba.

Katsetingimused

Niiskustundlike ainete puhul viiakse katse labi voimalikult kiiresti parast aine hoiundust eemaldamist.

Katse tegemine
Riba paigutatakse tdmbekapi alla Shu liikumise suunaga risti.

Ohu lifkumise kiirus peab olema piisav, takistamaks suitsu levikut laborisse ning seda tuleb katse jooksul
konstantsena hoida. Seadme timber tuleks paigaldada tdmbevari.

Riba iiks ots siiidatakse vdhemalt 5 mm ldabimddduga gaasipoleti leegi abil. Kui riba on 80 mm ulatuses
polenud, mdddetakse jargneva 100 mm kestel pdlemiskiirus. Katset korratakse kuus korda, iga kord puhta
jaheda alusplaadiga, vilja arvatud juhul, kui iihel katsel on juba saadud positiivne tulemus.

ANDMED

Hindamisel on vajalikud esialgse soelkatse (1.6.1) pdlemisaeg ja kuni kuuel pdhikatsel (1.6.2.3) leitud lithim
polemisaeg.

ARUANDLUS
KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— aine tdpset kirjeldust (tunnusandmeid ja lisandeid),

— katseaine kirjeldust, fuiisikalist olekut ja niiskusesisaldust,

— esialgse soelkatse ja pdlemiskiiruse katse tulemusi (kui see labi viidi),

— koiki tulemuste tdlgendamist mojutavaid lisamarkusi.
TULEMUSTE TOLGENDAMINE

Pulbrilised, teralised voi pastataolised ained loetakse viga tuleohtlikuks, kui nende pdlemisaeg punktis 1.6.2
kirjeldatud mis tahes katseprotseduuris on alla 45 sckundi. Metallide voi metallisulamite pulbrid loetakse
viga tuleohtlikuks juhul, kui need siittivad ja leeck voi reaktsioonivoond levib 10 minutiga voi kiiremini tile
kogu proovi.

VIITED

1. NF T 20-042 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of
solids.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

A.11. SUTTIVUS (GAASID)

MEETOD
SISSEJUHATUS

See meetod voimaldab miéidrata Shuga segunenud gaaside siittivust toatemperatuuril (ca 20 °C) ja
atmosfddrirohul ning siittivate gaaside puhul kontsentratsioonivahemikku, milles nad siittivad. Jarjest
suurenevate kontsentratsioonidega katsegaasi-ohu segudes tekitatakse elektriside ja jdlgitakse, kas gaas
stittib.

MOISTED JA UHIKUD

Siittimispiirkond on kontsentratsioonivahemik alumise ja iilemise plahvatuspiiri vahel. Alumine ja tilemine
plahvatuspiir on piirkontsentratsioonid, mille puhul leek dhuga segatud gaasis ei levi.

VORDLUSAINED

Nimetamata.

POHIMOTE

Gaasi kontsentratsiooni ohus suurendatakse jark-jargult ja igas etapis tekitatakse segus elektriside.
KVALITEEDINOUDED

Tapsustamata.

MEETODI KIRJELDUS

Seade

Katseanumaks on kummuli klaassilinder sisediameetriga vihemalt 50 mm ja korgusega vihemalt 300 mm.
3-5 mm vahekaugusega siiiiteelektroodid paigutatakse 60 mm korgusele silindri pohjast. Silindril on
survepadsuklapiga ava. Plahvatuskahjustuste valtimiseks tuleb seade varjestada.

Siititeallikana kasutatakse piisivat 0,5 s kestusega induktsioonsddet, mis tekitatakse 10-15 kV viljundpin-
gega korgepingetrafo (maksimaalne sisendvdimsus 300 W) abil. Sobivat seadet on nditeks kirjeldatud viites

Katsetingimused
Katse viiakse 1abi toatemperatuuril (ca 20 °C).
Katse tegemine

Doseerpumpade abil viiakse klaassilindrisse kindla kontsentratsiooniga gaasi-0hu segu. Segus tekitatakse
sdde ja jilgitakse, kas siiiiteallikast eraldub leek ja levib gaasis iseseisvalt. Gaasikontsentratsiooni muudetakse
1 % kaupa kuni eespool kirjeldatud siittimise toimumiseni.
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Kui gaasi keemiline struktuur viitab mittesiittivusele ja on vdimalik vilja arvutada stohhiomeetrilise gaasi-
Shu segu koostis, siis kontrollitakse selliste 1 % astmetega ainult segusid kontsentratsioonivahemikus 10 %
alla ja 10 % iile stohhiomeetrilise kontsentratsiooni.

2. ANDMED
Ainus selle omaduse médramisel oluline teave on leegi levimine.
3. ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— aine tdpset kirjeldust (tunnusandmeid ja lisandeid),

— kasutatud seadme kirjeldust koos mootmetega,

— katsetemperatuuri,

— katsekontsentratsioone ja saadud tulemusi,

— katse tulemust: mittesiittiv gaas voi vdga tuleohtlik gaas,

— kui jdreldatakse, et gaas on mittesiittiv, tuleks dra markida kontsentratsioonivahemik, milles seda 1 %
sammude kaupa testiti,

— registreerida tuleb koik tulemuste tdlgendamist puutuvad andmed ja mirkused.
4. VIITED
1. NF T 20-041 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of
gases.

2. W. Berthold, D. Conrad, T. Grewer, H. Grosse-Wortmann, T. Redeker und H. Schacke. “Entwicklung
einer Standard-Apparatur zur Messung von Explosionsgrenzen.” Chem.-Ing.-Tech. 1984, vol 56, 2, 126-
127.
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

A.12. SUTTIVUS (KOKKUPUUTEL VEEGA)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Meetodi abil saab kontrollida, kas aine reaktsioonil vee vdi niiske Shuga tekib ohtlikus koguses gaasi voi
gaase, mis vdivad olla viga tuleohtlikud.

Katsemeetod on kohaldatav nii tahketele kui ka vedelatele ainetele. Meetod ei ole kohaldatav ainetele, mis
kokkupuutel 6huga iseeneslikult siittivad.

MOISTED JA UHIKUD

Viga tuleohtlik: ained, mis kokkupuutel vee voi niiske dhuga eraldavad ohtlikus koguses viga tuleohtlikke
gaase kiirusega vahemalt 1 liiter/kg kohta tunnis.

POHIMOTE

Ainet kontrollitakse vastavalt allpool esitatud etapiviisilisele eeskirjale; kui mis tahes etapis leiab aset
siittimine, pole edasine kontrollimine vajalik. Kui on teada, et aine veega dgedalt ei reageeri, jitkatakse 4.
etapiga (1.3.4).

1. etapp

Testaine viiakse 20-kraadist destilleeritud vett sisaldavasse siivendisse ja kontrollitakse, kas tekkiv gaas siittib.

2. etapp

Testaine kantakse 20-kraadist destilleeritud vett sisaldavas tassis ujuvale filterpaberile ja kontrollitakse, kas
tekkiv gaas siittib. Filterpaberi ainus iilesanne on ainet koos hoida ja siittimise tdendosust suurendada.

3. etapp

Testainest moodustatakse ligikaudu 2 cm korgune ja 3 cm libimodduga kuhi. Kuhjale lisatakse moned
tilgad vett ja kontrollitakse, kas tekkiv gaas siittib.

4. etapp

Testaine segatakse 20-kraadise destilleeritud veega ja moddetakse 7 tunni jooksul ithetunniste vahedega
gaasi eraldumise kiirust. Kui gaas eraldub ebaiihtlase kiirusega voi kiirus kasvab veel seitsme tunni
moodudes, pikendatakse modtmisaega kuni viie pdevani. Kui kiirus iiletab mis tahes ajahetkel 1 liitri/kg
kohta tunnis, voib katse peatada.

VORDLUSAINED

Nimetamata.

KVALITEEDINOUDED

Tapsustamata.
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MEETODITE KIRJELDUS

1. etapp

Katsetingimused

Katse viiakse ldbi toatemperatuuril (ca 20 °C).

Katse tegemine

Viike (ligikaudu 2 mm labimooduga) kogus testainet viiakse destilleeritud vett sisaldavasse siivendisse.
Kontrollitakse, kas i) eraldub gaasi ja ii) kas gaas siittib. Kui gaas siittib, pole edasine uurimine vajalik, kuna
aine loetakse ohtlikuks.

2. etapp

Seade

Mis tahes sobivas nous, niditeks 100 mm liabimddduga aurustuskausis, asetatakse destilleeritud vee pinnale
filterpaber.

Katsetingimused

Katse viiakse ldbi toatemperatuuril (ca 20 °C).

Katse tegemine

Viike (ligikaudu 2 mm labimodduga) kogus testainet kantakse filterpaberi keskkohta. Kontrollitakse, kas i)
eraldub gaasi ja ii) kas gaas siittib. Kui gaas siittib, pole edasine uurimine vajalik, kuna aine loetakse
ohtlikuks.

3. etapp

Katsetingimused

Katse viiakse 1dbi toatemperatuuril (ca 20 °C).

Katse tegemine

Testainest moodustatakse ligikaudu 2 cm korgune ja 3 cm labimodduga kuhi stivendiga tipus. Auku
lisatakse moned tilgad vett ja kontrollitakse, kas i) eraldub gaasi ja ii) kas gaas siittib. Kui gaas siittib, pole
edasine uurimine vajalik, kuna aine loetakse ohtlikuks.

4. etapp

Seade

Katseseade valmistatakse vastavalt joonisele.

Katsetingimused

Kontrollida, kas testaine hoiuanumas leidub < 500 pm suuruseid osakesi sisaldavat pulbrit. Kui sellise pulbri
sisaldus koguhulgas on dle 1 % mahu jargi voi kui materjal on pude, tuleks kogu aine enne katsetusi
pulbriks jahvatada, et arvestada osakeste suuruse vihenemisega ladustamisel ja kditlemisel; vastasel juhul
uuritakse ainet to6tlemata kujul. Katse tuleks ldbi viia toatemperatuuril (ca 20 °C) ja atmosfadrirohul.
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1.6.4.3.

Katse tegemine

Seadme tilklehtrisse viiakse 10-20 ml vett ja seadme koonilisse kolbi viiakse 10 g ainet. Eralduva gaasi
ruumala moddetakse mis tahes sobiva meetodiga. Tilklehtri kraan avatakse, nii et vesi pédseb koonilisse
kolbi, ja kiivitatakse stopper. Gaasi eraldumise kiirust moddetakse 7 tunni jooksul ithetunniste vahedega.
Kui gaasi eraldumise kiirus on selle aja kestel ebaiihtlane voi kasvab veel selle ajavahemiku 1opus,
pikendatakse mddtmisaega kuni viie pdevani. Kui gaasi eraldumise kiirus iiletab mis tahes ajahetkel 1 liitri/kg
kohta tunnis, v3ib katse peatada. Katses tuleks teha kolm paralleelkatset.

Kui ei ole teada, mis gaasiga on tegemist, tuleks seda analiiisida. Kui gaas sisaldab viga tuleohtlikke
komponente ja ei ole teada, kas summaarne segu on viga tuleohtlik, tuleb valmistada sama koostisega segu
ja kontrollida seda vastavalt meetodile A.11.

ANDMED

Aine loetakse ohtlikuks kui:
— mis tahes katseetapis leiab aset iseeneslik siittimine
vOi
— eraldub tuleohtlikke gaase kiirusega vidhemalt 1 liiter/kg aine kohta tunnis.

ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— aine tadpset kirjeldust (tunnusandmeid ja lisandeid),
— testaine ettevalmistamise andmeid,

— katsete tulemusi (1., 2., 3. ja 4. etapp),

— eralduva gaasi keemilise koostist,

— 4. etapi (1.6.4) teostamisel gaasi eraldumise kiirust,

— koiki tulemuste tdlgendamist mojutavaid lisamarkusi.
VIITED

1. Recommendations on the transport of dangerous goods, test and criteria, 1990, United Nations, New
York.

2. NF T 20-040 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of
gases formed by the hydrolysis of solid and liquid products.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

A.13. TAHKETE AINETE JA VEDELIKE ISESUTTIVUS

MEETOD

SISSEJUHATUS

Katsemeetod on kohaldatav tahketele ja vedelatele ainetele, mis vaikestes kogustes toatemperatuuril (ca
20 °C) dhuga kokku puutudes lithikese aja jooksul iseeneslikult siittivad.

Katsemeetod ei holma aineid, mis peavad iseeneslikuks siittimiseks toatemperatuuril voi korgemal tempera-
tuuril dhuga kokku puutuma mitu tundi voi pieva.

MOISTED JA UHIKUD

Ained loetakse isesiittivateks, kui need siittivad voi sdestuvad punktis 1.6 kirjeldatud tingimustel.

Vedelike isesiittivust voib vaja olla kontrollida ka meetodi A.15 “Isesiittimistemperatuur (vedelikud ja
gaasid)” kohaselt.

VORDLUSAINED

Nimetamata.

POHIMOTE

Tahke aine voi vedelik kantakse inertsele tugiainele ja viiakse toatemperatuuril viieks minutiks kokkupuu-
tesse Ohuga. Kui vedelik sellistes tingimustes ei sitti, imetakse see filterpaberisse ja viiakse toatemperatuuril
(ca 20 °C) viieks minutiks kokkupuutesse Shuga. Kui tahke aine voi vedelik siittib voi kui vedelik siititab
voi soestab filterpaberi, loetakse aine isesiittivaks.

KVALITEEDINOUDED

Korratavus: kuna ohutus on oluline, loetakse aine isesiittivaks juba siis, kui iiks tulemus on positiivne.

MEETODI KIRJELDUS

Seade

Ca 10 cm labimdoduga portselantass tdidetakse toatemperatuuril (ca 20 °C) umbes 5 mm korguselt
diatomiitmullaga.

Mirkus:

Diatomiitmulla vdi mis tahes muu saadaval oleva vorreldava inertse ainega simuleeritakse mulda, millesse
testaine onnetusjuhtumi korral voib voolata.

Inertsel kandjal dhuga kokku puutudes mittesiittivate vedelike testimiseks on vaja filterpaberit.
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1.6.2. Katse tegemine

a) Pulbrilised tahked ained

1-2 cm?® uuritavat pulbrit valatakse ca 1 m korguselt mittesiittivale pinnale ja jilgitakse, kas aine siittib
kukkumisel voi mahalangemisest viie minuti jooksul.

Katset korratakse kuus korda, kui aine enne ei siitti.
b) Vedelikud

Ca 5 cm’ uuritavat vedelikku valatakse ette valmistatud portselantassi ja jilgitakse, kas aine siittib viie
minuti jooksul.

Kui aine kuue katse jooksul ei siitti, viia labi jirgmised katsed:

0,5 ml testaine proov viiakse siistla abil silgustatud filterpaberile ja jalgitakse, kas filterpaber siittib voi
soestub viie minuti jooksul vedeliku lisamisest. Katset korratakse kolm korda, kui paber enne ei siitti voi

soestu.
2. ANDMED
2.1. TULEMUSTE KASITLEMINE

Katsed voib peatada kohe peale positiivse tulemuse saamist mis tahes katses.
2.2. HINDAMINE

Kui aine siittib viie minuti jooksul parast inertsele tugiainele kandmist ja 6hu katte viimist voi kui vedelik
stilitab voi soestab filterpaberi viie minuti jooksul pdrast lisamist ja ohu kitte viimist, loetakse aine
isesiittivaks.

3. ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— aine tdpset kirjeldust (koostist ja lisandeid),
— katsete tulemusi,

— koiki tulemuste tdlgendamist mojutavaid lisamarkusi.
4. VIITED

1. NF T 20-039 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the spontaneous
flammability of solids and liquids.

2. Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Test and criteria, 1990, United Nations, New
York.
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A.14. PLAHVATUSOHTLIKKUS

1. MEETOD

1.1. SISSEJUHATUS

Meetod néeb ette katseskeemi, mille abil kontrollitakse, kas tahke vodi pastataoline aine on plahvatusohtlik
kokkupuutel leegiga (termiline tundlikkus), 166gi voi hddrdumise mdjul (mehaaniline tundlikkus) ja kas
vedelik on leegi voi 166gi mojul plahvatusohtlik.

Meetod koosneb kolmest osast:

a) termilise tundlikkuse katse (1);

b) mehaanilise tundlikkuse katse 166gi suhtes (1);

¢) mehaanilise tundlikkuse katse hdordumise suhtes (1).

Meetodi abil saadakse andmeid teatavate tavapdraste mojuritega seotud plahvatusohu hindamiseks. Meetod
ei ole mdeldud aine plahvatusohtlikkuse kontrollimiseks mis tahes tingimustes.

Meetod sobib ainega seotud plahvatusohu (termilise ja mehaanilise tundlikkuse) madramiseks konkreetsetel
direktiivis tdpsustatud tingimustel. Meetodi puhul kasutatakse mitut tiiiipi katseseadmeid, mis on laias
rahvusvahelises kasutuses (1) ja mis annavad tavaliselt usaldusvaarseid tulemusi. On selge, et meetod ei ole
ammendav. Kirjeldatud seadmete asemel voib kasutada muid seadmeid eeldusel, et need on rahvusvaheliselt
tunnustatud ja tulemused on piisavalt sarnased kirjeldatud seadmetel saadavate tulemustega.

Katseid ei ole vaja teha juhul, kui saadavalolevad termodiinaamilised andmed (nt tekkesoojus, lagunemis-
soojus) jafvOi teatavate funktsionaalrihmade (2) puudumine struktuurivalemis tdestavad pdhjendatud
kahtluseta, et toimeaine ei lagune kiirelt gaaside vo6i soojuse eraldumisega (st materjal ei ole plahvatusoht-
lik). Mehaanilise tundlikkuse katse hddrdumise suhtes ei ole vedelike puhul noutav.

1.2. MOISTED JA UHIKUD

Lohkeaine:

Ained, mis voivad leegi mdjul plahvatada voi on kirjeldatud seadmes 166gi- v6i hdordetundlikud (voi on
muus seadmes suurema mehaanilise tundlikkusega kui 1,3-dinitrobenseen).

1.3. VORDLUSAINED

1,3-dinitrobenseen, tehniline kristalne saadus, 1dbib 0,5 mm sdela, hddrdumis- ja 166gimeetoditele.

Perhiidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triasiin (RDX, heksogeen, tsiikloniit, CAS-i nr 121-82-4), kristallitud tsiiklo-
heksanooni vesilahusest, margsdelutud labi 250 pm sdela ja kinni peetud 150 pm sdelal, kuivatatud 4 tundi
103 £ 2 °C juures, hdordumis- ja lo6gikatsete teise seeria jaoks.

1.4. POHIMOTE

Eelkatsed on vajalikud kolme tundlikkuskatse tarvis ohutute tingimuste madramiseks.
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1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

Kisitlemisohutuse katsed (3)

Ohutuse huvides rakendatakse viga viikestele proovidele (ca 10 mg) enne pohikatsete tegemist kuumuta-
mist gaasileegis vabas ohus, 166ke mis tahes tavapidrastes seadmetes ja hddrdumist vasara ja alasi vahel voi
mis tahes muus hddrdumisseadmes. Selle eesmirk on kontrollida, kas aine on nii tundlik ja plahvatusohtlik,
et ettendhtud tundlikkuskatsetel, eriti termilise tundlikkuse katsetel, tuleb katse ldbiviija vigastamise
viltimiseks kasutada erilisi ettevaatusabindusid.

Termiline tundlikkus

Meetodi puhul kuumutatakse ainet erinevas labimdddus diitisidega plaatidega suletud terashiilsis, et
kontrollida, kas aine voib tugeva kuumuse ja piiratud ruumala tingimustes plahvatada.

Mehaaniline tundlikkus (l66gitundlikkus)

Meetodi puhul antakse ainele kindlalt kdrguselt kukutatud kindla massiga 16ok.

Mehaaniline tundlikkus (hoordetundlikkus)

Meetodi puhul mojutatakse tahkeid ja pastataolisi aineid standardsel pinnal méadratud koormuse ja suhtelise
liikumise abil tekitatud hddrdumisega.

KVALITEEDINOUDED

Téapsustamata.

MEETODI KIRJELDUS

Termiline tundlikkus (leegi moju)

Seade

Seade koosneb ithekordselt kasutatavast terashiilsist korduvkasutatava sulguriga (joonis 1), mis on paiguta-
tud kaitsvasse kuumutusseadmesse. Koik hiilsid on valmistatud stigavtombamisel lehtterasest (vt liidet) ja on
24 mm sisediameetriga, 75 mm pikad ja 0,5 mm paksuse seinaga. Hiilssidel on avatud otsas ddrik hiilsi
sulgemiseks diiiisiga plaadiga sulgurseadme abil. Sulgur koosneb keskel asuva diiiisiga survekindlast plaadist,
mis kaheosalise keermega liitmiku (mutter ja keermega voru) abil kindlalt hiilsi kiilge kinnitatakse. Mutter ja
keermega voru on valmistatud kroom-mangaanterasest (vt liidet), mis on sidemevaba kuni temperatuurini
800 °C. Diiiisiga plaadid on 6 mm paksud, valmistatud kuumuskindlast terasest (vt liidet) ja neid on
mitmesuguse avasuurusega.

Katsetingimused

Tavaliselt uuritakse ainet to6tlemata kujul, kuid moningatel juhtudel, nt kui see on kokku pressitud, vormi
valatud voi muul moel tihendatud, voib olla vaja see enne katsetusi purustada.
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.2.

1.6.2.1.

Tahkete ainete puhul mairatakse katsetes kasutatav ainekogus kahe-etapilisel proovitditmisel. Kaalutud hiilss
tiidetakse 9 cm’ ainega ja tambitakse kogu hiilsi ristldike ulatuses avaldatava 80 N jduga kokku. Ohutuse
huvides voi juhtudel, kus proovi fiiisikaline olek vdib surve mojul muutuda, voib kasutada muid
tdiitmismeetodeid; nt viga hddrdetundliku aine puhul ei saa tampimist kasutada. Kui ainet on vdimalik
kokku suruda, lisatakse veel ainet ja jitkatakse tampimist, kuni hilss on tdidetud 55 mm kauguseni
illaddrest. Mddratakse hiilsi 55 mm tasemeni tditmiseks vajalik ainekogus ja lisatakse veel kaks lisakogust,
mis kumbki 80 N jouga tampimisel tihendatakse. Seejirel ainet vastavalt vajadusele kas lisatakse ja
tambitakse voi eemaldatakse, nii et hiilss tditub 15 mm korguseni iiladdrest. Jargmiseks tehakse teine
proovitditmine, alustades tambitud ainekogusega, mis moodustab kolmandiku esimesel proovititmisel leitud
kogumassist. Lisatakse veel kaks lisakogust, mis 80 N jouga tampimisel tihendatakse ja ainekogus
reguleeritakse lisamisel voi eemaldamisel 15 mm korguseni iiladdrest. Teisel proovitditmisel leitud aineko-
gust kasutatakse edasistes katsetes, tdites hiilsi kolmes vordses osas, mis surutakse kokku ruumalani 9 cm’
mis tahes selleks vajaliku jouga. (Selleks voib abivahendina kasutada vaherdngaid).

Vedelikud ja geelid viiakse hiilssi 60 mm korguseni, valtides geelide puhul hoolikalt Shuvahede teket.
Keermega voru libistatakse altpoolt hiilsi peale, paigaldatakse sobiv diiiisiga plaat ja keeratakse mutter peale
moliibdeendisulfiidmaéirde lisamist kinni. Viga oluline on kontrollida, et ainet ei jidks ddriku ja plaadi voi
keermete vahele.

Kuumutamisel kasutatakse propaani rohuregulaatori (60-70 mbar) ja voolumddturiga toostuslikust balloo-
nist, millest gaas jagatakse jaotustoru kaudu iihtlaselt (kontrollitakse visuaalselt poletite leekide jirgi) nelja
poleti vahel. Poletid asetsevad ringikujuliselt imber katsekambri, nagu on niidatud joonisel 1. Kolme pdleti
kogukulu on umbes 3,2 liitrit propaani minutis. Kasutada voib muid kiittegaase ja pdleteid, kuid
kuumutamise kiirus peab vastama joonisel 3 tdpsustatule. Kdigi seadmete puhul tuleb kuumutamise kiirust
regulaarselt kontrollida, kasutades selleks dibutiiiilftalaadiga tdidetud hiilsse, nagu on naidatud joonisel 3.

Katsete tegemine

Iga katset sooritatakse hiilsi purunemiseni voi viie minuti moodumiseni kuumutamise algusest. Plahvatusega
16ppenuks loetakse katse, mille tulemusel hiilss puruneb kolmeks voi enamaks tiikiks, mis voivad omavahel
olla kitsaste metalliribadega tihendatud, nagu on niha jooniselt 2. Viiksema arvu tikkkidega voi purunemi-
seta 1oppenud katset plahvatusega 16ppenuks ei loeta.

Alguses tehakse kolm katset 6,0 mm diitisiga plaadiga ja kui plahvatust ei toimu, tchakse teine kolmene
katseseeria 2,0 mm diiiisiga plaadiga. Kui kummaski katseseerias plahvatust ei toimu, pole edasised katsed
vajalikud.

Hindamine

Katse loetakse positiivseks, kui kummaski eespool nimetatud katseseerias toimub plahvatus.

Mehaaniline tundlikkus (l66gitundlikkus)

Seade (joonis 4)

Tiiipilise kukkuva vasaraga seadme pohiosad on valuterasest plokk aluse, alasi, posti, juhtroobaste,
kukkuvate raskuste, pddstiku ja proovianumaga. 100 mm (libimddt) x 70 mm (korgus) terasalasi on
kruvitud 230 mm (pikkus) x 250 mm (laius) x 200 mm (korgus) terasplokile valatud 450 mm (pikkus) x
450 mm (laius) x 60 mm (korgus) alusele. Tommatud terastorust liitekohtadeta post on kinnitatud
terasploki tagakiiljel olevasse fiksaatorisse. Seade on nelja kruviga ankurdatud monoliitsele 60 x 60 x
60 cm betoonplokile nii, et juhtroopad on tdiesti piistsuunalised ja kukkuv raskus langeb vabalt. Kasutada
saab nii 5 kg kui 10 kg monoliitsest terasest raskusi. Iga raskuse 166kpea on valmistatud karastatud
terasest, HRC 60-63, ja selle miinimumldbimddt on 25 mm.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Uuritav proov on suletud 1o6giseadmesse, mis koosneb kahest koaksiaalsest, iiksteise kohal paiknevast
monoliitsest terassilindrist odnsas silindrilises terasjuhtvorus. Monoliitsed terassilindrid peaksid olema
labimooduga 10 (- 0,003, — 0,005) mm ja kdrgusega 10 mm ning poleeritud pinna, iimarate nurkadega
(kdverusraadius 0,5 mm) ja kovadusega HRC 58-65. Odnessilindril peab olema 16 mm vilisdiameeter,
poleeritud 10 (+ 0,005, + 0,010) mm sisediameeter ja 13 mm kdrgus. Vahealasile (libimddt 26 mm ja
korgus 26 mm) on paigaldatud terasest 160giseade, mille keskosas on tekkivaid gaase libilaskva perforat-
siooniga rongas.

Katsetingimused

Proov peaks olema mahuga 40 mm’ vdi muule seadmele sobiva mahuga. Tahkeid aineid tuleks uurida
kuivana ja need ette valmistada jargmiselt:

a) pulbrilised ained séelutakse (sdela ava 0,5 mm) ja katses kasutatakse kogu sdela libinud osa;

b) kokku pressitud, vormi valatud vdi muul moel tihendatud materjalid purustatakse viiksemateks
tikkideks ja soelutakse; katses kasutatakse sdelumisel saadud fraktsiooni osakeste libimdoduga 0,5-
1 mm ja see fraktsioon peab esindama toé6tlemata algainet.

Tavaliselt pastadena tarnitavaid materjale tuleks vdimalusel uurida kuivana voi vahemalt eemaldada eelnevalt
voimalikult suur osa lahjendist. Vedelikke testitakse 1 mm vahega alumise ja iilemise terassilindri vahel.

Katsete tegemine

Tehakse kuuest katsest koosnev katseseeria, kukutades 10-kilogrammist raskust 0,40 m korguselt (40 J).
Kui kuue katse jooksul 40 ] juures toimub plahvatus, tuleb teha jirgmine 6 katsega katseseeria, kukutades
5-kilogrammist raskust 0,15 m kdrguselt (7,5 ]). Muudes seadmetes vdrreldakse proovi tunnustatud
meetodi (nt iiles-alla tehnika jne) abil valitud vordlusainega.

Hindamine

Katse tulemus loetakse positiivseks, kui vahemalt ithel korral toimub kirjeldatud katseseadmetega mis tahes
katses plahvatus (pdlema lahvatamine ja/voi paugatused on plahvatusega samaviirsed) voi kui proov osutub
muus 166gikatses tundlikumaks kui 1,3-dinitrobenseen vdi RDX.

Mehaaniline tundlikkus (héordetundlikkus)

Seade (joonis 5)

Hoordeaparatuur  koosneb valatud terasest alusplaadist, millele on paigaldatud hodrdeseade. Viimane
koosneb fikseeritud portselanpulgast ja liikuvast portselanplaadist. Portselanplaat asub kahel juhtroopal
jooksval kelgul. Kelk on tihendusvarda, ekstsentrilise nuki ja sobiva iilekande abil ithendatud elektrimooto-
riga nii, et portselanplaati liigutatakse portselanpulga all ainult iks kord 10 mm ulatuses edasi-tagasi.
Portselanpulgale rakendatav joud voib olla 120-360 N.

Tasased portselanplaadid on valmistatud valgest tehnilisest portselanist (jimedusega 9-32 pm) ja nende
modtmed on 25 mm (pikkus) x 25 mm (laius) x 5 mm (korgus). Silindriline portselanpulk on samuti
valmistatud valgest tehnilisest portselanist ja on 15 mm pikk, 10 mm libim6dduga ja karestatud {imarate
otsapindadega, mille kdverusraadius on 10 mm.

Katsetingimused
Proov peaks olema mahuga 10 mm’ vdi muule seadmele sobiva mahuga.

Tahkeid aineid uuritakse kuivana ja nad valmistatakse ette jargmiselt:
a) pulbrilised ained sdelutakse (sdela ava 0,5 mm) ja katses kasutatakse kogu soela labinud osa;

b) kokku pressitud, vormi valatud vdi muul moel tihendatud materjalid purustatakse vaiksemateks
tikkideks ja soelutakse; katses kasutatakse sdelumisel saadud fraktsiooni osakeste libimddduga <
0,5 mm.
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1.6.3.3.

1.6.3.4.

3.1.

3.2

Tavaliselt pastadena tarnitavaid materjale tuleks vodimalusel uurida kuivana. Kui pastast ei ole kuiva ainet
voimalik valmistada, testitakse pastat (eemaldades eelnevalt voimalikult suur osa lahjendist) 0,5 mm
paksuse, 2 mm laiuse ja 10 mm pikkuse, Sablooni abil tekitatud kihina.

Katsete tegemine

Portselanpulk viiakse uuritava proovi kohale ja rakendatakse koormus. Katse ajal peavad karedad jooned
portselanplaadil olema liikumissuunaga risti. Tuleb jilgida, et pulk toetuks proovile, et pulga all oleks
kiillaldane kogus testainet ja et plaat pulga all digesti liiguks. Pastataolised ained kantakse plaadile 0,5 mm
paksuse, 2 x 10 mm avaga Sablooni abil. Portselanplaat peab portselanpulga all 0,44 sekundi jooksul
10 mm edasi ja tagasi lilkuma. Iga plaadi ja pulga pinna osa voib kasutada ainult ithe korra; pulga molemat
otsa voib kasutada kaheks katseks ja plaadi kumbagi kiilge kolmeks katseks.

360 N koormusega tehakse kuuest katsest koosnev katseseeria. Kui nende kuue katse kiigus saadakse
positiivne tulemus, tehakse 120 N koormusega veel iks kuuest katsest koosnev katseseeria. Muudes
seadmetes vorreldakse proovi tunnustatud meetodi (nt iiles-alla tehnika jne) abil valitud vordlusainega.

Hindamine

Katse tulemus loetakse positiivseks, kui vahemalt thel korral toimub kirjeldatud katseseadmetega mis tahes
katses plahvatus (pragin ja/vdi paugatused voi pdlema lahvatamine on plahvatusega samavairsed) voi kui
proov vastab muus hoordekatses vordviirsetele tingimustele.

ANDMED

Aine loetakse direktiivi mdistes plahvatusohtlikuks juhul, kui termilise, 166gi- voi hdordetundlikkuse katses
saadakse positiivne tulemus.

ARUANDLUS

KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— testaine tunnusandmeid, koostist, puhtusastet, niiskusesisaldust jne,

— proovi fiiiisikalist olekut ja seda, kas seda on purustatud ja/vdi sdelutud,

— termilise tundlikkuse katsetes tehtud tdhelepanekuid (nt proovi massi, kildude arvu jne),

— mehaanilise tundlikkuse katsetes tehtud tahelepanekuid (nt suure suitsukoguse teke voi tdielik lagune-
mine ilma paugatusteta, leekide, sidemete, pragina jne esinemiseta),

— igat tiiiipi katsete tulemusi,

— kui kasutatud on muid seadmeid, tuleb esitada teaduslik pdhjendus ning tdendid tulemuste vastavuse
kohta kirjeldatud seadmetel saadud tulemustega,

— kaiki tulemuste tolgendamist mdjutavaid kommentaare, nagu viiteid katsetele analoogsete ainetega,

— koiki tulemuste tdlgendamist mojutavaid lisaméarkusi.

TULEMUSTE TOLGENDAMINE JA HINDAMINE

Katsearuandes tuleb dra markida koik tulemused, mis loeti valeks, anomaalseks voi mitterepresentatiivseks.
Kui monda tulemust ei arvestata, tuleb selle kohta lisada selgitus ja muude voi tdiendavate katsete
tulemused. Kui anomaalsele tulemusele ei leidu seletust, tuleb seda arvestada tdisvaartusliku tulemusena ja
kasutada aine vastaval liigitamisel.
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Liide

Niitlik materjalide spetsifikatsioon termilise tundlikkuse katseks (vt DIN 1623)

1) Hiilss: materjalispetsifikatsioon nr 1.0336 505 g
2) Diiiisiga plaat: materjalispetsifikatsioon nr 1.4873

3) Keermega voru ja mutter: materjalispetsifikatsioon nr 1.3817

Joonis 1
Termilise tundlikkuse katseseade

(Koik moddud millimeetrites)
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Joonis 1a. Terashiilss ja abivahendid Joonis 1b. Kaitsev kuumutusseade
(1) hiilss (7) 2lamedat osa mutrivétmele nr 36
(1a) valisaarik (8) killunemiskindel kest
(2) keermega vdru, madala hddrduvusega keere (9) 2 tugivarrast hiilsile
(3) diiiisiga 1plaat, 1ibimddt a = 2,0 vdi 6,0 mm (10) komplekteeritud hiilss
(4) mutter, [ibimddt b = 10 mm (11) tagumise pdleti asukoht; iilejidnud pdletid on nihtaval
(5) timardatud pind (12) sitiiteleek
(6) 2 lamedat osa mutrivotmele nr 41
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Joonis 2

Termilise tundlikkuse katse

Purunemise niited

Plahvatusega purunemine

Plahvatusega purunemine

Plahvatusega purunemine
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Joonis 3

Kuumutamiskiiruse kaliibrimine termilise tundlikkuse katseks

350
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250 /
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Aeg (s)

Temperatuur (°C)

AN
L[ } mm

Temperatuurifaja graafik 27 cm3 dibutitiilftalaadi kuumutamisel suletud (1,5 mm diiiisiga plaadiga) hiilsis propaani
voolukiirusel 3,2 1/min. Temperatuur mairatakse 1 mm libimd6duga roostevabast terasest kattega kromellist/alumellist
termopaariga, mis on paigutatud mddteseadme keskele 43 mm allapoole hiilsi serva. Kuumutamise kiirus
temperatuurivahemikus 135-285 °C peaks olema 185-215 K/min.
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Joonis 4
Loogikatse seade
(Koik moddud millimeetrites)
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Joonis 4a. Langev vasar eest ja kiiljelt, iildvaade

(1) alus, 450 x 450 x 60
(2) terasplokk, 230 x 250 x 200
(3) alasi, 100 (diameeter) x 70

(4) post

(5) Eeskmine poiktala
(6) 2 juhtrodbast

(7) hammaslatt

JS SPNON iy

Joonis 4b. Langev vasar, alumine osa

(8)
(9)
(10
(11
(12
(13
(14

{aotistega skaala

angev vasar (langev raskus)
) fiksaator/paistikseade

) juhtplaat

) vahetatav vahealasi, 26 (diameeter) x 26

) ditiisidega juhtrdngas
) 166giseade
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Joonis 4
Jatkamine
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Joonis 4c. Loogiseade pulbriliste vdi pastataoliste
ainete jaoks Joonis 4d. Loogiseade vedelike jaoks

(1) terassilindrid

(2) terassilindrite juhtvdru

(3) ditiisidega juhtrdngas
a) piistsuunaline libildige
b) pealtvaade

(4) kummirdngas

(5) vedelik (40 mm?)

(6) vedelikuvaba ruum

Joonis 4e. Vasar (langev 5 kg raskus)

(1) riputusnagapulk
(2) korgusemargis

(3) fikseeriv soon

(4) silindriline 166kpea
(5) tagasikdigukonks
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Joonis 5

Hoordetundlikkuse katseseade

®©

Joonis 5a Hodrdeseade, eestvaade ja Joonis 5b Pulga algpositsioon proovil
pealtvaade
(6) Eulgahoidja
(1) terasalus (7) koormusdlg
(2) liikuv kelk (8) vastukaal
(3) gortselanplaat, 25 x 25 x 5 mm, kelgul (9) luliti
(4) fikseeritud portselanpulk, 10 (diameeter) x 15 mm (10) ratas kelgu algasendisse viimiseks
(5) uuritav proov, ligikaudu 10 mm?* (11) elektrimootori suund
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

A.15. ISESUTTIMISTEMPERATUUR (VEDELIKUD JA GAASID)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Lohkeaineid ja tavalisel temperatuuril 6huga kokkupuutel siittivaid aineid ei tohiks selles katses uurida.
Katsemeetod on kohaldatav gaasidele, vedelikele ja aurudele, mis dhu juuresolekul kuuma pinnaga kokku
puutudes siittivad.

Kataliititilised lisandid, pinnamaterjal voi katseanuma suurem maht voivad isesiittimistemperatuuri oluliselt
alandada.

MOISTED JA UHIKUD

Isesiittivuse mdira valjendatakse isestittimistemperatuurina. Isesiittimistemperatuur on madalaim tempera-
tuur, mille juures testaine katsemeetodis maaratletud tingimustel Shuga segatuna siittib.

VORDLUSAINED

Vordlusained on loetletud standardites (vt 1.6.3). Neid tuleks kasutada peamiselt meetodi toimimise
kontrollimiseks ja voimaldamaks vordlust teiste meetodite abil saadud tulemustega.

POHIMOTE

Meetodi kohaselt miiratakse kambri siseseina minimaalne temperatuur, mis pohjustab kambrisse siistitud
gaasi, auru voi vedeliku siittimise.

KVALITEEDINOUDED

Korratavus varieerub vastavalt isesiittimistemperatuuri vahemikule ja kasutatavale katsemeetodile.

Tundlikkus ja spetsiifilisus sdltuvad kasutatavast katsemeetodist.

MEETODI KIRJELDUS

Seade

Katseseadet kirjeldatakse punktis 1.6.3 viidatud meetodis.

Katsetingimused

Testaine proovi uuritakse punktis 1.6.3 viidatud meetodi kohaselt.

Katse tegemine

Vt IEC 79-4, DIN 51794, ASTM-E 659-78, BS 4056, NF T 20-037.

ANDMED

Registreerige katsetemperatuur, atmosfdirirohk, kasutatud proovikogus ja ajavahemik siittimiseni.



356

Euroopa Liidu Teataja 13/11.

kd

1.1.

1.2

1.3.

1.4.

ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— aine tdpset kirjeldust (tunnusandmeid ja lisandeid),

— kasutatud proovikogust ja atmosfddrirohku,

— kasutatud katseseadet,

— modtmistulemusi (katsetemperatuure, siittimistulemusi ja stittimiseni kulunud ajavahemikke),

— koiki tulemuste tdlgendamist mojutavaid lisamarkusi.

VIITED

Puuduvad.

A.16. TAHKETE AINETE SUHTELINE ISESUTTIMISTEMPERATUUR

MEETOD

SISSEJUHATUS

Lohkeaineid ja tavalisel temperatuuril Shuga kokkupuutel siittivad aineid ei tohiks selles katses uurida.

Katse annab eclteavet tahkete ainete isesiittivuse kohta korgematel temperatuuridel.

Kui aine reaktsioonil hapnikuga voi eksotermilisel lagunemisel tekkiv soojus ei haju kiillalt kiiresti
keskkonda, leiab aset isesiittimiseni viiv isekuumenemine. Seega leiab isesiittimine aset siis, kui soojuse
tekkekiirus iiletab soojuskao kiiruse.

Katse on kasutatav tahkete ainete esialgse sdelkatsena. Arvestades tahkete ainete siittimis- ja pdlemisprot-
sesside keerukust, tuleks selle katsemeetodi abil leitud isesiittimistemperatuuri kasutada ainult vordlemiseks.

MOISTED JA UHIKUD

Selle meetodi abil leitud isesiittimistemperatuur on madalaim temperatuur (°C), mille juures kindel
ainekogus maédratletud tingimustel siittib.

VORDLUSAINE

Puudub.

POHIMOTE

Uuritava aine kindlaksmddratud kogus viiakse toatemperatuuril ahju ja registreeritakse temperatuurifaja
kover proovi keskosas ahju temperatuuri tostmisel kiirusega 0,5 °C/min temperatuurini 400 °C vdi aine
sulamistemperatuurini, kui viimane on madalam. Kéesoleva katse kohaselt loetakse isesiittimistemperatuu-
riks ahju temperatuur, mille juures proovi temperatuur isekuumenemise tulemusel 400 °Cni jGuab.
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1.5. KVALITEEDINOUDED
Puuduvad.

1.6. MEETODI KIRJELDUS

1.6.1. Seade

1.6.1.1. Ahi
Juhitava temperatuuriga laboriahi (mahuga umbes 2 liitrit), millel on loomulik 6huvahetus ja plahvatuskait-
seklapp. Viltimaks voimalikku plahvatusohtu, ei tohi eralduvaid lagunemisgaase lasta elektrikiittescadmetega
kokku puutuda.

1.6.1.2. Traatvorgust kuubik
Tiikk roostevabast terasest traatvorku 0,045 mm vorgusilmaga ldigatakse vilja vastavalt joonisel 1 toodud
skeemile. Vork volditakse kokku ja kinnitatakse traadiga nii, et tekib avatud tilaosaga kuubik.

1.6.1.3. Termopaarid
Kasutatakse sobivaid termopaare.

1.6.1.4. Meerik
Sobib mis tahes kahe kanaliga meerik, mis on kaliibritud temperatuurivahemikus 0-600 °C vdi vastavas
pingevahemikus.

1.6.2. Katsetingimused
Aineid uuritakse to6tlemata kujul.

1.6.3. Katse tegemine
Kuubik tdidetakse uuritava ainega ja koputatakse Ornalt, misjirel lisatakse veel ainet, kuni kuubik on
taielikult taidetud. Kuubik riputatakse seejirel toatemperatuuril oleva ahju keskele. Temperatuuri registreeri-
miseks paigutatakse iiks termopaar kuubiku keskele ning teine kuubiku ja ahjuseina vahele.
Ahju ja proovi temperatuur registreeritakse pidevalt ahju temperatuuri tdstmisel kiirusega 0,5 °C/min
temperatuurini 400 °C voi aine sulamistemperatuurini, kui viimane on madalam.
Aine siittimisel nditab proovis olev termopaar temperatuuri jirsku tdusu iile ahju temperatuuri.

2. ANDMED
Hindamisel on oluline ahju temperatuur, mille juures jduab proovi temperatuur isekuumenemise tulemusena
400 °Cni (vt joonist 2).

3. ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— uuritava aine kirjeldust,
— modtmistulemusi, sh temperatuuri/aja koverat,

— koiki tulemuste tdlgendamist mojutavaid lisamarkusi.
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4. VIITED

1. NF T 20-036 (September 85). Chemical products for industrial use. Determination of the relative
temperature of the spontaneous flammability of solids.

Joonis 1
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

A.17. OKSUDEERIVAD OMADUSED (TAHKED AINED)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Katse ldbiviimiseks on kasulik teada aine voimalikku plahvatusohtlikkust.

Katset ei saa kasutada vedelike, gaaside, plahvatusohtlike vdi vdga tuleohtlike ainete ega orgaaniliste
peroksiidide puhul.

Katset ei ole vaja tcha juhul, kui toimeaine struktuurivalemi kontrollimisel ei jad pohjendatud kahtlust, et
toimeaine reageerib pdleva materjaliga eksotermiliselt.

Kontrollimaks, kas katse tegemisel tuleks kasutada erilisi ettevaatusabindusid, tuleks teha eelkatse.

MOISTED JA UHIKUD

Polemisaeg: reaktsiooniaeg (sekundites), mis kulub reaktsioonivoondi levikuks piki kuhilat vastavalt punktis
1.6 kirjeldatud protseduurile.

Polemiskiirus: viljendatakse millimeetrites sekundi kohta.

Suurim pdlemiskiirus: suurim pdlemiskiiruse véirtus, mis on mdéddetud 10-90 % oksiideerijasisaldusega
(massi jargi) segudes.

VORDLUSAINE

Vordlusainena kasutatakse nii katses kui ka eelkatses analiiiisipuhast baariumnitraati.

Vordlussegu on selline punkti 1.6 kohaselt valmistatud baariumnitraadi ja pulbertselluloosi segu, millega
saavutatakse suurim polemiskiirus (tavaliselt 60 % baariumnitraadi sisaldusega (massi jdrgi) segu.

POHIMOTE

Ohutuse huvides tehakse eelkatse. Kui eelkatse niitab selgelt, et testainel on oksiideerivad omadused, pole
edasine kontrollimine vajalik. Vastupidisel juhul viiakse aine kohta labi tdiemahuline katseprogramm.

Taiemahulises katseprogrammis segatakse uuritavast ainest ja kindlaksmaaratud polevast ainest mitmesugus-
tes vahekordades segusid. Igast segust tehakse secjdrel kuhi ja siiidatakse see ithest otsast. Leitud suurimat
polemiskiirust vorreldakse vordlussegu suurima polemiskiirusega.

KVALITEEDINOUDED

Vajadusel voib kasutada mis tahes peenestamis- ja segamismeetodeid eeldusel, et kuues eraldi katses
mddratud suurimad polemiskiirused ei erine aritmeetilisest keskmisest rohkem kui 10 %.
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1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.3.

1.6.2.

1.6.2.1.

MEETODI KIRJELDUS

Ettevalmistused

Testaine

Uuritava proovi osakeste suurust vdhendatakse jargmisel meetodil alla 0,125 mm: testaine sdelutakse,
seejarel peenestatakse sdelale jadnud osa ja korratakse protseduuri senikaua, kuni kogu proov on soela
labinud.

Kasutada voib kvaliteedinduetele vastavaid mis tahes peenestamis- ja sdelumismeetodeid.

Enne segu valmistamist kuivatatakse ainet 105 °C juures konstantse massi saavutamiseni. Kui uuritava aine
lagunemistemperatuur on alla 105 °C, kuivatatakse aine sobival madalamal temperatuuril.

Polevaine

Polevainena kasutatakse pulbertselluloosi. Tselluloos peaks olema Shukese kihi kromatograafias v6i kolonn-
kromatograafias kasutatavat tiiiipi. Sobivaks on osutunud tselluloositiitip, mille kiupikkused jidvad 85 %
ulatuses vahemikku 0,020-0,075 mm. Tselluloosipulber sdelutakse ldbi 0,125 mm avasuurusega sdela.
Kogu katse kestel tuleb kasutada samast partiist parit tselluloosi.

Enne segu valmistamist kuivatatakse pulbertselluloosi 105 °C juures konstantse massi saavutamiseni.

Kui eelkatses kasutatakse puidutolmu, valmistatakse okaspuu puidutolm ette jirgmiselt: kogutakse frakt-
sioon, mis ldbib 1,6 mm avasuurusega sdela, segatakse tolm pdhjalikult ja kuivatatakse seda neli tundi
105 °C juures koige rohkem 25 mm paksuses kihis. Tolm jahutatakse ja suletakse kuni kasutamiseni
ohukindlalt voimalikult tdis mahutisse; soovitatav on tolmu kasutada 24 tunni jooksul kuivatamisest.

Siiiiteallikas

Stiiiteallikana tuleks kasutada vihemalt 5 mm liabimddduga gaasipdleti kuuma leeki. Muu siiiiteallika
kasutamisel (nt katse labiviimisel inertses atmosfidris) tuleks esitada selle kirjeldus ja kasutamise pdhjendus.

Katse tegemine

Mirkus:

Oksiideerijate segusid tselluloosi voi puidutolmuga tuleb vaadelda potentsiaalselt plahvatusohtlikuna ja
kisitleda noutava ettevaatusega.

Eelkatse

Kuivatatud aine segatakse hoolikalt kuivatatud tselluloosi vdi puidutolmuga vahekorras 2 osa testainet 1 osa
tselluloosi voi puidutolmu kohta ja tehakse segust viike koonusekujuline kuhi médtudega 3,5 cm (aluse
labimaot) x 2,5 cm (kdrgus), tiites selleks ilma tampimata koonusekujulise vormi (nt suletud pdhjaga
laborilehtri).

Kuhi asetatakse mittesiittivale, mittepoorsele ja madala soojusjuhtivusega alusplaadile. Katse viiakse labi
tombekapis vastavalt kirjeldusele punktis 1.6.2.2.

Siititeallikas viiakse vastu kuhilat. Jalgitakse jargneva reaktsiooni tugevust ja kestust ning see registreeritakse.

Kui reaktsioon on tugev, loetakse aine oksiideerivaks.

Kui tulemused on kaheldavad, tehakse allpool kirjeldatud tdiemahuline katseprogramm pdlemisribaga.
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1.6.2.2.

Polemisribakatse

Valmistada 10 % kaupa kasvava oksiideerijasisaldusega oksiideerija/tselluloosi segud vahemikus 10-90 %
oksiideerijat (massi jérgi). Piiripealsetel juhtudel tuleks suurima polemiskiiruse tdpsemaks modtmiseks
kasutada vahepealsete kontsentratsioonidega oksiideerija/tselluloosi segusid.

Kuhi tekitatakse vormi abil. Vorm on metallist, 250 mm pikk ja kolmnurkse ldbildikega, 10 mm sisemise
korguse ja 20 mm sisemise laiusega. Vormi kummalegi kiiljele paigaldatakse pikisuunas kiilgpiireteks kaks
metallplaati, mis ulatuvad 2 mm iile kolmnurkse vao tilemise ddre (vt joonist). Seade tdidetakse mdningases
liias seguga, ilma seda tihendamata. Vorm kukutatakse seejirel 2 cm kdrguselt tugevale aluspinnale ja
allesjadnud ileliigne aine tdmmatakse viltuse paberilehega pealt dra. Kiilgmised piirded eemaldatakse ja
allesjadnud pulbrit silutakse rulliga. Vormi peale paigaldatakse seejirel mittesiittiv, mittepoorne ja madala
soojusjuhtivusega alusplaat, keeratakse vorm koos plaadiga timber ja vorm eemaldatakse.

Riba paigutatakse tdmbekapi alla dhu liikumise suunaga risti.

Ohu liikumiskiirus peab olema piisav, takistamaks suitsu levikut laborisse ning seda tuleb katse jooksul
konstantsena hoida. Seadme timber tuleks paigaldada tombevari.

Tselluloosi ja mdnede uuritavate ainete hiigroskoopsuse téttu tuleb katse teha vdimalikult kiiresti.

Riba iiks ots siitidatakse leegi abil.

Peale seda, kui reaktsioonivoond on levinud esimesed 30 mm, modta jirgneva 200 mm ulatuses
reaktsiooni leviku aeg.

Katse tehakse vordlusainega ja vahemalt korra kdigi testaine/tselluloosi segudega.

Kui leitav suurim pdlemiskiirus iiletab oluliselt vdrdlussegu pdlemiskiirust, vib katse peatada; muul juhul
korratakse katset viis korda, kasutades kolme suurima pdlemiskiirusega segu.

Kui arvatakse, et positiivne tulemus on ekslik, korratakse katset sama suurte osakestega inertse ainega,
nditeks diatomiidiga tselluloosi asemel. Katset voib korrata ka korgeima pdlemiskiirusega testaine/tselluloosi
seguga inertses atmosfdiris (hapnikusisaldus < 2 % mahu jargi).

ANDMED

Ohutuse huvides loetakse uuritava aine oksiideerivaid omadusi iseloomustavaks suuruseks suurim pdlemis-
kiirus, mitte selle keskmine viirtus.

Hindamise seisukohast on oluline antud seguga kuuest katsest koosnevas seerias saadud suurim pdlemiskii-
ruse vaartus.

Koostada graafik, mis nditab iga segu pdlemiskiiruse suurima vddrtuse sdltuvust oksiideerija kontsentrat-
sioonist. Graafikult loetakse suurim pdlemiskiirus.

Kuus ithes katses suurima polemiskiirusega segu modtmisel saadud pdlemiskiiruse vadrtust ei tohi
aritmeetilisest keskmisest erineda rohkem kui 10 %, vastasel korral tuleb peenestamis- ja segamismeetodeid
tdiustada.

Leitud suurimat pdlemiskiirust vorrelda vordlussegu suurima polemiskiirusega (vt 1.3).

Kui katse tehakse inertses atmosféaris, vorreldakse suurimat reaktsioonikiirust vordlussegu vastava nditajaga
inertses atmosfadris.
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3.2.

ARUANNE
KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— testaine tunnusandmeid, koostist, puhtusastet, niiskusesisaldust jne,
— proovi mis tahes kiitlemist (nt peenestamist, kuivatamist jne),

— katsetes kasutatud siiiiteallikat,

— modtmiste tulemusi,

— reaktsiooni tiitipi (nt kiire pdlemine pinnal, pdlemine kogu massis, mis tahes andmeid pdlemissaaduste
kohta,...),

— koiki tulemuste tolgendamist mdjutavaid markusi, sh eclkatses test- ja vordlusainega tekkinud reaktsioo-
ni tugevuse kohta (leegiga, sidemetega, suitsuga, hodgumisega reaktsioon jne) ning nii test- kui ka
vordlusaine puhul eelkatses/sdelkatses kulunud aega,

— inertse ainega tehtud katsete tulemusi, kui neid tehti,

— inertses atmosfddris tehtud katsete tulemusi, kui neid tehti.
TULEMUSTE TOLGENDAMINE
Aine loetakse oksiideerivaks, kui:

a) eelkatses ilmneb tugev reaktsioon;

b) uuritavate segude suurim tdiemahulises katseprogrammis leitud polemiskiirus on suurem tselluloosist ja
baariumnitraadist valmistatud vordlussegu suurimast pdlemiskiirusest voi sellega vordne.

Ekslike positiivsete tulemuste valtimiseks tuleks tulemuste tolgendamisel arvesse votta ka aine inertse
materjaliga segamisel ja/voi inertses atmosfiris tehtud katsete tulemusi.

VIITED

1. NF T 20-035 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the oxidizing properties
of solids.
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Joonis
Vorm ja abivahendid polemisriba valmistamiseks
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A.

B OSA: MURGISUSE MAARAMISE MEETODID

ULDINE SISSEJUHATUS: B OSA

SISSEJUHATUS

Vt ildist sissejuhatust.

B. MOISTED

-
=

iii)

vii)

viii)

ix)

Ageda miirgisusena kisitatakse kahjulikku m&ju, mis avaldub kindla aja (tavaliselt 14 pieva) jooksul parast aine
iihekordse annuse manustamist

LD,, (keskmine surmav annus) on aine statistiliselt leitud ithekordne annus, mis eeldatavalt pohjustab 50 %
annustatud loomade surma. LD védrtust valjendatakse testaine kaaluna katselooma kaaluithiku kohta (milligram-
mides kilogrammi kohta)

LC,, (keskmine surmav kontsentratsioon) on aine statistiliselt leitud kontsentratsioon, mis eeldatavalt pohjustab
50 % sellega kokkupuutes olevate voi kindla kestusega kokkupuutes olnud loomade surma kindlaksméidratud aja
jooksul parast kokkupuudet. LC, vadrtust viljendatakse testaine kaaluna standardses ruumalas 6hus (milligrammi-
des liitri kohta)

Kahjuliku toimeta annus on katses kasutatud suurim annus voi kokkupuute ulatus, mille puhul ei ilmne
mdrgatavaid mirgisuse mérke

Aladgeda/subkroonilise miirgisusena kisitatakse kahjulikku mdju, mis avaldub katseloomadel korduva igapdevase
annustamise tagajirjel voi kokkupuutel kemikaaliga lithikese osa jooksul nende eeldatavast elukestusest

Korgeim talutav annus (MTD) on korgeim annus, mille juures loomadel ilmnevad miirgisuse margid, kuid ei ilmne
olulist toimet elumusele vorreldes katsega, kus seda kasutatakse

Naha drritus on podrduvate pdletikuliste muutuste teke nahas pérast testaine manustamist

Silma drritus on poorduvate muutuste teke silmas pérast testaine manustamist silma esipinnale

Naha sensibiliseerimine (allergiline kontaktdermatiit) on naha immunoloogiline reaktsioon ainele

Spetsiifilised maisted miirgisuse kohta sissehingamisel

aerosooliks nimetatakse Shus homogeenselt dispergeeritud osakesi (tahkeid ja/voi vedelaid),

aerodiinaamiline diameeter on konealuse osakese omaga vordse 10pliku sadenemiskiirusega, ithikulise tihedusega
(1 g cm?) kerakujulise osakese diameeter,

masskeskmine aerodiinaamiline diameeter (MMAD) on arvutuslik aerodiinaamiline diameeter, mis jagab massi jargi
arvestatava osakeste suurusjaotuse pooleks,

geomeetriline standardhilve (GSD) on hinnangulise 84-protsentiili ja 50-protsentiili suhe ja nditab kumulatiivse
osakeste suuruse jaotuskdvera tdusu, eeldusel et suurusjaotus on logaritmnormaalne.
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Spetsiifilised maisted dgeda suukaudse miirgisuse mddramisel kindla annuse meetodi kohaselt

— ilmne miirgisus viitab testaine manustamisele jargnenud miirgitusndhtudele, mis on nii tdsised, et kdrgema annuse
manustamine voib olla surmav,

— kriitiline annus on korgeim neljast kindlast annuseméérast, mida voib manustada, pdhjustamata seejuures ithendiga
seotud suremust (sh humaanne surmamine).

C. MUTAGEENSUS (sh algne kantserogeensuse sdelkatse)

Aine mutageensuse algseks hindamiseks on vaja koguda andmeid kahe mdjutusobjektikategooria, nimelt geenmutatsioo-
nide ja kromosoomaberratsioonide kohta.

Jargmistes katsetes hinnatakse kaht mdjutusobjekti:

i) geenide (punkt)mutatsioonide tekke katsed prokariiootsetes rakkudes, nditeks Salmonella typhimurium’i rakkudes;
kasutada voib ka Escherichia coli rakke. Emma-kumma Kkatseorganismi voib valida vastavalt uuritava kemikaali
iseloomule;

ii) kromosoomaberratsioonide tekke katsed in vitro kasvatatud imetajarakkudes; kasutada voib ka in vivo meetodit
(mikrotuuma katset voi metafaasi analiitisi luuiidi rakkudes). Vastundidustuste puudumisel tuleb siiski eelistada in
vitro meetodeid.

D. HINDAMINE JA TOLGENDAMINE

Loomkatsete ja in vitro katsete tulemused on inimesele kohaldatavad ainult piiratud mdiral ja seda tuleb silmas pidada
ka katsetulemuste hindamisel ja tolgendamisel.

Keemiliste ainete voimaliku mdju hindamisel inimpopulatsioonile vdivad osutuda asjakohaseks andmed kahjuliku moju
kohta inimestele.

E. KIRJANDUSVIITED

Toksikoloogia on arenev eksperimentaalteadus ja iga teema kohta on olemas kiillaldaselt kirjandust. Asjakohast teavet
voib leida OECD katsesuunisest.

Lisamirkused

Loomade hooldamine

Keskkonnatingimuste range kontroll ja loomade korralik hooldamine on miirgisusuuringutes viga olulised.

i) Pidamistingimused

Keskkonnatingimused katseloomade kambrites ja tarandikes peavad olema vastavale katseliigile sobivad. Rottidele,
hiirtele ja merisigadele sobiv Shutemperatuur on 22 + 3 °C suhtelise Shuniiskusega 30-70 %, kiilikutele sobib
Shutemperatuur 20 + 3 °C suhtelise Shuniiskusega 30-70 %.

Moned katsemeetodid on temperatuuri moju suhtes eriti tundlikud, sellistel juhtudel on sobivate tingimuste
iiksikasjalik kirjeldus lisatud katsemeetodi kirjelduse juurde. Koigis miirgisusuuringutes tuleb jalgida ja registreerida
temperatuuri ja dhuniiskust ning lisada vastavad andmed ka uuringu 16pparuandesse.
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Kunstvalguse kasutamisel peaks valguse ja pimeduse tsiikkel tildjuhul hdlmama 12 tundi valget ja 12 tundi pimedat
aega. Valguse-pimedusetsiikli iiksikasjad tuleb registreerida ja lisada vastavad andmed uuringu 1dpparuandesse.

Loomkatsete aruannetes on oluline dra mirkida kasutatav puuritiiip ja igas puuris peetavate loomade arv nii
kemikaaliga kokkupuute ajal kui ka mis tahes sellele jirgneval vaatlusperioodil.

=
=

Sootmistingimused

Toidusedel peaks vastama katseliigi koigile toitainevajadustele. Testainete manustamisel loomadele s66da kaudu voib
viimase toitevadrtus testaine ja toidukomponentide vahelise vastasmoju tdttu viheneda.

Katsete tulemuste tolgendamisel tuleks sellise reaktsiooni voimalust arvesse votta.

Soot ei tohiks segavates kontsentratsioonides sisaldada teadaolevaid miirgisust mdjutavaid saasteaineid.
Loomade heaolu

Katsemeetodite viljatootamisel voeti igati arvesse katseloomade heaolu. Allpool esitatakse lithidalt moned niited, loetelu
ei ole ammendav. Tdpset sdnastust ja/voi tingimusi tuleks lugeda katsemeetodite tekstist:

— dgeda suukaudse miirgisuse madramisel voetakse kasutusele alternatiivne “kindla annuse meetod”. See meetod ei 1ope
katseloomade surmaga. Selles kasutatakse vihem katseloomi ning see pdhjustab vihem valu ja kannatusi kui
klassikaline dgeda suukaudse miirgisuse médramise meetod,

— kasutatavate loomade arvu on vihendatud teaduslikult vastuvdetava miinimumini: meetodite B.1 ja B.3 puhul
kasutatakse ithe annusemdaira kohta ainult 5 samast soost katselooma; naha sensibiliseerimise uurimisel merisigadega
labiviidava maksimeerimiskatse abil (meetod B.6) ainult 10 looma (ja 5 negatiivses kontrollrithmas); positiivse
kontrollrithma jaoks vajalike loomade arvu mutageensuse in vivo uurimisel on samuti vihendatud (meetodid B.11
ja B.12),

— loomade valu ja kannatused on katse kiigus samuti viidud miinimumini: tdsistele ja kestvatele kannatustele ja valule
viitavate mirkidega loomad voib vaja olla humaanselt surmata; testaineid pole vaja annustada moel, mis teadaolevalt
tekitab maérgatavat soovitavatest voi arritavatest omadustest tingitud valu ja kannatusi (meetodid B.1, B.2 ja B.3),

— katseid liiga korgete annustega vilditakse piirsisalduskatsete kasutuselevotuga, seda lisaks dgeda miirgisuse katsetele
(meetodid B.1, B.2 ja B.3) ka in vivo mutageensuse katsete puhul (meetodid B.11 ja B.12),

— praegune drritavuse uurimise strateegia voimaldab kiillaldase teadusliku tdendusmaterjali olemasolul katse éra jitta
voi piirduda katsega iihel loomal.

Selliseks tdendusmaterjaliks sobivad aine fiitisikalis-keemilised omadused, muude juba ldbi viidud katsete tulemused voi
pdhjalikult kontrollitud in vitro katsete tulemused. Naiteks kui ainega on piirsisalduskatse annusemdiiral tehtud
nahakaudse dgeda miirgisuse uuring (meetod B.3) ja naha drritust ei tdheldatud, voib edasine naha drrituse uuring
(meetod B.4) olla tarbetu; materjalidega, mille juures on naha drrituse uuringul (meetod B.4) tdheldatud ilmset
soovitavust voi tdsist nahka drritavat moju, ei tohiks enam teha jargnevaid silmi drritava toime uuringuid (meetod B.5).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.1 AGE MURGISUS (SUUKAUDNE)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (A).

MOISTED

Vt B osa iildist sissejuhatust (B).

VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Testaine manustatakse suukaudselt sondi kaudu astmeliste annustena mitmele katseloomade rithmale nii, et
itks rithm saab iihesuguse annuse. Annuste valik vdib pohineda annustamisvahemiku mdairamise katsel.
Jargnevalt jalgitakse mdju ja surmajuhtumite esinemist. Katse jooksul surnud loomad lahatakse, katse 16pus
surmatakse ja lahatakse ka ellujddnud loomad. Meetod on peamiselt mdeldud niriliste uurimiseks.

Tosistele ja kestvatele kannatustele ja valule viitavate markidega loomad voib vaja olla humaanselt surmata.
Testaineid pole vaja annustada moel, mis teadaolevalt tekitab mirgatavat soovitavatest vdi drritavatest
omadustest tingitud valu ja kannatusi.

KVALITEEDINOUDED

Puuduvad.

MEETODI KIRJELDUS

Ettevalmistused

Loomi hoitakse enne katset vahemalt viis pdeva katsele vastavatel pidamis- ja sootmistingimustel. Taiskas-
vanud noored terved katseloomad randomiseeritakse enne katset ja jagatakse katserithmadesse. Vajadusel
lahustatakse voi suspendeeritakse testaine sobivas kandjas. Soovitatav on voéimalusel koigepealt kaaluda
vesilahuse, seejirel taimedlilahuse ning seejirel mis tahes muus kandjas valmistatud lahuse voi suspensiooni
kasutamist. Mittevesilahuste kasutamisel peaks vastava kandja miirgisusomadused enne katset teada olema
voi tuleks need enne katset voi katse kiigus kindlaks méédrata. Manustatava katseaine kogus ei tohiks
ndriliste puhul tldjuhul tletada 10 mi/kg kehakaalu kohta, vilja arvatud vesilahuse puhul, kus manustatav
kogus voib olla 20 ml/kg kehakaalu kohta. Manustatavate ainete mahuerinevused tuleks viia miinimumini,
reguleerides kontsentratsiooni nii, et kdikidel annusemédradel manustatakse konstantne kogus.

Katsetingimused

Katseloomad

Vastuniidustuste puudumisel on eelistatavaks liigiks rott.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3

Kasutada tuleks tavapiraseid laboritoos kasutatavaid liine. Kasutatavate katseloomade masside erinevus katse
alguses kummagi soo puhul eraldi ei tohiks iiletada + 20 % vastavast keskmisest.

Katseloomade arv ja sugu

Iga annusemddra kohta tuleb kasutada vihemalt viit nérilist. Nad peaksid olema samast soost. Emasloomade
kasutamisel ei tohiks nad olla poeginud ega tiined. Kui on andmeid selle kohta, et ithe soo esindajad on
mirgatavalt tundlikumad, tuleks kasutada sellest soost loomi.

Markus: dgeda miirgisuse katsetes nrilistest korgemate loomadega tuleks kaaluda viiksema arvu loomade
kasutamist.

Annused tuleks valida hoolikalt ja mdddukalt miirgiste annuste iiletamist tuleks véltida. Testaine surmavate
annuste manustamist tuleks sellistes katsetes véltida.

Annusemddirad

Erinevaid annusemdéirasid peaks olema kiillaldaselt, vihemalt kolm, ja nende vahed peaksid olema sellised,
et saadakse erinevate miirgistusnihtude ja suremusega katserithmad. Andmeid peaks olema kiillaldaselt
annuse/reaktsiooni kovera koostamiseks ja voimalusel LD, nduetekohaseks méaaramiseks.

Piirsisalduskatse

Nariliste kasutamisel voib eespool kirjeldatud meetodi kohaselt teha piirkatse viiest isas- ja viiest emasloo-
mast koosnevas rithmas annusega vihemalt 2 000 mg/kg kehakaalu kohta. Kui katses esineb ithendiga
seotud suremust, voib kaaluda tdiemahulise uuringu tegemist.

Vaatlusperiood

Vaatlusperioodi kestus peaks olema vihemalt 14 pdeva. Vaatlemise kestust ei tohiks siiski jaigalt fikseerida.
See peaks soltuma miirgistusndhtudest, nende ilmnemise kiirusest ja paranemisperioodi pikkusest; seega
voib seda vajadusel pikendada. Mirgistusndhtude ilmnemise ja kadumise ning surma aeg on viga olulised,
eriti kui surm saabub sageli hiljem.

Katse kiik

Enne aine manustamist ei tohiks loomi soota. Rotte ei toideta iiledd; kiirema ainevahetusega loomade puhul
on kohane lithem niljutamisperiood; vee tarbimist ei piirata. Jargmisel paeval loomad kaalutakse ja seejirel
manustatakse sondi kaudu iithe annusena testaine. Kui ithe annusena manustamine ei ole vdimalik, voib
annuse manustada vaiksemate osadena kuni 24 tunni jooksul. Pirast aine manustamist voib veel kolm kuni
neli tundi siitia mitte anda. Annuse manustamisel viiksemate osadena teatava aja jooksul voib olenevalt
selle aja pikkusest olla vaja loomi so6ta ja joota.

Pirast manustamist loomi jilgitakse ja vaatlustulemused registreeritakse siistemaatiliselt, iga looma kohta
tuleb pidada eraldi arvestust. Esimesel péeval tuleks loomi vaadelda tavapirasest sagedamini.

Vihemalt kord toopdevas tuleks ldbi viia pohjalik Kliiniline uuring; muid vaatlusi tuleks teha iga pdev,
rakendades sobivaid abindusid loomade kao piiramiseks uuringus (surnuna leitud loomad lahata voi
kilmutada ja ndrgad voi surevad loomad eraldada voi surmata). Vaadelda tuleks muutusi nii nahas ja
karvkattes, silmades ja limaskestades kui ka hingamis- ja vereringeelundkonnas, autonoomses ja kesknérvi-
stisteemis ning somatomotoorses aktiivsuses ja kaitumises. Erilist tihelepanu tuleks poorata virinatele,
krampidele, siljeeritusele, kohulahtisusele, letargiale, unele ja koomale. Surmahetk tuleks registreerida
voimalikult tapselt.

Katse jooksul surnud loomad lahatakse, katse 18pus surmatakse ja lahatakse ka ellujddnud loomad.
Registreerida tuleks koik makropatoloogilised muutused. Vastaval ndidustusel tuleks votta koeproove
histopatoloogilisteks uuringuteks.
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3.1.

3.2

Miirgisuse hindamine teisel sool

Uuringute 10petamisel ithest soost katseloomadega annustatakse vihemalt viiest vastassoost loomast
koosnevat rithma, et kontrollida, ega selle soo esindajad testaine suhtes mérgatavalt tundlikumad pole.
Uksikjuhtudel voib olla digustatud viiksema arvu loomade kasutamine. Kui on kiillalt andmeid selle kohta,
et uuritavast soost loomad on mirgatavalt tundlikumad, voib katsetest vastassoost loomadega loobuda.

ANDMED

Andmed tuleks esitada kokkuvdtliku tabelina, mis iga katserithma puhul nditab katseloomade arvu selle
katse algul, iga looma surma aega, muude miirgistusndhtudega loomade arvu, miirgistusnihtude kirjeldust
ja lahkamistulemusi. Koik loomad kaalutakse ja mass registreeritakse vahetult enne testaine manustamist,
seejdrel igal niddalal ning surmahetkel. Kui looma elumus katses iiletab ithe pdeva, tuleks arvutada ja
registreerida tema massimuutused. Uhendiga seotud kannatuste ja valu t&ttu humaanselt surmatud loomad
registreeritakse iithendiga seotud suremusena. Tunnustatud meetodi kohaselt voib maarata LD . Andmetele
hinnangu andmisel tuleks arvesse votta koigi korvalekallete, sealhulgas kditumuslike ja Kliiniliste korvale-
kallete, makropatoloogiliste kahjustuste, kehamassi muutuste, suremuse ja mis tahes muude miirgistusndh-
tude mis tahes vdimalikku soltuvust kokkupuutest testainega ning nende esinemissagedust ja tdsidust.

ARUANDLUS
KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— liiki, liini, paritolu, keskkonnatingimusi, toidusedelit jne,

— katsetingimusi,

— annuseid (kandja kasutamisel koos kandjaga ja kontsentratsiooni),
— katseloomade sugu,

— tabelit reaktsiooni andmetega soo ja annuse mdira jargi (st katse kdigus surnud voi surmatud loomade
arvu, miirgistusnihtudega loomade arvu, kokkupuutes olnud loomade arvu),

— surma aega, arvestatuna annuse saamise ajast, loomade humaanse surmamise pdhjusi ja seejuures
rakendatud kriteeriume,

— koiki vaatlusandmeid,

— tdiemahulises uuringus kasutatud soo 14 pieva kestel maaratud LD, vairtust (markega madramismee-
todi kohta),

— leitud LD, vadrtuse 95 % usaldusvahemikku (kui seda on voimalik esitada),
— annuse/suremuse koverat ja selle tdusu (kui méddramismeetod seda voimaldab),
— lahkamistulemusi,

— kaiki histopatoloogilisi leide,

— koiki katsetulemusi teisest soost loomade puhul,

— tulemuste analiitisi (erilist tdhelepanu tuleks poorata katse ajal ldbi viidud humaanse surmamise
voimalikule méjule arvutatud LD,, vdartusele),

— tulemuste tolgendust.
HINDAMINE JA TOLGENDAMINE
Vt B osa iildist sissejuhatust (D).
VIITED

Vt B osa tildist sissejuhatust (E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

B.1 bis AGE MURGISUS (SUUKAUDNE) - KINDLA ANNUSE MEETOD

MEETOD

SISSEJUHATUS

Vt B osa tildist sissejuhatust (A).
MOISTED

Vt B osa iildist sissejuhatust (B).
VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Ageda suukaudse miirgisuse katse annab teavet kahjuliku mdju kohta, mis voib lithikese aja jooksul
jargneda testaine iithekordse annuse neelamisele.

Kindla annuse meetodit kasutatakse kahes etapis.

Algses annustamisvahemiku mdaidramise uuringus uuritakse jarjestikku sondi abil suu kaudu manustatud
erinevate annuste mdju iiksikutele ithest soost loomadele. Annustamisvahemiku méddramise uuring annab
teavet miirgisuse soltuvuse kohta annusest, sealhulgas minimaalse surmava annuse hinnangulise vaartuse.
Uldjuhul ei kasutata esimeses etapis iile viie looma.

Pohiuuringus manustatakse aine suu kaudu sondi abil varem kindlaks méératud annustena (5, 50, 500 voi
2 000 mg/kg) viiest isas- ja viiest emasloomast koosnevale katseloomade rithmale. Kasutatav annus valitakse
annustamisvahemiku médramise uuringu pohjal selline, mis tdendoliselt pohjustab “ilmset miirgistust” (vt
madratlused punktis 1.2), kuid ei pohjusta surmajuhtumeid.

Pirast manustamist jilgitakse mdju avaldumist.

Kui valitud algannus pdhjustab ilmset miirgistust, ei pohjusta aga ithendiga seotud suremust, pole edasine
uuring vajalik.

Kui valitud algannus ilmset miirgistust ei pdhjusta, jitkatakse katset jargmise, kdrgema annusega. Kui loomi
sureb voi kui loomi tuleb tdsiste miirgistusndhtude tottu humaanselt surmata, jatkatakse katset jiargmise,
madalama annusega.

Meetod vdimaldab mddrata “kriitilise annuse” (vt mdidratlused punktis 1.2), viimane on kdrgeim varem
kindlaksmédratud annus, mida vdib manustada suremust (sh humaanne surmamine) pdhjustamata.

Tosistele ja kestvatele kannatustele ja valule viitavate markidega loomad voib vaja olla humaanselt surmata.
Testaineid pole vaja annustada moel, mis teadaolevalt tekitab mirgatavat soovitavatest voi drritavatest
omadustest tingitud valu ja kannatusi.

KVALITEEDINOUDED
Puuduvad.
MEETODI KIRJELDUS

Ettevalmistused

Katseloomad

Vastundidustuste puudumisel on eelistatavaks liigiks rott.
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Kasutada tuleks tavapiraseid laboritoos kasutatavaid liine. Kasutatavate katseloomade masside erinevus katse
alguses kummagi soo puhul eraldi ei tohiks iiletada + 20 % vastavast keskmisest.

Loomi hoitakse enne katset vahemalt viis pdeva katsele vastavatel pidamis- ja sootmistingimustel. Taiskas-
vanud noored terved katseloomad randomiseeritakse enne katset ja jagatakse annustamisvahemiku mééra-
mise uuringu ja pdhikatse rithma. Praktikas voib pohikatses vajalik olla ainult ithe kummastki soost rithma
kasutamine.

Annuste ettevalmistamine ja manustamine

Vajadusel lahustatakse voi suspendeeritakse testaine sobivas kandjas. Soovitatav on voimalusel koigepealt
kaaluda vesilahuse, seejirel taimedlilahuse ning seejirel mis tahes muus kandjas valmistatud lahuse voi
suspensiooni kasutamist. Mittevesilahuste kasutamisel peaks vastava kandja miirgisusomadused enne katset
teada olema voi tuleks need enne katset voi katse kiigus kindlaks méddrata. Manustatava katseaine kogus ei
tohiks nariliste puhul dldjuhul iiletada 10 ml/kg kehakaalu kohta, vilja arvatud vesilahuse puhul, kus
manustatav kogus voib olla 20 ml/kg kehakaalu kohta. Manustatavate ainete mahuerinevused tuleks viia
miinimumini, reguleerides kontsentratsiooni nii, et koikidel annusemdiiradel manustatakse konstantne
kogus.

Enne aine manustamist ei tohiks loomi soota. Rotte ei toideta iledd; vee tarbimist ei piirata. Jargmisel
pdeval loomad kaalutakse ja seejirel manustatakse sondi kaudu ithe annusena testaine. Kui ithe annusena
manustamine ei ole voimalik, voib annuse manustada viiksemate osadena kuni 24 tunni jooksul. Peale aine
manustamist voib veel kolm kuni neli tundi siiiia mitte anda. Annuse manustamisel viiksemate osadena
teatava aja jooksul voib olenevalt selle aja pikkusest olla vaja loomi soota ja joota.

Katse kiik

Annustamisvahemiku mddramise katse

Uuritakse erinevate annuste moju iiksikutele loomadele. Uldjuhul kasutatakse emasloomi, kui pole andmeid
selle kohta, et isasloomad on tundlikumad. Annused manustatakse astmeliselt, jittes jargmise looma
annustamiseni vahemalt 24 tundi. Koigil loomadel jilgitakse vihemalt seitsme péeva jooksul miirgistusndh-
tude esinemist; kui moddukad mirgistusndhud seitsme pdeva moodudes piisivad, jdlgitakse loomi veel
seitse pdeva. Jargmiseks algannuseks valitakse kas 5, 50, 500 voi 2 000 mg/kg. Kui valitud algannus
tdsiseid miirgistusndhte ei pohjusta ja jargmine, suurem annus pdhjustab surma, tuleb uurida tihe voi
mitme vahepealse suurusega annuse moju. Sellisel moel peaks olema voimalik koguda andmeid nii
moningaid miirgistusnihte pohjustavate annuste kohta kui ka madalaima suremust pohjustava annuse
kohta.

Algannus tuleks vdimalusel valida sarnaste kemikaalide kohta kdivate andmete pohjal. Selliste andmete
puudumisel on esimese annusena soovitatav kasutada 500 mg/kg annust. Kui algannus miirgistusnihte ei
pohjusta, jitkatakse katset jargmise, kdrgema annusega. Kui 2 000 mg/kg juures suremust ei esine, voib
annustamisvahemiku méadramise katse 1opetatuks lugeda ja pohikatse tehakse selle annusega. Kui algannuse
puhul (nt 500 mg/kg) tdheldatakse tdsiseid, humaanset surmamist néudvaid miirgistusnahte, antakse
jargmisele loomale jirgmine madalam annus (nt 50 mg/kg). Kui see loom ellu jdib, voib seejirel jirgmistele
loomadele manustada sobivaid kindlaksméaratud annuste vahelisi annuseid. Uldjuhul selles protseduuris ei
kasutata {ile viie looma.

Pohikatse

Iga uuritavat annust katsetakse vihemalt 10 loomal (viiel emas- ja viiel isasloomal). Emasloomad ei tohiks
olla poeginud ega tiined.

Kindla annuse meetodi pohimote on, et pdohikatses kasutatakse ainult moddukaid annuseid. Testaine
surmavate annuste manustamist tuleks valtida.

Katses kasutatav annus tuleks valida nelja kindlaksméddratud annusemdaira (5, 50, 500 voi 2 000 mg/kg
kehakaalu kohta) seast. Algannus tuleks valida selline, mis pohjustab ilmset miirgistust, pohjustamata
seejuures iihendiga seotud suremust (sh humaanne surmamine; juhuslikke surmasid ei arvestata, aga need
tuleks registreerida). Kui see annus pohjustab ilmset miirgistust, ei pohjusta aga iihendiga seotud suremust,
pole edasine uuring vajalik.
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Kui valitud annuse manustamine ilmset miirgistust ei pohjusta, jitkatakse katset jirgmise, korgema
annusega. Loomi tuleks siiski edasi jilgida kuni vaatlusperioodi 16puni. Kui loomi tuleb tdsise miirgistus-
reaktsiooni tdttu humaanselt surmata voi kui esineb iihendiga seotud suremust, jitkatakse katset jargmise,
madalama annusega. Loomi, keda pole vaja humaanselt surmata, tuleks edasi jilgida kuni vaatlusperioodi
16puni.

Pirast manustamist loomi jilgitakse ja registreeritakse siistemaatiliselt vaatlustulemused. Iga looma kohta
tuleb pidada eraldi arvestust.

Vaatlusperioodi kestus peaks olema vihemalt 14 pdeva. Vaatlemise kestust ei tohiks siiski jaigalt fikseerida.
See peaks soltuma miirgistusndhtudest, nende ilmnemise kiirusest ja paranemisperioodi pikkusest; seega
voib seda vajadusel pikendada. Miirgistusndhtude ilmnemise ja kadumise ning surma aeg on viga olulised,
eriti kui miirgistusndhud ilmnevad sageli hiljem.

Annustamispdeval tuleks 14bi viia vdhemalt kaks pohjalikku kliinilist uuringut; jirgnevatel pievadel tuleks
neid teha vihemalt kord pédevas. Ilmsetes valudes voi tdsistele kannatustele viitavate mirkidega loomad
tuleks humaanselt surmata. Esimestel pdevadel pdrast annustamist on miirgistusndhtude piisimisel loomi
vaja tdiendavalt jalgida. Katse voib lopetada, kui on selge, et valitud algannus oli liiga korge.

Vaadelda tuleks muutusi nii nahas ja karvkattes, silmades ja limaskestades kui ka hingamis- ja vere-
ringeelundkonnas, autonoomses ja keskndrvisiisteemis ning somatomotoorses aktiivsuses ja kaitumises.
Erilist tdhelepanu tuleks poorata virinatele, krampidele, siiljeeritusele, kdhulahtisusele, letargiale, unele ja
koomale.

Koik loomad kaalutakse vahetult enne testaine manustamist, seejrel jargneval kolmel pdeval iga piev ja
seejarel igal nidalal. Katse jooksul surnud loomad kaalutakse ja lahatakse, katse 16pus kaalutakse,
surmatakse ja lahatakse ka ellujddnud loomad. Registreerida tuleks koik makropatoloogilised muutused.
Vastaval ndidustusel tuleks votta koeproove histopatoloogilisteks uuringuteks.

Vajalik voib olla katse kordamine teise voi erandjuhtumitel ka kolmanda annusemdiraga, olenevalt eclmise
annusemddraga saadud tulemustest.

Kui aine pohjustab suremust annusel 5 mg/kg kehakaalu kohta (v6i kui annustamisvahemiku méaaramise
uuringul esineb selle annuse puhul suremust), voib olla vaja aine miirgisust edasi uurida.

ANDMED

Nii annustamisvahemiku médramise uuringu kui ka pohikatse andmed tuleks esitada kokkuvdtliku tabelina,
mis iga annusemddra puhul niitab katseloomade arvu katse algul, miirgistusnihtudega loomade arvu, katse
kaigus surnuna leitud vdi humaansetel kaalutlustel surmatud loomade arvu, miirgistusnihtude kirjeldust;
pohikatse kohta seda, kas tiheldati iihendiga seotud ilmset miirgistust, mis tahes miirgistusnihtude ajalist
kulgu ja lahkamistulemusi. Kui looma elumus katses iiletab ithe pdeva, tuleks arvutada ja registreerida tema
massimuutused.

Uhendiga seotud kannatuste ja valu t&ttu humaanselt surmatud loomad registreeritakse iihendiga seotud
suremusena.

ARUANDLUS

KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab vdimalusel jargmisi andmeid (vajadusel nii annustamisvahemiku méddramise uuringu

kui ka pohikatse kohta):

— liiki, liini, paritolu, keskkonnatingimusi, toidusedelit jne,

— katsetingimusi,
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— annuseid (kandja kasutamisel koos kandjaga ja kontsentratsiooni),

— koigi uuritud annustamisméidrade tiielikke tulemusi,

— tabelit reaktsiooni andmetega soo ja annuse méira jdrgi (st katses kasutatud loomade arvu, vajadusel
muutusi kehamassis, katse kiigus surnud voi surmatud loomade arvu, miirgistusndhtudega loomade
arvu, miirgistusndhtude iseloomu, tdsidust ja kestust),

— miirgistusndhtude ilmnemise ajalist kulgu ja nende poorduvust,

— loomade suremisel voi surmamisel surma aega arvestatuna annuse saamise ajast, loomade humaanse
surmamise pdhjusi ja seejuures rakendatud kriteeriume,

— lahkamistulemusi,

— koiki histopatoloogilisi leide,

— tulemuste analiiiisi,

— tulemuste, sealhulgas ilmsete miirgistusnihtude ja katses leitud kriitilise annuse tdlgendust.

HINDAMINE JA TOLGENDAMINE

ANNUS

5 mg/kg kehamassi kohta

50 mgl/kg kehamassi kohta.

500 mg/kg kehamassi kohta.

2 000 mg/kg kehakaalu kohta.

TULEMUSED

Elumus alla 100 %

Elumus 100 %, kuid
miirgistusnahtudega

Elumus 100 %, ilmsete
tusnihtudeta

Elumus alla 100 %

Elumus 100 %, kuid
miirgistusnahtudega

Elumus 100 %, ilmsete
tusnihtudeta

Elumus alla 100 %

Elumus 100 %, kuid
miirgistusnahtudega

Elumus 100 %, ilmsete
tusnihtudeta

Elumus alla 100 %

Elumus 100 %, ilmsete

ilmsete

miirgis-

ilmsete

miirgis-

ilmsete

miirgis-

miirgis-

tusnahtudega voi ilma nendeta

TOLGENDAMINE

VAGA MURGISED iihendid
MURGISED iihendid.

Vt 50 mg/kg tulemusi

Uhendid, mis vdivad olla MURGI-
SED vdi VAGA MURGISED. Vt
5 mg/kg tulemusi.

KAHJULIKUD {thendid.
Vt 500 mg/kg tulemusi.

Uhendid, mis voivad olla MURGI-
SED voi KAHJULIKUD. Vt
50 mg/kg tulemusi.

Arvestatava dgeda miirgisuseta
tthenditeks loetud tihendid.

Vt 2 000 mgfkg tulemusi.

Vt 500 mg/kg tulemusi.

Arvestatava

ithendid.

dgeda mirgisuseta

Vt ka B osa {iildist sissejuhatust (D).

VIITED

Vt B osa iildist sissejuhatust (E).
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.2. AGE MURGISUS (SISSEHINGAMISEL)

MEETOD
SISSEJUHATUS

Katse ldbiviimiseks on kasulik teada aine osakeste suurusjaotust, aururdhku, sulamistemperatuuri, keemis-
temperatuuri, leekpunkti ja (vajadusel) plahvatusohtlikkust.

Vt ka B osa iildist sissejuhatust (A).
MOISTED

Vt B osa iildist sissejuhatust (B).
VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Mitu katseloomade rithma viiakse kindlaks ajaks kokkupuutesse testaine astmeliste kontsentratsioonidega
nii, et itks rithm puutub kokku iithesuguse kontsentratsiooniga. Seejirel jdlgitakse moju ja surmajuhtumite
esinemist. Katse jooksul surnud loomad lahatakse, katse 16pus surmatakse ja lahatakse ka ellujaanud
loomad.

Tosistele ja kestvatele kannatustele ja valule viitavate markidega loomad voib vaja olla humaanselt surmata.
Testainet pole vaja annustada moel, mis teadaolevalt tekitab mirgatavat soovitavatest voi arritavatest
omadustest tingitud valu ja kannatusi.

KVALITEEDINOUDED
Puuduvad.

MEETODI KIRJELDUS
Ettevalmistused

Loomi hoitakse enne katset vihemalt viis pdeva katsele vastavatel pidamis- ja so6tmistingimustel. Noored
terved katseloomad randomiseeritakse enne katset ja jagatakse vajalikku arvu katserithmadesse. Kokkupuute
simulatsiooni pole vaja kasutada, kui katseseadme iseloom seda ei eelda.

Tahked testained vdivad vajaliku osakeste suuruse saavutamiseks vajada mikropeenestamist.

Sobiva kontsentratsiooni saavutamiseks atmosfiiris voib testainele lisada vajadusel sobivat kandjat; sellisel
juhul tuleb kasutada kandja kontrollrithma. Kui annustamise lihtsustamiseks kasutatakse kandjat voi muid
lisandeid, peab olema kindel, et need ei pohjusta mirgistusndhte. Vajadusel voib kasutada varasemaid
andmeid.

Katsetingimused

Katseloomad

Vastundidustuste puudumisel on eclistatavaks liigiks rott. Kasutada tuleks tavapdraseid laboritoos kasutata-
vaid liine. Kasutatavate katseloomade masside erinevus katse alguses kummagi soo puhul eraldi ei tohiks
tiletada + 20 % vastavast keskmisest.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.2.6.

1.6.2.7.

1.6.3.

Katseloomade arv ja sugu

Iga uuritavat kontsentratsiooni katsetakse vahemalt 10 narilisel (viiel emas- ja viiel isasloomal). Emasloomad
ei tohiks olla poeginud ega tiined.

Markus: dgeda miirgisuse katsetes ndrilistest kdrgemate loomadega tuleks kaaluda viiksema arvu loomade
kasutamist.

Annused tuleks valida hoolikalt ja viltida tuleks moddukalt miirgiste annuste tiletamist. Testaine surmavate
annuste manustamist tuleks sellistes katsetes véltida.

Kokkupuutekontsentratsioonid

Erinevaid annusemdirasid peaks olema kiillaldaselt, vihemalt kolm, ja nende vahed peaksid olema sellised,
et saadakse erinevate miirgistusnihtude ja suremusega katserithmad. Andmeid peaks olema kiillaldaselt
kontsentratsiooni/reaktsioonikdvera koostamiseks ja voimalusel LC,, nduetekohaseks méaaramiseks.

Piirsisalduskatse

Kui viiest isas- ja viiest emasloomast koosneval rithmal ei esine 4-tunnise kokkupuute jirel gaasi voi
vedeliku voi tahke aine aerosooliga kontsentratsioonil 5 mg/l (voi kui see ei ole testaine fiiisikaliste voi
keemiliste omaduste, sealhulgas plahvatusohtlikkuse tottu voimalik, kdrgeimal voimalikul kontsentratsioonil)
14 pdeva jooksul ilmnenud ithendiga seotud suremust, voib edasise kontrollimise lugeda tarbetuks.

Vaatlusperiood

Kokkupuude peaks kestma neli tundi.

Seadmed

Loomkatsetes tuleks kasutada hingamisseadet, mis suudab tagada diinaamilise Shuvoo vihemalt 12 taieliku
Shuvahetusega tunnis ning tagab kiillaldase hapnikusisalduse ja homogeense kokkupuutekeskkonna. Kambri
kasutamisel peaks selle ehitus piirama katseloomade iihte kohta kogunemist ja tagama vdimalikult hea
inhalatoorse kokkupuute testainega. Stabiilse kambriatmosfddri tagamiseks ei tohiks katseloomade “maht”
tildjuhul tletada 5 % kambri iildmahust. Kasutada voib viliseid hingamiselundeid, ainult pead voi kogu
keha haaravat individuaalset kambrit; esimesed kaks piiravad testaine sattumist organismi muid teid pidi.

Vaatlusperiood

Vaatlusperioodi kestus peaks olema vihemalt 14 pdeva. Vaatlemise kestust ei tohiks siiski jaigalt fikseerida.
See peaks soltuma miirgistusndhtudest, nende ilmnemise kiirusest ja paranemisperioodi pikkusest; seega
voib seda vajadusel pikendada. Miirgistusndhtude ilmnemise ja kadumise ning surma aeg on viga olulised,
eriti kui surm saabub sageli hiljem.

Katse kiik

Koik loomad kaalutakse vahetult enne kokkupuudet ja viiakse seejirel vastavas seadmes peale kambrikont-
sentratsiooni tasakaalustumist neljaks tunniks kokkupuutesse katsekontsentratsiooniga. Tasakaalustumisaeg
peaks olema lithike. Katsetemperatuuri tuleks hoida 22 + 3 °C juures. Ideaaljuhul tuleks suhteline dhu-
niiskus hoida 30 % ja 70 % vahel, kuid moningatel juhtudel (nt katsetes mdnede aerosoolidega) ei saa seda
rakendada. Viikese alarohu (< 5 mm H,0) kasutamine kambris vilistab testaine lekke {imbritsevasse
keskkonda. Siitia ja juua kokkupuute ajal anda ei tohiks. Kasutada tuleks katseatmosfddri tekitamiseks ja
jalgimiseks sobivaid seadmeid. Seade peaks voimalikult kiiresti saavutama stabiilsed kokkupuutetingimused.
Kambri ehitus ja kasutamine peaksid tagama katseatmosfddri piisiva homogeense jaotuse kambris.



376

Euroopa Liidu Teataja

13/11. kd

3.1.

Mdota voi kontrollida tuleb:
— 0Ohu voolukiirust (pidevalt);

— testaine tegelikku kontsentratsiooni hingamistsoonis, seda vihemalt kolm korda kokkupuuteaja jooksul
(mdnede keskkondade, nt korge kontsentratsiooniga acrosoolkeskkondade puhul voib vajalik olla
sagedasem kontroll). Kokkupuute ajal ei tohiks kontsentratsioon keskmise suhtes kdikuda rohkem
kui + 15 %. Mdnede aerosoolide puhul ei ole nii tipne reguleerimine siiski véimalik, sellisel juhul on
lubatav suurem koikumisvahemik. Aerosoolide puhul tuleks piisavalt tihti kontrollida osakeste suurust
(igas katserithmas vahemalt ks kord);

— temperatuuri ja Shuniiskust, vdimalusel pidevalt.

Kokkupuute ajal ja jirel loomi jilgitakse ja vaatlustulemused registreeritakse siistemaatiliselt, iga looma
kohta tuleb pidada eraldi arvestust. Esimesel pdeval tuleks loomi vaadelda tavapdrasest sagedamini.
Vihemalt kord toopdevas tuleks ldbi viia pohjalik Kliiniline uuring; muid vaatlusi tuleks teha iga pdev,
rakendades sobivaid abindusid loomade kao piiramiseks uuringus, nt surnuna leitud loomad lahata voi
killmutada ja ndrgad voi surevad loomad eraldada voi surmata.

Vaadelda tuleks muutusi nii nahas ja karvkattes, silmades ja limaskestades kui ka hingamis- ja vere-
ringeelundkonnas, autonoomses ja keskndrvisiisteemis ning somatomotoorses aktiivsuses ja kditumises.
Erilist tdhelepanu tuleks poorata hingamise iseloomule, virinatele, krampidele, siiljecritusele, kdhulahtisusele,
letargiale, uncle ja koomale. Surmahetk tuleks registreerida voimalikult tdpselt. Koik loomad kaalutakse
parast kokkupuudet igal nidalal ja surmahetkel.

Katse jooksul surnud loomad lahatakse, katse 16pus surmatakse ja lahatakse ka ellujddnud loomad, poorates
erilist tdhelepanu muutustele iilemistes ja alumistes hingamisteedes. Registreerida tuleks koik makropatoloo-
gilised muutused. Vastaval niidustusel tuleks votta koeproove histopatoloogilisteks uuringuteks.

ANDMED

Andmed tuleks esitada kokkuvotliku tabelina, mis iga katserithma puhul niitab katseloomade arvu selle
katse algul, iga looma surma aega, muude miirgistusndhtudega loomade arvu, miirgistusnihtude kirjeldust
ja lahkamistulemusi. Koik loomad kaalutakse ja mass registreeritakse vahetult enne testaine manustamist,
seejarel igal nadalal ning surmahetkel. Kui looma elumus katses iiletab itthe pédeva, tuleks arvutada ja
registreerida tema massimuutused. Uhendiga seotud kannatuste ja valu tdttu humaanselt surmatud loomad
registreeritakse ithendiga seotud suremusena. Tunnustatud meetodi kohaselt v6ib madrata LC, . Andmetele
hinnangu andmisel tuleks arvesse votta koigi korvalekallete, sealhulgas kditumuslike ja kliiniliste korvale-
kallete, makropatoloogiliste kahjustuste, kehamassi muutuste, suremuse ja mis tahes muude miirgistusnih-
tude mis tahes voimalikku soltuvust kokkupuutest testainega ning nende esinemissagedust ja tosidust.

ARUANDLUS
KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— liiki, liini, péritolu, keskkonnatingimusi, toidusedelit jne,
— katsetingimusi: kokkupuuteseadme kirjeldust,

sealhulgas selle ehitust, tiiiipi, mddtmeid, ohuallikat, aerosoolide tekitamise seadet, kliima reguleerimise
meetodit ja katsekambri kasutamisel loomade katsekambris pidamise meetodit. Kirjeldada tuleks tempera-
tuuri, Shuniiskuse, aerosooli kontsentratsiooni ja osakeste suurusjaotuse mairamise vahendeid.

Andmed kokkupuute kohta

Andmed tuleks esitada koondtabelina koos vastavate keskmiste ja hajuvuse nditajatega (nt standardhilve)
ning voimalusel peaksid andmed sisaldama jargmist:

a) Ohu voolukiirust hingamisseadmes;

b) Shu temperatuuri ja niiskust;
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nimikontsentratsioone (hingamisseadmesse viidud testaine summaarne kogus jagatuna Shu ruumalaga);
kandja kasutamisel viimase iseloomu;

tegelikke kontsentratsioone katse hingamistsoonis;

masskeskmist aerodiinaamilist diameetrit (MMAD) ja geomeetrilist standardhilvet (GSD);
tasakaalustumise aega;

kokkupuute kestust:

tabelit reaktsiooni andmetega soo ja kokkupuute ulatuse jargi (st katse kiigus surnud vdi surmatud
loomade arvu, miirgistusnihtudega loomade arvu, kokkupuutes olnud loomade arvu),

surma aega, kui loom sureb kokkupuute ajal vdi parast seda, loomade humaanse surmamise pdhjusi ja
seejuures rakendatud kriteeriume,

koiki vaatlusandmeid,

vaatlusperioodi 16pul kummagi soo puhul mairatud LC, véartust (koos markega kasutatud arvutusmee-
todi kohta),

leitud LD, védrtuse 95 % usaldusvahemikku (kui seda on véimalik esitada),
annuse/suremuse koverat ja selle tdusu (kui méddramismeetod seda voimaldab),
lahkamistulemusi,

koiki histopatoloogilisi leide,

tulemuste analiiiisi (erilist tdhelepanu tuleks poorata katse ajal labi viidud humaanse surmamise
voimalikule mojule arvutatud LC,, véartusele),

tulemuste tdlgendust.

HINDAMINE JA TOLGENDAMINE

Vit

B osa iildist sissejuhatust (D).

VIITED

Vt B osa iildist sissejuhatust (E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.3. AGE MURGISUS (NAHAKAUDNE)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (A).

MAARATLUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (B).

VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Testaine kantakse astmeliste annustena mitme rithma katseloomade nahale nii, et iiks rithm saab iihesuguse
annuse. Jargnevalt jilgitakse moju ja surmajuhtumite esinemist. Katse jooksul surnud loomad lahatakse,
katse 16pus surmatakse ja lahatakse ka ellujganud loomad.

Tosistele ja kestvatele kannatustele ja valule viitavate markidega loomad voib vaja olla humaanselt surmata.
Testaineid pole vaja annustada moel, mis teadaolevalt tekitab mérgatavat soovitavatest voi drritavatest
omadustest tingitud valu ja kannatusi.

KVALITEEDINOUDED

Puuduvad.

MEETODI KIRJELDUS

Ettevalmistused

Loomi hoitakse enne katset viahemalt viis pdeva katsepuurides katsele vastavatel pidamis- ja sootmistingi-
mustel. Tdiskasvanud noored terved katseloomad randomiseeritakse enne katset ja jagatakse katserithma-
desse. Ligikaudu 24 tundi enne katset eemaldatakse piigamise voi raseerimise teel katseloomade keha
seljaosalt karvkate. Karvkatte piigamisel voi raseerimisel tuleb viltida naha marrastamist, kuna see voib
mojutada naha ldbilaskvust. Testaine nahale kandmiseks tuleb vabastada vahemalt 10 % kehapinnast.
Tahkete, vajadusel peenestatud ainete puhul tuleks testainet nahaga hea kokkupuute saavutamiseks niisutada
piisava koguse vee voi sobiva kandjaga. Kandja kasutamisel tuleb arvestada selle mojuga testaine nahaldbi-
misvoimele. Vedelaid testaineid kasutatakse iildjuhul lahjendamata kujul.

Katsetingimused

Katseloomad

Kasutada voib tdiskasvanud rotte voi kiitilikuid. Kasutada voib ka muid liike, kuid seda tuleb pohjendada.
Kasutada tuleks tavapdraseid laboritos kasutatavaid liine. Kasutatavate katseloomade masside erinevus katse
alguses kummagi soo puhul eraldi ei tohiks iiletada + 20 % vastavast keskmisest.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Katseloomade arv ja sugu

Iga annuse taseme kohta tuleb kasutada vihemalt viit katselooma. Nad peaksid olema samast soost.
Emasloomade kasutamisel ei tohiks nad olla poeginud ega tiined. Kui on andmeid selle kohta, et ithe soo
esindajad on mirgatavalt tundlikumad, tuleks kasutada sellest soost loomi.

Murkus: dgeda miirgisuse katsetes nrilistest kdrgemate loomadega tuleks kaaluda viiksema arvu loomade
kasutamist. Annused tuleks valida hoolikalt ja viltida tuleks mdddukalt miirgiste annuste tiletamist. Testaine
surmavate annuste manustamist tuleks sellistes katsetes valtida.

Annusemddrad

Erinevaid annusemdirasid peaks olema kiillaldaselt, vihemalt kolm, ja nende vahed peaksid olema sellised,
et saadakse erinevate miirgistusnihtude ja suremusega katserithmad. Annusemairade valikul tuleks arvesse
votta mis tahes voimalikku arritavat voi soovitavat moju. Andmeid peaks olema kiillaldaselt annuse/reakt-
sioonikdvera koostamiseks ja voimalusel LD, nouetekohaseks madramiseks.

Piirsisalduskatse

Eespool kirjeldatud meetodi kohaselt voib teha piirsisalduskatse viiest isas- ja viiest emasloomast koosnevas
rithmas annusega vihemalt 2 000 mg/kg kehakaalu kohta. Kui katses esineb ithendiga seotud suremust,
voib kaaluda tdiemahulise uuringu tegemist.

Vaatlusperiood

Vaatlusperioodi kestus peaks olema vihemalt 14 pdeva. Vaatlemise kestust ei tohiks siiski jaigalt fikseerida.
See peaks soltuma miirgistusndhtudest, nende ilmnemise kiirusest ja paranemisperioodi pikkusest; seega
voib seda vajadusel pikendada. Miirgistusndhtude ilmnemise ja kadumise aeg, nende kestus ja surma aeg on
viga olulised, eriti kui surm saabub sageli hiljem.

Katse kiik

Loomi tuleks puurides pidada ithekaupa. Testaine tuleks kanda iihtlaselt alale, mis moodustab ligikaudu
10 % kogu kehapinnast. Viga miirgiste ainete puhul voib katta viiksema osa kehapinnast, kuid voimalikult
suur osa pinnast tuleks katta vdimalikult Shukese ja iihtlase kihiga.

Testainet tuleks 24-tunnise kokkupuuteperioodi jooksul poorse marlisideme ja mitteirritava kleeplindi abil
naha vastas hoida. Manustamiskoht tuleks veel lisaks sobival moel kinni katta, et hoida marlisidet ja
testainet paigal ja viltida testaine allaneelamist katselooma poolt. Et viltida testaine allaneelamist, voib
kasutada looma liikuvust piiravaid vahendeid, kuid looma tdielikku fikseerimist ei soovitata.

Kokkupuuteperioodi 16pus tuleks testaine jadk nahalt voimalusel veega voi muu sobiva puhastusmeetodi
abil eemaldada.

Vaatlustulemused tuleks vaatluse kdigus siistemaatiliselt registreerida. Iga looma kohta tuleb pidada eraldi
arvestust. Esimesel péeval tuleks loomi vaadelda tavapirasest sagedamini. Vihemalt kord toopéevas tuleks
labi viia pohjalik kliiniline uuring; muid vaatlusi tuleks teha iga pdev, rakendades sobivaid abindusid
loomade kao piiramiseks uuringus, nt surnuna leitud loomad lahata v6i kiilmutada ja norgad voi surevad
loomad eraldada voi surmata.

Vaadelda tuleks muutusi nii karvkattes, testainega toddeldud nahas, silmades ja limaskestades kui ka
hingamis- ja vereringeelundkonnas, autonoomses ja keskndrvisiisteemis ning somatomotoorses aktiivsuses
ja kaitumises. Erilist tdhelepanu tuleks poorata virinatele, krampidele, siiljeeritusele, kohulahtisusele,
letargiale, unele ja koomale. Surmahetk tuleb registreerida voimalikult tipselt. Katse jooksul surnud loomad
lahatakse, katse 16pus surmatakse ja lahatakse ka ellujdgdnud loomad. Registreerida tuleks kdik makropato-
loogilised muutused. Vastaval niidustusel tuleks votta koeproove histopatoloogilisteks uuringuteks.
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Miirgisuse hindamine teisel sool

Uuringute 10petamisel ithest soost katseloomadega annustatakse vdhemalt viiest vastassoost loomast
koosnevat rithma, et kontrollida, ega selle soo esindajad testaine suhtes miérgatavalt tundlikumad pole.
Uksikjuhtudel voib olla digustatud viiksema arvu loomade kasutamine. Kui on kiillalt andmeid selle kohta,
et uuritavast soost loomad on margatavalt tundlikumad, vdib katsetest vastassoost loomadega loobuda.

2. ANDMED

Andmed tuleks esitada kokkuvdtliku tabelina, mis iga katserithma puhul nditab katseloomade arvu selle
katse algul, iga looma surma aega, muude miirgistusndhtudega loomade arvu, miirgistusnihtude kirjeldust
ja lahkamistulemusi. Koik loomad kaalutakse ja mass registreeritakse vahetult enne testaine manustamist,
seejarel igal nddalal ning surmahetkel; kui looma elumus katses iiletab ithe pieva, tuleks arvutada ja
registreerida tema massimuutused. Uhendiga seotud kannatuste ja valu tdttu humaanselt surmatud loomad
registreeritakse {thendiga seotud suremusena. Tunnustatud meetodi kohaselt méaratakse LD, .

Andmetele hinnangu andmisel tuleks arvesse votta koigi korvalekallete, sealhulgas kiditumuslike ja kliiniliste
korvalekallete, makropatoloogiliste kahjustuste, kehamassi muutuste, suremuse ja mis tahes muude miirgis-
tusnahtude mis tahes voimalikku soltuvust kokkupuutest testainega ning nende esinemissagedust ja tosidust.

3. ARUANDLUS
3.1. KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— liiki, liini, pdritolu, keskkonnatingimusi, toidusedelit jne,

— katsetingimusi (sealhulgas naha puhastamise meetodit ja sideme tiiiipi: oklusiivside voi tavaline side),
— annuseid (kandja kasutamisel koos kandjaga ja kontsentratsioone),

— katseloomade sugu,

— tabelit reaktsiooni andmetega soo ja annuse mdira jargi (st katse kdigus surnud voi surmatud loomade
arvu, miirgistusnihtudega loomade arvu, kokkupuutes olnud loomade arvu),

— surma aega, arvestatuna annuse saamise ajast, loomade humaanse surmamise pdhjusi ja seejuures
rakendatud kriteeriume,

— koiki vaatlusandmeid,

— tdiemahulises uuringus kasutatud soo 14 pdeva kestel madratud LD viirtust (markega maaramismee-
todi kohta),

— leitud LD, véirtuse 95 % usaldusvahemikku (kui seda on voimalik esitada),
— annusefsuremuse koverat ja selle tdusu (kui madramismeetod seda vdimaldab),
— lahkamistulemusi,

— koiki histopatoloogilisi leide,

— koiki katsetulemusi teisest soost loomade puhul,

— tulemuste analiiisi (erilist tdhelepanu tuleks poorata katse ajal ldbi viidud humaanse surmamise
voimalikule mojule arvutatud LD, védrtusele),

— tulemuste tdlgendust.
3.2. HINDAMINE JA TOLGENDAMINE
Vt B osa iildist sissejuhatust (D).
4. VIITED

Vt B osa tildist sissejuhatust (E).



13/11. kd Euroopa Liidu Teataja 381

B.4. AGE MURGISUS (NAHKA ARRITAYV)

1. MEETOD
1.1. SISSEJUHATUS

Vt B osa tildist sissejuhatust (A).
1.2. MAARATLUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (B).

1.3. VORDLUSAINED
Puuduvad.
1.4. KATSEMEETODI POHIMOTE

Eelhinnangu andmine

Ecldatavalt tugevaid reaktsioone pohjustavates tingimustes tehtavate katsete mahu piiramiseks tuleb hooli-
kalt arvesse votta koiki uuritava aine kohta olemasolevaid andmeid. Otsustamaks, kas on kohane teha
tdiemahuline katse, ithe loomaga katse voi jirgnevad katsed éra jitta, vdivad kasulikud olla jirgmised
andmed.

i) Fuisikalis-keemilised omadused ja keemiline reaktsioonivoime. Tugevalt happeliste voi aluseliste ainete
(nditeks niidatud pH 2 voi vihem voi 11,5 voi suurem) puhul ei pruugi esmase nahairrituse katseid
vaja minna, kui voib eeldada soovitavaid omadusi. Arvesse tuleks votta ka aine leelis- voi happearvu.

ii) Veenvate andmete olemasolul tugeva moju kohta pohjalikult kontrollitud in vitro katsetes voib tdiskatse
olla tarbetu.

iii)y Ageda miirgisuse katsete tulemused. Kui ainega on piirsisalduskatse annuseméiral (2 000 mglkg
kehakaalu kohta) tehtud nahakaudne dgeda miirgisuse uuring ja naha arritust ei tiheldatud, voib edasine
naha drrituse uuring olla tarbetu. Lisaks pole vaja uurida materjale, mis on osutunud nahakaudselt
tugevalt miirgiseks.

Uuritav aine kantakse ithe annusena mitme katselooma nahale, kusjuures iga loom on ka iseenda kontroll-
loom. Kindla ajavahemiku jirel vaadeldakse ja hinnatakse &rrituse mdira ja kirjeldatakse seda toimele
tdieliku hinnangu andmiseks. Vaatluste kestus peaks olema kiillaldane, et tiheldatud toime poorduvust
téielikult hinnata.

Tosistele ja kestvatele kannatustele ja valule viitavate markidega loomad v6ib vaja olla humaanselt surmata.

1.5. KVALITEEDINOUDED
Puuduvad.

1.6. MEETODI KIRJELDUS

1.6.1. Ettevalmistused

Ligikaudu 24 tundi enne katset eemaldatakse piigamise voi raseerimise teel katselooma keha seljaosalt
karvkate.

Karvkatte pligamisel voi raseerimisel tuleks valtida naha marrastamist. Kasutada tuleks ainult terve nahaga
loomi.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

Monedel kiiiilikuliinidel on tihedad karvkattelaigud, mis on silmatorkavamad teatud kindlatel aastaaegadel.
Neile tiheda karvakasvuga piirkondadele testainet kanda ei tohiks.

Tahkete (vajadusel peenestatud) ainete puhul tuleks testainet nahaga hea kokkupuute saavutamiseks
niisutada piisava koguse vee vdi sobiva kandjaga. Kandjate kasutamisel tuleb arvestada nende mdjuga
testaine nahka drritavatele omadustele. Vedelaid testaineid kasutatakse tildjuhul lahjendamata kujul.

Katsetingimused

Katseloomad

Ehkki kasutada voib erinevaid imetajaliike, on eelistatavaks liigiks albiinokiiiilik.

Loomade arv

Kui in vitro sdelkatsete v6i muu eelinfo pohjal on alust oletada, et aine vdib pohjustada kudede kdrbumist
(st olla soovitav), tuleks kaaluda katse tegemist ainult iihe katseloomaga. Kui selle katse tulemused
soovitavusele ei viita, tuleks katse teha veel vihemalt kahe loomaga.

Taiskatses kasutatakse vdhemalt kolme tervet tdiskasvanud looma. Eraldi loomadest ainega mitte kokku
puutuvat kontrollrithma moodustada pole vaja. Ebaselgete tulemuste kontrollimiseks voib vaja olla tdienda-
vaid katseloomi.

Annusemddr

Vastundidustuste puudumisel kantakse toodeldavale kohale 0,5 ml vedelikku voi 0,5 g tahket vdi pooltah-
ket ainet. Kontrollina kasutatakse iga katselooma katsealaga kiilgnevat tootlemata nahapinda.

Vaatlusperiood

Vaatlusperioodi kestust ei tohiks jdigalt fikseerida. See peaks olema kiillaldane, et tiielikult hinnata
tiheldatud toime podrduvust voi podrdumatust, kuid ei pea manustamisest alates tildjuhul iiletama 14
pdeva.

Katse kiik

Loomi tuleks puurides pidada iihekaupa. Testaine tuleks kanda viikesele nahapinnale (ligikaudu 6 c¢m?) ja
katta marlilapiga, mida hoiab paigal mittedrritav kleeplint. Moningate vedelike ja pastade puhul voib olla
vaja kanda testaine marlilapile ja siis see nahale asetada. Marlilappi tuleks kokkupuuteperioodi jooksul
sobiva oklusiivsideme voi poolldbilaskva sideme abil 15dvalt naha vastas hoida. Looma ligipddsu lapile ja
testaine allaneelamist/sisschingamist tuleks viltida.

Kokkupuuteperioodi 1opus tuleks testaine jadk nahalt vdimalusel vee v6i muu sobiva lahusti abil eemaldada,
seejuures nahal tekkinud reaktsiooni mdjutamata ja nahka kahjustamata.

Kokkupuuteaeg on iildjuhul neli tundi.

Kui oletatakse, et aine voib pohjustada kudede karbumist (st olla soovitav), tuleks kokkupuuteaega
liihendada (nt ihele tunnile voi kolmele minutile). Seesugustes katsetes voib esimesel korral kasutada ka
ainult tiht looma ja kui katseithendi 4ge nahakaudne miirgisus seda ei takista, panna loomale korraga kolm
lappi. Esimene lapp eemaldatakse kolme minuti moodumisel. Kui tugevat nahareaktsiooni ei tiheldata,
eemaldatakse teine lapp iihe tunni moodumisel. Kui vaatlustulemused néitavad vajadust neljatunnise
kokkupuuteperioodi jirele ja kui see on humaanne, eemaldatakse kolmas lapp nelja tunni moodumisel
ning hinnatakse naha reaktsioone.
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1.6.3.1.

3.1.

3.2.

Sellisel juhul (st kui neljatunnine kokkupuuteperiood osutus véimalikuks), tuleks katse teha veel vihemalt
kahe loomaga, vilja arvatud juhul, kui seda ei saa humaanseks lugeda (nt kui pérast neljatunnist
kokkupuuteperioodi tdheldati kudede kirbumist).

Kui kolme minuti voi ithe tunni moddudes tiheldatakse tdsist nahareaktsiooni (nt kdrbumist), katkestatakse
katse viivitamata.

Teatavatel tingimustel vdivad niidustatud olla pikemad kokkupuuteajad, nt kui see vastab eeldatavale
inimkasutusele ja kokkupuutele.

Vaatlused ja hindamine

Loomadel tuleks jdlgida nahapunetuse ja turse esinemist ning hinnata vastavaid reaktsioone 60 minuti ning
24, 48 ja 72 tunni mo6dumisel lapi eemaldamisest. Naha drritust hinnatakse ja hinne registreeritakse
vastavalt tabelis 1 esitatud siisteemile. Kui reaktsiooni podrduvus ei ole 72 tunni jooksul tdiesti selge, vdib
vajalik olla edasine jalgimine. Lisaks drritusnahtude kirjeldusele tuleks pohjalikult kirjeldada koiki tosiseid
kahjustusi, nagu sodvitust (nahakoe podrdumatut hivinemist) ja muid miirgistusnihte.

Kahtlaste reaktsioonide voi testainest varvunud naha tdttu varjatud reaktsioonide selgitamiseks voib
kasutada selliseid meetodeid, nagu histopatoloogilist vaatlust vdi nahavoldi paksuse mootmist.

ANDMED

Andmed tuleks esitada kokkuvdtliku tabelina, mis niitab iga katselooma kohta nahapunetuse ja turse
hindeid kogu vaatlusperioodil. Registreerida tuleks koik tosised kahjustused, drritusndhtude raskusastme ja
iseloomu kirjeldus ning sodvituse ja mis tahes muude miirgistusndhtude poorduvus.

ARUANDLUS
KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— liiki, liini, paritolu, keskkonnatingimusi, toidusedelit jne,

— katsetingimusi (sealhulgas kemikaali asjaomaseid fiiiisikalis-keemilisi omadusi, naha ettevalmistamise ja
puhastamise meetodit ning sideme tiiiipi: oklusiivside voi poolldbilaskev side),

— kokkuvotlikku arritusreaktsioonide tabelit iga katselooma ja iga vaatlusperioodi kestuse (nt 1, 24, 48 ja
72 tundi) kohta,

— koigi tdheldatud tdsiste kahjustuste, sh soovituste kirjeldust,

— drritusndhtude raskusastme ja iseloomu kirjeldust ning kaiki histopatoloogilisi leide,
— lisaks naha drritusele esinenud miirgistusndhtude kirjeldust,

— tulemuste analiiiisi,

— tulemuste tolgendust.

HINDAMINE JA TOLGENDAMINE

Vt B osa tldist sissejuhatust (D).

VIITED

Vt B osa iildist sissejuhatust (E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

Liide

TABEL: NAHA REAKTSIOONI HINDAMINE

Nahapunetus ja koekirbus-kooriku teke

Nahapunetus puudub ...
Viga kerge nahapunetus (vaevumargatav) ....................coooiiiiiiiiini
Selgelt eristuv nahapunetus ................oooooiiiiiiiiiiii

Keskmine kuni tugev nahapunetus .................cooooiiiiii

Tugev nahapunetus (peetpunane) voi koekdrbus-kooriku teke (stigavuti ulatuvad kahjustused), mis

takistavad punetuse hindamist ...

Turse puudub .....ooiiii
Viga kerge turse (VaeVUMAIZatav) ..............coooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiie i
Kerge turse (selgelt eristuv kdrgema servaga piitkond) ...

Keskmine turse (serva kdrgus muust nahapinnast ligikaudu 1 mm) ......................

B.5. AGE MURGISUS (SILMI ARRITAV)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (A).
MAARATLUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (B).
VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Eelhinnangu andmine

Eeldatavalt tugevaid reaktsioone pohjustavates tingimustes tehtavate katsete mahu piiramiseks tuleb hooli-
kalt arvesse votta koiki uuritava aine kohta olemasolevaid andmeid. Selleks vdivad kasulikud olla jargmised

andmed:

i) Fuisikalis-keemilised omadused ja keemiline reaktsioonivoime. Tugevalt happeliste voi aluseliste ainete
(nditeks selliste, mis vdivad silmas pohjustada pH véirtuse 2 voi alla selle voi 11,5 voi iile selle) puhul
ei pruugi katse vajalik olla, kui voib eeldada soovitavaid omadusi. Arvesse tuleks votta ka aine leelis-

voi happearvu.
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1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

ii) Muude pohjalikult kontrollitud katsete tulemused; potentsiaalselt sodvitavate voi tdsiselt nahka drritavate
materjalidega ei tohiks jirgnevaid silmi drritava toime uuringuid enam teha, eeldades, et seesugused
ained tekitavad sellist meetodit kasutavas katses tosiseid silmakahjustusi.

i) Nahadrrituse katsete tulemused. Ilmselt soovitavate voi tosiselt nahka érritavate materjalidega ei tohiks
jargnevaid silmi drritava toime uuringuid enam teha, eeldades, et seesugused ained tekitavad sellist
meetodit kasutavas katses tdsiseid silmakahjustusi.

Uuritav aine kantakse iithe annusena mitme katselooma iihele silmale, teist, puutumata silma kasutatakse
kontrollina. Kindla ajavahemiku jirel vaadeldakse ja hinnatakse arrituse mddra ning kirjeldatakse seda
toimele tdieliku hinnangu andmiseks. Vaatluste kestus peaks olema kiillaldane, et tdheldatud toime
poorduvust voi poordumatust taielikult hinnata.

Tosistele ja kestvatele kannatustele ja valule viitavate markidega loomad voib vaja olla humaanselt surmata.

KVALITEEDINOUDED

Puuduvad.

MEETODI KIRJELDUS

Ettevalmistused

Katselooma kandidaatideks valitud loomade mélemat silma kontrollitakse 24 tunni jooksul enne katse
algust. Silma drrituse, nagemishéirete voi eelneva sarvkestakahjustusega loomi ei tohiks katses kasutada.

Katsetingimused

Katseloomad

Ehkki kasutatud on erinevaid katseloomi, on katses soovitatav kasutada terveid tdiskasvanud albiinokiiiili-

kuid.

Loomade arv

Kui eeldada voib tugevat mdju, tuleks kaaluda katse tegemist ainult iihe katseloomaga. Kui selle katse
tulemused iihel kiitilikul viitavad aine tugevalt drritavatele (poorduv méju) voi soovitavatele (po6rdumatu
mdju) omadustele kirjeldatud katsemeetodil, vdib edasine silmade érrituvuse uuring jirgmistel loomadel olla
tarbetu. Vahel voib toime spetsiifiliste aspektide uurimiseks vaja olla edasisi uuringuid tiiendavate looma-
dega.

Koigis katsetes peale iihe loomaga katse tuleks kasutada vihemalt 3 looma. Ebaselgete tulemuste kontrolli-
miseks voib vaja olla tdiendavaid katseloomi.

Annusemddr

Vedelike katsetamisel kasutatav annus on 0,1 ml. Tahkete ainete, pastade ja tahketest osakestest koosnevate
ainete katsetamisel kasutatava koguse maht peaks olema 0,1 ml vdi peaks selle mass olema ligikaudu 0,1 g
(mass tuleb alati registreerida). Kui katsematerjal on tahke voi teraline, tuleks see tolmpeeneks jahvatada.
Enne osakeste mahu mairamist tuleks need kergelt tihendada, nt mddtendu koputamisega.

Pump-pihustites vdi survestatud aerosoolndudes olevate ainete puhul tuleks vedelik vilja lasta, votta sellest
0,1 ml ja viia silma vastavalt vedelikele ettendhtud meetodile.

Vaatlusperiood

Vaatlemise kestust ei tohiks jdigalt fikseerida. See peaks olema kiillaldane, et tdielikult hinnata tiheldatud
toime poorduvust voi poordumatust, kuid ei pea manustamisest alates iildjuhul iiletama 21 péeva.
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1.6.3.

1.6.3.1.

3.1.

Katse kiik

Loomi tuleks puurides pidada iihekaupa. Testaine tuleks viia iga looma ithe silma konjunktiivikotti,
tommates alalau ettevaatlikult silmamunast eemale. Lauge hoitakse seejirel testaine kao wviltimiseks
ettevaatlikult umbes iihe sekundi jooksul koos. Teist, puutumata silma kasutatakse kontrollina.

Kui arvatakse, et testaine vdib pdhjustada tilemadrast valu, vib enne selle silma viimist kasutada paikset
tuimastust. Tuimasti tiiiip, kontsentratsioon ja manustamisaeg tuleks valida hoolikalt, et viltida selle
kasutamisest tingitud erinevusi testainele reageerimisel. Kontrollsilm tuleks samamoodi tuimastada.

Testaine sisseviimise jarel ei tohiks katseloomade silmi 24 tundi loputada. 24 tunni jirel voib silmi
vajadusel loputada.

Ménede kiesolevas katses drritavaks osutunud ainete puhul voivad olla ndidustatud lisakatsed kiiiilikutega,
kellel silmi varsti pédrast katseaine sisseviimist loputatakse. Sellistel puhkudel on soovitatav kasutada kolme
kiitilikut. Pool minutit pérast aine silma viimist loputatakse kiiilikute silmi pool minutit sellise voolukiiruse
ja mahuga, mis silmi ei vigasta.

Vaatlused ja hindamine

Silmi tuleks uurida 1, 24, 48 ja 72 tunni moodumisel. Kui 72 tunni moodumisel silmakahjustustele
viitavaid marke ei ilmne, voib uuringu 1opetada.

Piisiva sarvkestapdletiku voi muu silmaérrituse puhul voib vaja olla pikemat vaatlusperioodi, et kontrollida
kahjustuste kulgu ja nende poorduvust voi poordumatust. Lisaks silma sarvkesta, sidekesta ja vikerkesta
kasitlevatele vaatlustulemustele tuleks registreerida ja esitada koik muud tiheldatud kahjustused. Silma
reaktsiooni hinded (tabel) tuleks registreerida iga libivaatuse ajal. Silma reaktsiooni hindamine on tdlgenda-
mise kiisimus. Uuringulaborid ning vaatlustulemusi koguvad ja hindavad isikud vdivad abivahendina
kasutada silmairrituste illustreeritud hindamisjuhendit.

Reaktsiooni uurimisel voib abi olla binokulaarsest luubist, kési-pilulambist, biomikroskoobist voi muust
sobivast abivahendist. Peale 24-tunnist vaatlustulemuste registreerimist voib koigi kidlikute silmi veel
fluorestseiini abil uurida.

ANDMED

Andmed tuleks esitada kokkuvdtliku tabelina, mis iga katselooma puhul niitab arrituse astme mddratud
vaatlushetkel. Protokollitakse arritusnihtude raskusastme ja iseloomu kirjeldus, tdsiste kahjustuste esinemine
ja muude nihtude esinemine, lisaks silmadega seotutele.

ARUANDLUS

KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— katseloomade kohta kaivaid andmeid (liiki, liini, péritolu, keskkonnatingimusi, toidusedelit jne),

— katsetingimusi (sealhulgas testaine asjaomaseid fiitisikalis-keemilisi omadusi),

— kokkuvotlikku drritus-/so6vitusreaktsioonide tabelit iga katselooma kohta igal vaatlushetkel (nditeks 1.,
24., 48. ja 72. tunnil),

— koigi tosiste kahjustuste kirjeldust,

— vaadeldud drritus- voi soovitusndhtude raskusastme ja iseloomu jutustavas vormis kirjeldust, kus on
mirgitud ka nihu poolt haaratud sarvkesta piirkond ning nahu podrduvus,
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3.2.

— drrituse hindamisel 1, 24, 48 ja 72 tunni m66dudes kasutatud meetodi kirjeldust (nditeks kési-pilulamp,

biomikroskoop, fluorestseiin),
— koiki paiksed nahte lisaks silmadega seotutele,
— tulemuste analiiiisi,

— tulemuste tolgendust.
HINDAMINE JA TOLGENDAMINE
Vt B osa iildist sissejuhatust (D).
VIITED

Vt B osa iildist sissejuhatust (E).

Liide

SILMAKAHJUSTUSTE HINDAMINE

Sarvkest

Labipaistmatus: tiheduse aste (mddratakse koige tihedamas piirkonnas)
Haavandumine ja labipaistmatus puuduvad .................

Hajusalt paiknevad libipaistmatud piirkonnad (lisaks normaalse liike kergele tuhmumisele), vikerkest
selgelt nANtAY ...

Kergesti eristatav poollibipaistev ala, vikerkesta detailne nahtavus kergelt takistatud ......................
Parlmutrine piitkond, vikerkesta detailid mittendhtavad, pupilli suurus vaevu eristatay ...................

Sarvkest labipaistmatu, vikerkest libipaistmatu sarvkesta all eristamatu

Vikerkest

NOTTNIAAIIE .o e

Mirgatavalt siivenenud kurrud, kongestsioon, turse, sarvkesta imbruse mdddukas hiipereemiafinjekt-
sioon vdi nende nihtude mis tahes kombinatsioon; vikerkest reageerib veel valgusele (aeglane reakt-
SI00N 0N POSItIIVIIE) ..o

Reaktsioon valgusele puudub, hemorraagia, ulatuslikud kahjustused (ks vdi mitu neist stimptomitest)

Sidekestad

Punetus (law ja silmamuna sidekestade kdige korgem tulemus kontrollsilmaga vorrelduna)

Normaalsed veresooned ................oooiiiiiiiiiiii
Moned veresooned selgelt hiipereemilised (injekteerunud) ...
Hajus karmiinpunane varvus, iiksikud veresooned halvasti eristuvad ...
Hajus lihakarva punane VAIVUS ...
Sidekestaturse: laud ja/voi poolkuukurrud

Turse PUUAUD ..o
Mis tahes ebanormaalne turse (sealhulgas poolkuukurdudel) ...
[Imne turse laugude osalise viljapoolepddrdumisega

Turse umbes poolkinniste laugudega ...

Turse rohkem kui poolkinniste laugudega ...
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1.1.

1.2

1.3.

B.6. NAHA SENSIBILISEERIMINE

MEETOD
SISSEJUHATUS
Morkused:

Katsete tundlikkust ja tulemuslikkust inimese naha voimalike sensibilisaatorite tuvastamisel peetakse tihtsaks
avaliku tervise seisukohalt olulise miirgisusklassifikatsiooni puhul.

Uhtki kaitsemeetodit ei saa kohaldada koigile ainetele, tuvastamaks koiki voimalikke inimese naha
sensibilisaatoreid.

Katse valikul tuleb arvesse votta aine fiitisikalisi omadusi, sealhulgas selle vdimet tungida ldbi naha.

Katsed merisigadega voib jagada kahte alamklassi: katseteks adjuvandiga, kus allergeensust tugevdatakse
katseaine lahustamise voi suspendeerimisega Freundi tdisadjuvandis (FCA), ja adjuvandita katseteks.

Adjuvandiga katsed on aine tdeniolise inimese nahka sensibiliseeriva moju prognoosimisel tipsemad kui
Freundi tdisadjuvanti mitte kasutavad meetodid ja seetdttu tuleks eelistada neid meetodeid.

Merisigadega labiviidav maksimeerimiskatse (GPMT) on laialdaselt kasutatav adjuvandiga katse. Ehkki
toimeaine vdimet pohjustada naha sensibiliseerumist on vdimalik mdadrata paljude muude meetoditega,
loetakse GPMT eelistatavaks adjuvandiga meetodiks.

Paljude kemikaaliklasside puhul loetakse adjuvandita katseid (viimaste seast on eelistatav Buehleri katse)
vihem tundlikuks.

Mboningatel juhtudel v6ib olla mojuvaid pohjusi eelistada paikse manustamisega Buehleri katset merisigadega
libiviidavas maksimeerimiskatses kasutatavatele nahasisestele siistetele. Buehleri katse kasutamisel tuleb selle
kohta esitada teaduslik pdhjendus.

Selles meetodis kirjeldatakse merisigadega ldbiviidavat maksimeerimiskatset (GPMT) ja Buchleri katset.
Kasutada voib ka muid meetodeid eeldusel, et need on pohjalikult kontrollitud ja et esitatakse teaduslik
pohjendus.

Olenemata kasutatavatest meetoditest, tuleb kasutatava merisealiini tundlikkust regulaarsete ajavahemike
(kuue kuu) jirel kerge kuni keskmise sensibilisaatori abil kontrollida ning saadud positiivsete reaktsioonide
arv peab olema kiillaldane.

Vt ka B osa iildist sissejuhatust (A).
MAARATLUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (B).
VORDLUSAINED

Soovitatav on kasutada jirgmisi vordlusaineid, vajadusel lahjendatuna; sobivad ka koik muud kirjanduses
esitatud voi uuritava ainega samasse ithendiklassi kuuluvad sensibilisaatorid.

— p-feniileendiamiin CASi nr 106-50-3
— 2,4-dinitroklorobenseen CASi nr 97-00-7

— kaaliumdikromaat CASi nr 7778-50-9
— neomiitsiinsulfaat CASi nr 1405-10-3

— nikkelsulfaat CASi nr 7786-81-4
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1.4.

1.5.

1.6.

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.

1.6.1.3.

KATSEMEETODITE POHIMOTE

Parast algset kokkupuudet testainega (“induktsiooniperioodi”) viiakse katseloomad ligikaudu kaks néddalat
peale induktsiooniperioodi 1dppu testainega “mdjutuskokkupuutesse”, et kontrollida, kas loomal on tekkinud
ilitundlik seisund. Sensibiliseerumise astme maidramiseks uuritakse naha reaktsiooni mojutuskokkupuutele.

KVALITEEDINOUDED
Puuduvad.
MEETODITE KIRJELDUS

Merisigadega libiviidav maksimeerimiskatse (GPMT)

Ettevalmistused

Noored terved albiinomerisead randomiseeritakse ning jagatakse katse- ja kontrollrithmadesse. Enne
manustamist eemaldatakse pligamise voi raseerimise teel karvkate katseloomade turjapiirkonnast. Valtida
tuleks naha vigastamist.

Katsetingimused

Katseloomad

Kasutatakse tavapéraseid laboritoos kasutatavaid merisealiine, looma kaaluga alla 500 g.

Katseloomade arv ja sugu

Kasutada voib nii isas- kui ka emasloomi. Emasloomade kasutamisel ei tohiks nad olla poeginud ega tiined.
Katseloomade minimaalne arv katserithmas on 10 ja kontrollrithmas 5. Viiksema arvu loomade kasutamist
tuleb pohjendada. Ebaselgete tulemuste puhul voib kasutada histopatoloogilist vaatlust, et otsustada, kas
katset tuleks uute katseloomadega korrata.

Kui ei ole voimalik ttheselt jireldada, kas testaine on sensibilisaator voi mitte, on soovitatav teha uuringuid
tiiendavate loomadega, kasutades katsetes kokku 20 katse- ja 10 kontroll-looma.

Annusemiirad

Testaine kontsentratsioon viiakse tasemele, mis kutsub esile moningaid naha drritusnihte, kuid mida
loomad igas induktsioonietapis histi taluvad.

Mbojutuskontsentratsioonina tuleks kasutada korgeimat kontsentratsiooni, mis sensibiliseerimata loomadel
naha drritust esile ei kutsu.

Vastavad kontsentratsioonid voib madrata vaikesemahulises (2-3 loomaga) prooviuuringus.

Vaatlusperiood

Induktsiooniperioodil vaadeldakse loomi voimalike arritusnihtude avastamiseks. Peale mojutuskokkupuudet
registreeritakse naha reaktsioon 24 ja 48 tunni moodumisel plaastri eemaldamisest.

Katse kdik

Koik loomad kaalutakse enne katse algust ja katse 16pus. Turjapiirkond vabastatakse karvkattest. Katse
koosneb kahest etapist.
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1.6.1.3.1.  Induktsiooniperiood

0-pdev — katserithm

Katseloomade turjapiirkonna nahka siistitakse jirgmised siistelahuste paarid, kumbki 0,1 ml, iks siist
katselooma kummalegi kiiljele:

1. siist: 0,1 ml Freundi tdisadjuvanti (FCA) segatuna vee vdi fiisioloogilise
soolalahusega vahekorras 1:1,

2. siist: 0,1 ml testainet, vajadusel sobivas kandjas,

3. siist: 0,1 ml testainet FCA-s.

3. siisti puhul lahustatakse vees lahustuvad ained 0,05 ml vees ja 0,05 ml lahjendamata FCA-s.
Rasvlahustuvad ja lahustumatud testained segatakse lahjendamata FCA-ga.

Testaine 1dppkontsentratsioon peab 3. siistis olema vordne 2. siisti omaga.

1. ja 2. siist tehakse ldhestikku ja peale koige lihemale, 3. tehakse katsepiirkonna tagumisse ossa.

0-pdev — kontrollrithm

Eespool nimetatud piirkonna nahka siistitakse jirgmised siistelahuste paarid:

1. siist: 0,1 ml Freundi tdisadjuvanti (FCA) segatuna vee voi fiisioloogilise
soolalahusega vahekorras 1:1,

2. siist: 0,1 ml puhast kandjat,

3. siist: 0,1 ml kandjat FCA-s.

6. pdev — kontroll- ja katserithm

Kui testaine ei ole nahka drritav, kantakse katsepiirkonnale peale karvkatte piigamist ja/vdi raseerimist
paikse drrituse tekitamiseks 0,5 ml naatriumlaurtiiilsulfaadi-vaseliini 10 % segu.

7. pdev — katserithm

Katsepiirkond vabastatakse jille karvkattest. Sobivas kandjas testaine (kandja valikut tuleks pdhjendada;
tahked ained peenestatakse ja segatakse sobiva kandjaga, vedelikke voib sobivusel otse kasutada) kantakse
filterpaberile (2 x 4 cm), asetatakse katsepiirkonnale ja hoitakse 48 tundi oklusiivsidemega paigal.

7. pdev — kontrollrithm

Katsepiirkond vabastatakse jdlle karvkattest. Puhas kandja viiakse sama moodi katsepiirkonnale ja hoitakse
48 tundi oklusiivsidemega paigal.

1.6.1.3.2. Mojutamine

21. pdev

Katse- ja kontroll-loomade kiiljed vabastatakse karvkattest. Katserithma loomade iithele kiljele paigutatakse
plaaster voi kamber testainega ja teisele kiiljele plaaster voi kamber puhta kandjaga.

Plaastreid hoitakse 24 tundi oklusiivsidemega paigal.

Kontrollrithma loomad libivad samasuguse kokkupuuteprogrammi.
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1.6.1.3.3.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.2.1.

1.6.2.2.2.

1.6.2.2.3.

1.6.2.2.4.

1.6.2.3.

23. ja 24. pdev

— 21 tundi pérast plaastri eemaldamist puhastatakse mojutatud ala ja eemaldatakse vajadusel karvad,

— kolm tundi hiljem (48 tundi mojutuskokkupuute algusest arvates) kontrollitakse naha reaktsiooni ja
registreeritakse tulemus,

— 24 tundi pérast vaatlust (72. tunnil) kontrollitakse loomi uuesti ja registreeritakse vaatlustulemused.

Esimese mojutuskatse kiigus saadud tulemusi tuleks ligikaudu nidal hiljem kontrollida teise mdjutuskatse
abil, vajadusel uue (kandjaga mdjutatava) kontrollrithmaga.

Vaatlused ja hindamine

Registreerida ja esitada tuleks koik nahareaktsioonid ja muud ebatavalised leiud nii induktsiooniperioodil
kui ka mojutusperioodil.

Kahtlaste reaktsioonide voi testainest varvunud naha tdttu varjatud reaktsioonide selgitamiseks voib
kasutada selliseid meetodeid, nagu histopatoloogilist vaatlust voi nahavoldi paksuse mootmist.

Buehleri katse

Ettevalmistused

Noored terved albiinomerisead randomiseeritakse ning jagatakse katse- ja kontrollrithmadesse. Enne
manustamist eemaldatakse piigamise ja/voi raseerimise teel karvkate katseloomade iihelt kiijelt. Valtida
tuleks naha vigastamist.

Katsetingimused

Katseloomad

Kasutatakse tavapéraseid laboritoos kasutatavaid merisealiine, looma kaaluga alla 500 g.

Katseloomade arv ja sugu

Kasutada voib nii isas- kui ka emasloomi. Emasloomade kasutamisel ei tohiks nad olla poeginud ega tiined.
Katseloomade minimaalne arv katserithmas on 20 ja kontrollrithmas 10. Viiksema arvu loomade kasuta-
mist tuleb pohjendada. Ebaselgete tulemuste puhul voib kasutada histopatoloogilist vaatlust, et otsustada,
kas katset tuleks uute katseloomadega korrata.

Annusemiirad

Igas induktsioonictapis viiakse testaine kontsentratsioon korgeimale tasemele, mida loomad siisteemselt
hdsti taluvad ja mis drritavate ainete puhul kutsub enamikul loomadel esile kergeid kuni moddukaid
arritusnahte. Mojutuskontsentratsioonina tuleks kasutada korgeimat kontsentratsiooni, mis sensibiliseerimata
loomadel naha drritust esile ei kutsu. Vastavad kontsentratsioonid voib mdérata viikesemahulises (2-3
loomaga) uuringus.

Vaatlusperiood

Induktsiooniperioodil vaadeldakse loomade nahka arritusndhtude avastamiseks. Pirast mojutuskokkupuudet
registreeritakse naha reaktsioon 24 ja 48 tunni moddumisel plaastri eemaldamisest, st 30 ja 54 tundi peale
nahale kandmise algust.

Katse kdik
Koik loomad kaalutakse enne katse algust ja katse 1opus.

Katse koosneb kahest etapist.
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1.6.2.3.1.

1.6.2.3.2.

1.6.2.3.3.

3.1.

Induktsiooniperiood
0-pdev — katseriihm

Uks kiilg vabastatakse karvkattest. 0,5 ml sobivas kandjas testainet (kandja valikut tuleks p&hjendada;
vedelikke voib sobivusel otse kasutada) kantakse vatipadjale. Viimane asetatakse katsepiirkonnale ning
hoitakse oklusiivplaastri voi kambriga ja sobiva sidemega 6 tundi naha vastas.

0-pdev — kontrollrithm

Uks kiilg vabastatakse karvkattest. Puhas kandja viiakse sama moodi katsepiirkonnale. Seda hoitakse
oklusiivplaastri voi kambriga ja sobiva sidemega 6 tundi naha vastas.

7. ja 14. pdev

Nii 7. kui ka 14. pdeval viiakse samal katsepiirkonnal libi sama pealekandmisprotseduur (eemaldades
vajadusel karvad), mis O-péeval.

Mdjutamine
28. paev

Katse- ja kontroll-loomade teine kiilg vabastatakse karvkattest. Katserithma loomade kiilje tagumisele osale
paigutatakse oklusiivplaaster voi kamber 0,5 ml testainega korgeimal mittedrritaval kontsentratsioonil. Sama
killje esiosale paigutatakse oklusiivplaaster voi kamber puhta kandjaga.

Plaastreid hoitakse 6 tundi sobiva oklusiivsidemega naha vastas.

Kontrollrithma loomad libivad samasuguse kokkupuuteprogrammi.

29. ja 30. pdev

— 21 tundi pdrast plaastri eemaldamist puhastatakse mojutatud ala ja eemaldatakse vajadusel karvad,

— kolm tundi hiljem (30 tundi mojutuskokkupuute algusest arvates) kontrollitakse naha reaktsiooni ja
registreeritakse tulemus,

— 24 tundi pérast eelmist vaatlust (54. tunnil) kontrollitakse loomi uuesti ja registreeritakse vaatlustule-
mused.

Vaatlused ja hindamine

Registreerida ja esitada tuleks koik nahareaktsioonid ja muud ebatavalised leiud nii induktsiooniperioodil
kui ka méjutusperioodil.

Kahtlaste reaktsioonide voi testainest varvunud naha tdttu varjatud reaktsioonide selgitamiseks voib
kasutada selliseid meetodeid, nagu histopatoloogilist vaatlust vdi nahavoldi paksuse mootmist.

ANDMED (GPMT ja Buehleri katse)

Andmed tuleks esitada kokkuvdtliku tabelina, mis iga katselooma puhul nditab naha reaktsiooni igal
vaatlushetkel.

ARUANDLUS (GPMT ja Buehleri katse)
KATSEARUANNE (GPMT ja Buehleri katse)

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— kasutatud merisealiini,

— katsetingimusi, kandjat ning induktsiooni- ja mdjutusperioodil kasutatud testaine kontsentratsioone,
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3.2.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

— loomade arvu, vanust ja sugu,

— koigi loomade massi katse alguses ja 1opus,

— koiki vaatlustulemusi kdigi loomade kohta koos kasutatud hindamissiisteemiga,
— tulemuste analiiiisi,

— tulemuste tolgendust.

HINDAMINE JA TOLGENDAMINE (GPMT ja Buehleri katse)
Vt B osa iildist sissejuhatust (D).

VIITED

Vt B osa iildist sissejuhatust (E).

B.7. KORDUSDOOSI MURGISUS (28 PAEVA, SUUKAUDNE)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (A).
MOISTED

Vt B osa tildist sissejuhatust (B).
VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Testainet manustatakse 28 pdeva jooksul iga pdev suukaudselt astmeliste annustena mitmele katseloomade
rilhmale nii, et iiks rithm saab {thesuguse annuse. Manustamisperioodil jalgitakse loomi iga pdev, et
kontrollida miirgistusnahtude ilmnemist. Katse jooksul surnud loomad lahatakse, katse 16pus surmatakse
ja lahatakse ka ellujdanud loomad.

KVALITEEDINOUDED
Puuduvad.

MEETODI KIRJELDUS
Ettevalmistused

Loomi hoitakse enne katset vahemalt viis pdeva katsele vastavatel pidamis- ja so6tmistingimustel. Noored
terved katseloomad randomiseeritakse enne katset ja jagatakse katserithmadesse. Testitav aine manustatakse
koos s6odaga, sondi kaudu, kapslites voi joogivees. Koiki loomi tuleks kogu katseperioodi viltel annustada
sama meetodi kohaselt. Kui annustamise lihtsustamiseks kasutatakse kandjat voi muid lisandeid, peab olema
kindel, et need ei pohjusta miirgistusnihte. Vajadusel voib kasutada varasemaid andmeid.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

Katsetingimused

Katseloomad

Vastundidustuste puudumisel on eelistatavaks liigiks rott. Kasutada tuleks noori terveid loomi tavapirastest
laboritoos kasutatavatest liinidest ja annustamist tuleks ideaaljuhul alustada enne, kui rott saab kuuenida-
laseks, ning igal juhul enne, kui rott saab kaheksanddalaseks.

Kasutatavate loomade masside erinevus uuringu alguses ei tohiks iiletada + 20 % vastavast keskmisest.

Katseloomade arv ja sugu

Iga uuritavat kontsentratsiooni tuleks katsetada vdhemalt 10 loomal (viiel emas- ja viiel isasloomal).
Emasloomad ei tohiks olla poeginud ega tiined. Kui uuringu jooksul plaanitakse loomi surmata, tuleks
loomade arvu enne uuringu 16ppu surmamisele méiratud loomade arvu vorra suurendada. Lisaks voib
testaine korgeima annusega mojutada 28 pdeva jooksul itht 10 loomaga (viis looma kummastki soost)
satelliitrithma ja jdlgida sellel 14 pdeva jooksul parast kokkupuudet miirgistusnihtude poorduvust, plisivust
voi hilist avaldumist. Kasutatakse ka itht 10 kontroll-loomaga (viis looma kummastki soost) satelliitrithma.

Annusemddrad

Kasutatakse vihemalt kolme annusemdiira ja kontrollannust. Testainega tootlemine vélja arvatud, tuleks
kontrollrithma loomi kohelda samamoodi nagu katserithma loomi. Kui annustamise lihtsustamiseks
kasutatakse kandjat, tuleks kontroll-loomadele manustada kandjat analoogselt katserithmaga ja nad peaksid
saama sama koguse kandjat nagu korgeima annusemdiraga rithm. Korgeim annus peaks pohjustama
miirgistusnahte, kuid ei tohiks pohjustada suremust voi siis peaks suremus olema viike. Minimaalne annus
ei tohiks esile kutsuda thtegi miirgistusndhtu. Kasutuskdlbuliku hinnangulise inimkokkupuute annuse
olemasolul peaks madalaim annus sellest korgem olema. Ideaaljuhul peaks keskmine annusemair pohjusta-
ma minimaalseid tdheldatavaid miirgistusnahte. Rohkem kui ithe vahepealse annuse kasutamisel peaksid
annusemddrad jaotuma nii, et tekkivad mirgistusndhud jaotuvad astmeliselt. Tulemuste usaldusvadrse
hindamise vdimaldamiseks peaks suremus madala ja vahepealsete annuseméddradega ning kontrollrithmades,
kui seda esineb, olema madal.

Testaine manustamisel soodaga voib kasutada nii konstantset kontsentratsiooni soodas (ppm vdi mg/kg
soodas) kui ka looma kehakaalu suhtes konstantset annust; kasutatud variant tuleb dra markida. Testaine
manustamisel sondi kaudu tuleks annus anda iga pdev sarnastel kellaaegadel ja annuseid jark-jargult (iks
voi kaks korda nidalas) reguleerida, et annus jadks looma kehamassi suhtes konstantseks.

Piirsisalduskatse

Kui allpool kirjeldatud meetodile vastav 28-pievane uuring ithe annusemdiraga 1 000 mg/kg kehamassi
kohta pdevas voi korgema, voimaliku teadaoleva inimkokkupuute kontsentratsiooniga seotud annusemdira-
ga ei kutsu esile miirgistusnahte, vib edasise kontrollimise lugeda tarbetuks. Vihemiirgiste ainete puhul on
oluline tagada, et testaine soodaga manustamisel ei takistaks aine kogused ja omadused normaalsete
toitainevajaduste katmist.

Vaatlusperiood

Koiki loomi tuleb iga péev jilgida ja registreerida koik miirgistusndhud ning nende ilmnemise aeg,
raskusaste ja kestus. Miirgistusndhtude ilmnemise ja kadumise ning surma aeg on vdga olulised ja need
tuleks registreerida.
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1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Katse kiik

Ideaaljuhul tuleks loomadele anda testainet 28 pdeva jooksul seitsmel pdeval nidalas. Mis tahes satelliitrith-
ma loomadele, kellega planeeritakse hilisemaid vaatlusi, ei tohiks jirgneva 14 pdeva jooksul ainet
manustada, et kontrollida mirgistusnihtudest paranemist voi nende piisivust.

Vaadelda tuleks muutusi nii nahas ja karvkattes, silmades ja limaskestades kui ka hingamis- ja vere-
ringeelundkonnas, autonoomses ja kesknarvisiisteemis ning somatomotoorses aktiivsuses ja kditumises. Iga
nidal tuleks kontrollida tarbitava sooda kogust (ja testaine joogiveega manustamisel tarbitava joogivee
kogust) ning loomi kord nddalas kaaluda.

Loomi tuleb regulaarselt vaadelda, et voimaluse piirides véltida loomade kadu pohjustel nagu kannibalism,
kudede autoliiiis v6i loomade kaotsiminek nende timberpaigutamisel. Uuringuperioodi 16pus surmatakse ja
lahatakse koik ellujgdnud loomad, v.a satelliitriihma loomad. Surevad ja tdsistes kannatustes voi valudes
loomad tuleks avastamisel korvaldada, humaanselt surmata ja lahata.

Koigile loomadele, sh kontrollrithma loomadele, tehakse katseperioodi 16pus jargmine uuring:

1. hematoloogia, sealhulgas vihemalt hematokrit, hemoglobiini kontsentratsioon, eriitrotsiiiitide arv, leu-
kotstiiitide iild- ja suhtarv ja hiitibimisvdime;

2. kliiniline verebiokeemia, sh vihemalt iiks maksa ja neerude funktsiooni parameeter: alaniini aminotrans-
feraas (varem tuntud glutamaat-piiruvaadi transaminaasina), seerumi aspartaadi aminotransferaas (varem
tuntud glutamaat-oksaloatsetaadi transaminaasina, kusiainelimmastik, albumiin, kreatiniin, ildbilirubiin
ja seerumi iildvalk.

Muud analiiiisindidud, mida voib padeva toksikoloogilise hinnangu andmiseks vaja minna, on: kaltsium,
fosfor, kloriid, naatrium, kaalium, veresuhkur (tithja kohuga), lipiidianaliiiis, hormoonid, happe/aluse
tasakaal, methemoglobiin, koliini esteraasi aktiivsus.

Vajadusel voib vaadeldava toime pohjalikumaks uurimiseks kasutada tdiendavaid kliinilisi biokeemilisi
nditajaid.

Uldlahang

Koik katseloomad tuleks iileni lahata. Vihemalt maks, neerud, neerupealised ja munandid tuleks kohe
parast lahti 15ikamist kuivamise valtimiseks maérjalt kaaluda. Elundid ja koed (maks, neerud, porn,
munandid, neerupealised, siida ja mis tahes muud makropatoloogiliste kahjustustega vdi muutunud
suurusega elundid) tuleks silitada sobivas keskkonnas vdimaliku hilisema histopatoloogilise uuringu jaoks.

Histopatoloogiline uuring

Korgeima annusega rithma ja kontrollrithma loomade siilitatud elundeid ja kudesid tuleks histoloogiliselt
uurida. Korgeima annusega rithmal testainega seostatavate kahjustustega elundeid ja kudesid tuleks kont-
rollida ka koigi madalama annusega rithmade puhul. Voimaliku satelliitrihma loomi tuleks samuti
histoloogiliselt uurida, poorates eriti tdhelepanu nendele elunditele ja kudedele, milles muudes katserithma-
des esines muutusi.

ANDMED

Andmed tuleks esitada kokkuvdtliku tabelina, mis iga katserithma puhul nditab katseloomade arvu selles
katse algul ja igat titipi kahjustustega loomade arvu.

Koiki vaatlustulemusi tuleks hinnata sobiva statistilise meetodi abil. Kasutada voib koiki tunnustatud
statistilisi meetodeid.
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3. ARUANDLUS
3.1. KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— liiki, liini, paritolu, keskkonnatingimusi, toidusedelit jne,

— katsetingimusi,

— annuseid (kandja kasutamisel koos kandjaga) ja kontsentratsioone,
— miirgistusnihtude andmeid soo ja annuse jirgi,

— vdimalusel toimeta annust,

— surmahetke uuringu ajal voi seda, kas loomad jdid kuni surmamiseni ellu,
— miirgistus- vdi muid nahte,

— iga korvalekalde tiheldamise aega ja korvalekalde hilisemat kulgu,
— s060da ja kehamassi andmeid,

— kasutatud hematoloogilisi analiiiise ja koiki nende tulemusi,

— kasutatud kliinilise biokeemia analiiiise ja koiki nende tulemusi,
— lahkamistulemusi,

— koigi histopatoloogiliste leidude iiksikasjalikku kirjeldust,

— vajadusel tulemuste statistilist analiiiisi,

— tulemuste analiiiisi,

— tulemuste tolgendust.
3.2 HINDAMINE JA TOLGENDAMINE
Vt B osa dildist sissejuhatust (D).
4. VIITED

Vt B osa iildist sissejuhatust (E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.8. KORDUSDOOSI MURGISUS (28 PAEVA, SISSEHINGAMISEL)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Katse ldbiviimiseks on kasulik teada aine osakeste suurusjaotust, aururdhku, sulamistemperatuuri, keemis-
temperatuuri, leekpunkti ja (vajadusel) plahvatusohtlikkust.

Vt ka B osa iildist sissejuhatust (A).

MAARATLUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (B).

VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Mitu katseloomade rithma viiakse 28 pieva jooksul iga piev kindlaks ajaks kokkupuutesse testaine
astmeliste kontsentratsioonidega nii, et tiks rithm puutub kokku ithesuguse kontsentratsiooniga. Kui
testainele lisatakse atmosfidris sobiva kontsentratsiooni saavutamiseks kandjat, tuleks kasutada kandja
kontrollrithma. Manustamisperioodil jilgitakse loomi iga pdev, et kontrollida miirgistusnihtude ilmnemist.
Katse jooksul surnud loomad lahatakse, katse 16pus surmatakse ja lahatakse ka ellujdgdnud loomad.

KVALITEEDINOUDED

Puuduvad.

MEETODI KIRJELDUS

Ettevalmistused

Loomi hoitakse enne katset vahemalt viis pdeva katsele vastavatel pidamis- ja so6tmistingimustel. Noored
terved katseloomad randomiseeritakse enne katset ja jagatakse vajalikku arvu katserithmadesse. Sobiva
kontsentratsiooni saavutamiseks atmosfddris voib testainele lisada vajadusel sobivat kandjat. Kui annustamise
lihtsustamiseks kasutatakse kandjat voi muid lisandeid, peab olema kindel, et need ei pdhjusta miirgistus-
nihte. Vajadusel voib kasutada varasemaid andmeid.

Katsetingimused

Katseloomad

Vastuniidustuste puudumisel on eclistatavaks liigiks rott. Kasutada tuleks tavaparaseid laboritoos kasutata-
vaid liine ja noori terveid loomi.

Kasutatavate katseloomade masside erinevus katse alguses ei tohiks iiletada + 20 % vastavast keskmisest.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.2.6.

1.6.3.

Katseloomade arv ja sugu

Igas katseriihmas peaks olema vihemalt 10 looma (viis emas- ja viis isaslooma). Emasloomad ei tohiks olla
poeginud ega tiined. Kui uuringu jooksul plaanitakse loomi surmata, tuleks loomade arvu enne uuringu
16ppu surmamisele médratud loomade arvu vorra suurendada. Lisaks voib testaine korgeima kontsentrat-
siooniga mdjutada 28 pdeva jooksul itht 10 loomaga (viis looma kummastki soost) satelliitrithma ja jdlgida
sellel 14 pédeva jooksul pidrast kokkupuudet miirgistusnihtude poorduvust, piisivust voi hilist avaldumist.
Kasutatakse ka iitht 10 kontroll-loomaga (viis looma kummastki soost) satelliitrithma.

Kokkupuutekontsentratsioon

Kasutatakse vihemalt kolme kontsentratsiooni ja kontrolli vdi kandja kasutamisel kandja kontrolli (mis
vastab kandja kontsentratsioonile testaine korgeimal kontsentratsioonitasemel). Testainega tootlemine vilja
arvatud, tuleks kontrollrithma loomi kohelda samamoodi nagu katseriihma loomi. Kérgeim kontsentrat-
sioon peaks pohjustama miirgistusnihte, kuid ei tohiks pohjustada suremust voi siis peaks suremus olema
viike. Viikseima kontsentratsiooni puhul ei tohiks miirgisust ilmneda. Kasutuskélbuliku hinnangulise
inimkokkupuute kontsentratsiooni olemasolul peaks madalaim kontsentratsioon olema sellest kdrgem.
Ideaaljuhul peaks keskmine kontsentratsioon pdhjustama minimaalseid tdheldatavaid miirgistusnihte. Roh-
kem kui ithe vahepealse kontsentratsiooni kasutamisel peaksid kontsentratsioonitasemed jaotuma nii, et
tekkivad mirgistusndhud jaotuvad astmeliselt. Tulemuste usaldusvaidrse hindamise voimaldamiseks peaks
suremus madala ja vahepealsete annusemairadega ning kontrollrithmades, kui seda esineb, olema madal.

Kokkupuute kestus

Igapdevase kokkupuuteaja kestus peaks olema kuus tundi, kuid spetsiifiliste vajaduste puhul voib vajalik olla
teistsugune kestus.

Seadmed

Loomkatsetes tuleks kasutada hingamisseadet, mis suudab tagada diinaamilise Shuvoo vihemalt 12 taieliku
Shuvahetusega tunnis ning tagab kiillaldase hapnikusisalduse ja homogeense kokkupuutekeskkonna. Kambri
kasutamisel peaks selle ehitus piirama katseloomade iihte kohta kogunemist ja tagama vdimalikult hea
inhalatoorse kokkupuute testainega. Stabiilse kambriatmosfddri tagamiseks ei tohiks katseloomade “maht”
tildjuhul tletada 5 % kambri iildmahust. Kasutada voib viliseid hingamiselundeid, ainult pead voi kogu
keha haaravat individuaalset kambrit; esimesed kaks piiravad testaine sattumist organismi muid teid pidi.

Vaatlusperiood

Koigil katseloomadel tuleb nii kokkupuuteperioodil kui ka taastumisperioodil iga pdev jalgida miirgistus-
ndhtude ilmnemist. Miirgistusndhtude ilmnemise ja kadumise ning surma aeg on viga olulised ning tuleks
registreerida.

Katse kiik

Loomad viiakse testainega kokkupuutesse 28-pievase perioodi jooksul kord pievas, 5-7 pdeval nddalas. Mis
tahes satelliitrithma loomadele, kellega planeeritakse hilisemaid vaatlusi, ei tohiks jargneva 14 paeva jooksul
ainet manustada, et kontrollida miirgistusndhtudest paranemist voi nende piisivust. Katsetemperatuuri tuleks
hoida 22 + 3 °C juures.

Ideaaljuhul tuleks suhteline Shuniiskus hoida 30 % ja 70 % vahel, kuid mdningatel juhtudel (nt katsetes
mdnede aerosoolidega) ei saa seda rakendada. Viikese alaréhu (< 5 mm H,0) kasutamine kambris valistab
testaine lekke @imbritsevasse keskkonda. Siiiia ja juua kokkupuute ajal anda ei tohiks.

Kasutada tuleks analiiiitilise kontsentratsioonijuhtimissiisteemiga diinaamilist hingamisseadet. Sobivate kok-
kupuutekontsentratsioonide leidmiseks on soovitatav teha eelkatse. Ohu voolukiirust tuleks reguleerida nii,
et tingimused on kogu kokkupuutekambri ulatuses homogeensed. Seade peaks voimalikult kiiresti saavuta-
ma stabiilsed kokkupuutetingimused.
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1.6.3.1.

1.6.3.2.

Modta voi kontrollida tuleb:

a) ohu voolukiirust (pidevalt);

=

testaine tegelikku kontsentratsiooni hingamistsoonis. Igapdevase kokkupuute ajal ei tohiks kontsentrat-
sioon keskmise suhtes kdikuda rohkem kui £ 15 %. Monede aerosoolide puhul ei ole nii tipne
reguleerimine siiski voimalik, sellisel juhul on lubatav suurem koikumisvahemik. Kogu katse kestel
tuleks kontsentratsioone pdevast pdeva vdimalikult konstantsena hoida. Aerosoolide puhul tuleks igas
katserithmas vahemalt iiks kord nddalas kontrollida osakeste suurusi;

¢) temperatuuri ja Shuniiskust, vdimalusel pidevalt.

Kokkupuute ajal ja jirel loomi jalgitakse ja vaatlustulemused registreeritakse siistemaatiliselt, iga looma
kohta tuleb pidada eraldi arvestust. Koiki loomi tuleb iga péev jilgida ja registreerida koik miirgistusnahud
ja nende ilmnemise aeg, raskusaste ja kestus. Vaadelda tuleks muutusi nii nahas ja karvkattes, silmades ja
limaskestades kui ka hingamis- ja vereringeelundkonnas, autonoomses ja kesknérvisiisteemis ning somato-
motoorses aktiivsuses ja kaitumises. Loomi tuleks iga niddal kaaluda. Soovitatav on iga nidal moota ka
toidu tarbimist. Loomi tuleb regulaarselt vaadelda, et voimaluse piirides viltida loomade kadu pdhjustel
nagu kannibalism, kudede autoliiis v6i loomade kaotsiminek nende iimberpaigutamisel. Uuringuperioodi
6pus surmatakse ja lahatakse koik ellujidnud loomad, va satelliitrihma loomad. Surevad ja tdsistes
kannatustes voi valudes loomad tuleks avastamisel korvaldada, humaanselt surmata ja lahata.

Koigile loomadele, sh kontrollrithma loomadele, tehakse katseperioodi 16pus jirgmine uuring:

i) hematoloogia, sealhulgas vihemalt hematokrit, hemoglobiini kontsentratsioon, eriitrotsiiiitide arv, leu-
kotstititide iild- ja suhtarv ja hiitibimisvdime;

ii) kliiniline verebiokeemia, sh vihemalt iiks maksa ja neerude funktsiooni parameeter: alaniini aminotrans-
feraas (varem tuntud glutamaat-ptiruvaadi transaminaasina), seerumi aspartaadi aminotransferaas (varem
tuntud glutamaat-oksaloatsetaadi transaminaasina), kusiainelimmastik, albumiin, kreatiniin, tldbilirubiin
ja seerumi {ildvalk.

Muud analiiiisindidud, mida voib padeva toksikoloogilise hinnangu andmiseks vaja minna, on: kaltsium,
fosfor, kloriid, naatrium, kaalium, veresuhkur (tithja kohuga), lipiidianaliiiis, hormoonid, happe/aluse
tasakaal, methemoglobiin ja koliini esteraasi aktiivsus.

Vajadusel voib vaadeldavate miirgistusndhtude pdhjalikumaks uurimiseks kasutada tiiendavaid Kkliinilisi
biokeemilisi naitajaid.

Uldlahang

Koik katseloomad tuleks iileni lahata. Vihemalt maks, neerud, neerupealised, kopsud ja munandid tuleks
kohe peale lahti I6ikamist kuivamise valtimiseks mdrjalt kaaluda. Elundid ja koed (hingamisteed, maks,
neerud, pdorn, munandid, neerupealised, siida ja mis tahes muud makropatoloogiliste kahjustustega voi
muutunud suurusega elundid) tuleks siilitada sobivas keskkonnas voimaliku hilisema histopatoloogilise
uuringu jaoks. Kopsud tuleks eemaldada tervelt, kaaluda ja toodelda koestruktuuri sdilitamiseks sobiva
fiksaatoriga.

Histopatoloogiline uuring

Korgeima kontsentratsiooniga rithma ja kontrollriihma(de) loomade siilitatud elundeid ja kudesid tuleks
histoloogiliselt uurida. Kdrgeima annusega rithmal testainega scostatavate kahjustustega elundeid ja kudesid
tuleks kontrollida ka koigil madalama annusega rithmadel. Voimaliku satelliitriihma loomi tuleks samuti
histoloogiliselt uurida, poodrates eriti tihelepanu nendele elunditele ja kudedele, milles muudes katserithma-
des esines muutusi.

ANDMED

Andmed tuleks esitada kokkuvdtliku tabelina, mis iga katserithma puhul nditab katseloomade arvu selles
katse algul ja igat tiitipi kahjustustega loomade arvu.
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Koiki vaatlustulemusi tuleks hinnata sobiva statistilise meetodi abil. Kasutada voib koiki tunnustatud
statistilisi meetodeid.

3. ARUANDLUS
3.1. KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— liiki, liini, pdritolu, keskkonnatingimusi, toidusedelit jne,
— katsetingimusi:

Katseseadme Kkirjeldust, sealhulgas selle ehitust, tiiiipi, mootmeid, OShuallikat, aerosoolide tekitamise
seadet, kliima reguleerimise meetodit, viljuva dhu tootlemismeetodit ja katsekambri kasutamisel looma-
de katsekambris pidamise meetodit. Kirjeldada tuleks temperatuuri, Shuniiskuse ja vajadusel aerosooli
kontsentratsiooni ja osakeste suurusjaotuse madramise seadmeid.

Andmed kokkupuute kohta:

Andmed tuleks esitada koondtabelina koos vastavate keskmiste ja hajuvuse niitajatega (nt standardhilve)
ning voimalusel peaksid andmed sisaldama jargmist:

a) ohu voolukiirusi hingamisseadmes;
b) temperatuuri ja Shuniiskust;

¢) nimikontsentratsioone (hingamisseadmesse viidud testaine summaarne kogus jagatuna Shu ruumala-
ga)i

d) kandja kasutamisel viimase iseloomu;
¢) tegelikke kontsentratsioone katse hingamistsoonis;
f) masskeskmist aerodiinaamilist diameetrit (MMAD) ja geomeetrilist standardhélvet (GSD):
— miirgistusnihtude andmeid soo ja kontsentratsiooni jirgi,
— surmahetke uuringu ajal voi seda, kas loomad jdid kuni surmamiseni ellu,
— miirgistus- vdi muid nahte; toimeta annust,
— iga korvalekalde tiheldamise aega ja korvalekalde hilisemat kulgu,
— so0da ja kehamassi andmeid,
— kasutatud hematoloogilisi analiiiise ja nende tulemusi,
— kasutatud kliinilise biokeemia analiiiise ja nende tulemusi,
— lahkamistulemusi,
— koigi histopatoloogiliste leidude iiksikasjalikku kirjeldust,
— voimalusel tulemuste statistilist analiiiisi,
— tulemuste analiiiisi,

— tulemuste tolgendust.
3.2 HINDAMINE JA TOLGENDAMINE
Vt B osa iildist sissejuhatust (D).
4. VIITED

Vt B osa tildist sissejuhatust (E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.9. KORDUSDOOSI MURGISUS (28 PAEVA, NAHAKAUDNE)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (A).

MOISTED

Vt B osa iildist sissejuhatust (B).

VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Testainet kantakse 28 pdeva jooksul iga pidev astmeliste annustena mitme rithma katseloomade nahale nii,
et iks rithm saab iihesuguse annuse. Manustamisperioodil jilgitakse loomi iga péev, et kontrollida
miirgistusnahtude ilmnemist. Katse jooksul surnud loomad lahatakse, katse 10pus surmatakse ja lahatakse
ka ellujganud loomad.

KVALITEEDINOUDED

Puuduvad.

MEETODI KIRJELDUS

Ettevalmistused

Loomi hoitakse enne katset vihemalt viis pdeva katsele vastavatel pidamis- ja s6otmistingimustel. Noored
terved katseloomad randomiseeritakse enne katset ja jagatakse katse- ja kontrollrithmadesse. Vahetult enne
katset eemaldatakse piigamise teel katselooma keha seljaosalt karvkate. Kasutada voib ka raseerimist, seda
tuleks teha 24 tundi enne katset. Korduspiigamist voi -raseerimist on tavaliselt vaja ligikaudu nadalaste
vahedega. Karvkatte piigamisel voi raseerimisel tuleb viltida naha marrastamist. Testaine nahale kandmiseks
tuleb vabastada vihemalt 10 % kehapinnast. Vabastatava ala ja katte mootmete valikul tuleks arvesse votta
looma massi. Tahkete, vajadusel peenestatud ainete puhul tuleks testainet nahaga hea kokkupuute saavuta-
miseks niisutada piisava koguse vee voi sobiva kandjaga. Vedelaid testaineid kasutatakse iildjuhul lahjenda-
mata kujul. Testainet kantakse nahale kord pdevas, 5-7 pdeval nidalas.

Katsetingimused

Katseloomad

Kasutada voib tdiskasvanud rotti, kiitilikut voi merisiga. Kasutada voib ka muid liike, kuid seda tuleb
pohjendada.

Kasutatavate katseloomade masside erinevus katse alguses ei tohiks iiletada + 20 % vastavast keskmisest.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Katseloomade arv ja sugu

Iga uuritavat annusemdira katsetakse vihemalt 10 terve nahaga loomal (viiel emas- ja viiel isasloomal).
Emasloomad ei tohiks olla poeginud ega tiined. Kui uuringu jooksul plaanitakse loomi surmata, tuleks
loomade arvu enne uuringu 16ppu surmamisele méidratud loomade arvu vorra suurendada. Lisaks voib
testaine korgeima annusega mdjutada 28 pdeva jooksul itht 10 loomaga (viis looma kummastki soost)
satelliitrithma ja jalgida sellel 14 pdeva jooksul parast kokkupuudet miirgistusnihtude poorduvust, pisivust
voi hilist avaldumist. Kasutatakse ka itht 10 kontroll-loomaga (viis looma kummastki soost) satelliitrithma.

Annusemddrad

Kasutatakse vihemalt kolme annusemdira ja kontrolli voi kandja kasutamisel kandja kontrolli. Kokkupuu-
teperioodi kestus peaks olema vihemalt kuus tundi pdevas. Testainet tuleks peale kanda iga pdev sarnastel
kellaaegadel ja annuseid jirk-jargult (iiks voi kaks korda nidalas) reguleerida, et annus jidks looma
kehamassi suhtes konstantseks. Testainega to6tlemine vilja arvatud, tuleks kontrollrithma loomi kohelda
samamoodi nagu katserithma loomi. Kui annustamise lihtsustamiseks kasutatakse kandjat, tuleks kandja
kontrollrithmale manustada kandjat analoogselt katserithmaga ja nad peaksid saama sama koguse kandjat
nagu korgeima annusemiiraga rithm. Korgeim annus peaks pohjustama miirgistusnihte, kuid ei tohiks
pohjustada suremust voi siis peaks suremus olema viike. Viikseima doosi puhul ei tohiks miirgisust
ilmneda. Kasutuskolbliku hinnangulise inimkokkupuute annuse olemasolul peaks madalaim annus olema
sellest korgem. Ideaaljuhul peaks keskmine annusemdiir pdhjustama minimaalseid tiheldatavaid miirgistus-
ndhte. Rohkem kui ithe vahepealse annuse kasutamisel peaks annusemdirad jaotuma nii, et tekkivad
miirgistusnahud jaotuvad astmeliselt. Tulemuste usaldusvéirse hindamise vdimaldamiseks peaks suremus
madala ja vahepealsete annusemddradega ning kontrollrithmades olema madal.

Kui testaine nahale kandmine toob kaasa tugeva nahairrituse, tuleks kontsentratsioone vahendada; selle
tulemuseks voib olla muude miirgistusndhtude vihenemine voi puudumine korgeima annusemdira kasuta-
misel. Lisaks voib tdsiste nahakahjustuste ilmnemisel olla vaja uuring lopetada ja teha madalamatel
kontsentratsioonidel uus uuring.

Piirsisalduskatse

Kui eelkatse annusemiiraga 1 000 mg/kg vdi kdrgema, véimaliku teadaoleva inimkokkupuute kontsentrat-
siooniga seotud annusemdiraga ei kutsu esile miirgistusndhte, vdib edasise kontrollimise lugeda tarbetuks.

Vaatlusperiood

Koigil katseloomadel tuleb iga péev jilgida miirgistusndhtude ilmnemist. Mirgistusndhtude ilmnemise ja
kadumise ning surma aeg on viga olulised ning tuleks registreerida.

Katse kiik

Loomi tuleks puurides pidada tthekaupa. Testainet kantakse loomade nahale 28 pdeva jooksul, ideaaljuhul 7
pdeval nddalas. Mis tahes satelliitrithma loomadele, kellega planeeritakse hilisemaid vaatlusi, ei tohiks
jargneva 14 pieva jooksul ainet manustada, et kontrollida miirgistusnihtudest paranemist vdi nende
pusivust. Kokkupuute kestus peaks olema vihemalt kuus tundi péevas.

Testaine tuleks kanda iihtlaselt alale, mis moodustab ligikaudu 10 % kogu kehapinnast. Viga miirgiste
ainete puhul voib katta viiksema osa kehapinnast, kuid voimalikult suur osa pinnast tuleks katta
voimalikult Shukese ja iihtlase kihiga.

Testainet tuleks kokkupuuteperioodi jooksul hoida poorse marlisideme ja mittedrritava kleeplindi abil naha
vastas. Manustamiskoht tuleks veel lisaks sobival moel kinni katta, et hoida marlisidet ja testainet paigal ja
viltida testaine allaneelamist katselooma poolt. Et viltida testaine allaneelamist, voib kasutada looma
liikuvust piiravaid vahendeid, kuid looma téielikku fikseerimist ei soovitata. Kasutada vdib ka kaitsekraed.
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1.6.4.

1.6.5.

Kokkupuuteperioodi 16pus tuleks testaine jadk nahalt vdimalusel veega voi muu sobiva puhastusmeetodi
abil eemaldada.

Koiki loomi tuleb iga pdev jilgida ja registreerida koik miirgistusndhud ja nende ilmnemise aeg, raskusaste
ja kestus. Vaadelda tuleks muutusi nii nahas ja karvkattes, silmades ja limaskestades kui ka hingamis- ja
vereringeelundkonnas, autonoomses ja keskndrvisiisteemis ning somatomotoorses aktiivsuses ja kaitumises.
Loomi tuleks iga nddal kaaluda. Soovitatav on iga iga nddal modta ka toidu tarbimist. Loomi tuleb
regulaarselt vaadelda, et voimaluse piirides viltida loomade kadu pohjustel nagu kannibalism, kudede
autoliiis voi loomade kaotsiminek nende timberpaigutamisel. Uuringuperioodi 16pus surmatakse ja laha-
takse koik ellujaanud loomad, v.a satelliitrithma loomad. Surevad ja tosistes kannatustes voi valudes loomad
tuleks avastamisel korvaldada, humaanselt surmata ja lahata.

Koigile loomadele, sh kontrollrithma loomadele, tehakse katseperioodi 16pus jargmine uuring:

1) hematoloogia, sealhulgas vihemalt hematokrit, hemoglobiini kontsentratsioon, eriitrotsiiiitide arv, leu-
kotsiiiitide @ild- ja suhtarv ja hiiibimisvoime;

2) Kliiniline verebiokeemia, sh vihemalt iiks maksa ja neerude funktsiooni parameeter: alaniini aminotrans-
feraas (varem tuntud glutamaat-piiruvaadi transaminaasina), seerumi aspartaadi aminotransferaas (varem
tuntud glutamaat-oksaloatsetaadi transaminaasina, kusiainelimmastik, albumiin, kreatiniin, ildbilirubiin
ja seerumi tldvalk.

Muud analiiiisindidud, mida voib padeva toksikoloogilise hinnangu andmiseks vaja minna, on: kaltsium,
fosfor, kloriid, naatrium, kaalium, veresuhkur (tithja kohuga), lipiidianaliiiis, hormoonid, happefaluse
tasakaal, methemoglobiin ja koliini esteraasi aktiivsus.

Vajadusel voib vaadeldava toime pohjalikumaks uurimiseks kasutada tiiendavaid kliinilisi biokeemilisi
nditajaid.

Uldlahang

Koik katseloomad tuleks iileni lahata. Vihemalt maks, neerud, neerupealised ja munandid tuleks kohe peale
lahti 16ikamist kuivamise viltimiseks mdrjalt kaaluda. Elundid ja koed, st normaalne ja toodeldud nahk,
maks, neerud, pdrn, munandid, neerupealised, siida ja muud sihtelundid (see tdhendab makropatoloogiliste
kahjustustega voi muutunud suurusega elundid) tuleks siilitada sobivas keskkonnas voéimaliku hilisema
histopatoloogilise uuringu jaoks.

Histopatoloogiline uuring

Korgeima annusega rithma ja kontrollrithma loomade siilitatud elundeid ja kudesid tuleks histoloogiliselt
uurida. Korgeima annusega rithmal testainega seostatavaid kahjustusi sisaldavaid elundeid ja kudesid tuleks
kontrollida ka koigil madalama annusega rithmadel. Voimaliku satelliitrithma loomi tuleks samuti histoloo-
giliselt uurida, poorates eriti tdhelepanu nendele elunditele ja kudedele, milles muudes katserithmades esines
muutusi.

ANDMED

Andmed tuleks esitada kokkuvdtliku tabelina, mis iga katserithma puhul nditab katseloomade arvu selles
katse algul ja igat tutipi kahjustustega loomade arvu.

Koiki vaatlustulemusi tuleks hinnata sobiva statistilise meetodi abil. Kasutada voib koiki tunnustatud
statistilisi meetodeid.
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3.2

ARUANDLUS
KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— katseloomade kohta kiivaid andmeid (liiki, liini, péritolu, keskkonnatingimusi, toidusedelit jne),

katsetingimusi (sealhulgas sideme tiitipi: oklusiivside voi tavaline side),
annuseid (kandja kasutamisel koos kandjaga) ja kontsentratsioone,
vdimalusel toimeta annust,

miirgistusndhtude andmeid soo ja annuse jargi,

surmahetke katse ajal voi seda, kas loomad jdid kuni surmamiseni ellu,
mirgistus- vo6i muid nihte,

iga korvalekalde tiheldamise aega ja korvalekalde hilisemat kulgu,
so0da ja kehakaalu andmeid,

kasutatud hematoloogilisi analiiiise ja nende tulemusi,

kasutatud kliinilise biokeemia analiitise ja nende tulemusi,
lahkamistulemusi,

koigi histopatoloogiliste leidude iiksikasjalikku kirjeldust,

voimalusel tulemuste statistilist kasitlust,

tulemuste analiiisi,

tulemuste tolgendust.

HINDAMINE JA TOLGENDAMINE

Vt B osa dildist sissejuhatust (D).

VIITED

Vt B osa iildist sissejuhatust (E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.2.

B.10. MUTAGEENSUS (IN VITRO TSUTOGENEETILINE KATSE IMETAJATE RAKKUDEGA)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (A).
MAARATLUS

Vt B osa ildist sissejuhatust (C).
VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

See in vitro tsiitogeneetiline katse on lithiajaline mutageensuse katse struktuuriliste kromosoomaberratsioo-
nide avastamiseks kultiveeritud imetajarakkudes. Kasutada voib nii pisirakuliinide kui ka algrakkude
kultuure. Parast kokkupuudet uuritavate kemikaalidega koos sobiva metaboolse aktivaatoriga voi ilma selleta
toodeldakse rakukultuure kdavi inhibiitoritega, nt kolhitsiiniga, et koguda rakud metafaasilaadsesse mitoosi-
faasi (c-metafaasi). Rakud kogutakse sobival ajal ja valmistatakse kromosoomipreparaadid. Preparaadid
vérvitakse ja uuritakse metafaasis rakkudes kromosoomaberratsioonide esinemist.

KVALITEEDINOUDED
Puuduvad.
MEETODI KIRJELDUS

Preparaadid

Rakud

Kasutada voib nii piisirakuliine kui ka algrakkude kultuure, nt hiina hamstri rakke ja inimese liimfotsiiiite.
Uuritavad kemikaalid valmistatakse ette sootmes voi lahustatakse enne rakkude tootlemist sobivas kandjas.

Metaboolne aktivaator

Rakud tuleks uuritava ainega kokkupuutesse viia nii sobiva metaboolse aktivaatori juuresolekul kui ka ilma
selleta. Levinuim aktivaator on ensiitimiindutseerijatega mdjutatud nériliste maksadest valmistatud, kaasmo-
juriga tdiendatud postmitokondriaalne fraktsioon.

Katsetingimused

Kultuuride arv:

Iga katsepunkti kohta kasutatakse viahemalt kahte kultuuri.

Negatiivse ja positiivse kontrolli kasutamine:

Negatiivsete kontrollidena kasutatakse lahustit (kui lahusti ei ole s6ode voi vesi), maksaensiiiim-aktivaator-
segu, maksaensiitim-aktivaatorsegu koos lahustiga ja tootlemata kontrolle.
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1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

1.6.3.3.

Igas katses kasutatakse ka positiivset kontrolli; maksaensiiiim-aktivaatorsegu kasutamisel uuritava kemikaali
aktiveerimiseks tuleb ka positiivse kontrollina kasutada teadaolevalt metaboolset aktiveerimist vajavat
tihendit.

Annusemddr:

Kasutatakse vihemalt kolme katseithendi annusemddra vihemalt tihelogaritmiliste vahedega. Korgeim annus
peaks inhibeerima mitootilist aktiivsust umbes 50 % vorra vdi kutsuma esile muid tsiitotoksilisuse nahte.
Kui testaine ei ole miirgine, tuleks seda uurida lahustuvuse piirini voi korgeima kontsentratsioonini
5 mg/ml.

Kultiveerimistingimused:

Kasutatakse sobivat s6det ja inkubeerimistingimusi (nt temperatuuri, kultiveerimisndusid, CO, kontsentrat-
sioone ja niiskust).

Katse kiik

Kultuuride valmistamine

Piisirakuliinid: rakud voetakse tiivikultuuridest (nt triipsiiniga tootlemisel voi loksutamisel), kiilvatakse
sobiva tihedusega kultiveerimisndudesse ja inkubeeritakse 37 °C juures.

Inimese limfotsiiiidid: fiitohemaglutiniini, vasika looteseerumit ja antibiootikume sisaldavale so6tmele
lisatakse hepariniseeritud tdisveri ja inkubeeritakse 37 °C juures.

Kultuuride tootlemine katseiihendiga

i) Tootlemine ilma maksaensiiiim-aktivaatorseguta

Koik tootlemised peaksid kestma vihemalt tihe tdieliku rakutsiikli ning fikseerimismeetodid peavad
tagama tsiikli eri faasides toodeldud rakkude analiiiisimise esimeses tootlemisjargses mitoosis.

Kui to6tlemise kestus on lithem kui iiks téielik rakutsiikkel, valitakse sellised fikseerimisajad, et saadakse
tootlemise ajal rakutsiikli eri faasides, st G, S ja G, olnud rakud.

Uuritav kemikaal lisatakse piisirakuliinide kultuuridele eksponentsiaalses kasvufaasis. Inimese limfotsiidi-
tide kultuure toodeldakse poolsiinkroonses olekus.

i) Tootlemine maksaensiiiim-aktivaatorseguga

Kokkupuude katseiihendi ja aktivaatoriga peaks kestma voimalikult kaua, avaldamata seejuures rakkudele
miirgist moju. Kui tootlemise kestus on miirgise moju tdttu lithem kui iiks tdielik rakutsiikkel, valitakse
sellised fikseerimisajad, et saadakse to6tlemise ajal rakutsiikli eri faasides, st G, SjaG, olnud rakud.

Rakkude kogumine:

Rakukultuure toodeldakse enne rakkude kogumist sobiva aja kestel kéavi inhibiitoriga. Iga kultuuri puhul
kogutakse ja toodeldakse rakke kromosoomide ettevalmistamiseks eraldi. Rakke tuleb koguda vihemalt kaks
korda. Soovitatav on, et esimene kord leiab aset ligikaudu iihe rakutsiikli jdrel ja teine hiljem. See peab
tagama koigi rakutsiikli faaside haaramise ja arvestama rakutsiikli voimaliku aeglustumisega.

Kromosoomipreparaat

Kromosoomipreparaatide valmistamiseks toodeldakse rakke hiipotoonilise lahusega, fikseeritakse need,
viiakse materjal objektiklaasile ja virvitakse.
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3.1.

3.2

Analiiiis:

Igas kultuuris uuritakse kromosoomaberratsioonide esinemist vdhemalt 100 héstiprepareeritud metafaasil.
Objektiklaasid kodeeritakse enne analiiiisi. Inimese liimfotsiiitides analiiiisitakse ainult 46 tsentromeeriga
metafaase.

Piisirakuliinides analiiiisitakse ainult normaalarvu + 2 tsentromeeriga metafaase.

Lisaks tuleks iga annusemdira katsetamisel hinnata mitootilist indeksit vdi monda muud tsiitotoksilisuse
nditajat.

ANDMED

Andmed esitatakse tabelina. Kdigi t66deldud ja kontrollkultuuride kohta tuuakse eraldi vilja kromatiidsed
(tihikud, murrud, vahetused) ja kromosoomsed (nt tithikud, murrud, atsentrilised fragmendid, ringid,
ditsentrikud, poliitsentrikud) aberratsioonid ja aberrantsete metafaaside arv.

Andmeid hinnatakse asjakohaste statistiliste meetodite abil.
Katse tulemusi tuleb vorrelda paralleelsete negatiivsete kontrollidega.

Tehakse vihemalt kaks soltumatut katset. Kui see on teaduslikult pohjendatav, voib piisata ka iihest katsest.
Teist katset ei ole vaja labi viia esimesega identsel moel. Vastupidi, kasulikumate andmete saamise huvides
voib eelistada moningate katseparameetrite muutmist.

ARUANDLUS
KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab vdimalusel jargmisi andmeid:
— kasutatud rakke,

— katsetingimusi: s66tme koostist, CO, kontsentratsiooni, inkubeerimistemperatuuri, inkubeerimisaega,
annuseid, tootlemisaega, kddvi inhibiitoriga tootlemise kestust ja kasutatud kontsentratsiooni, kasutatud
maksaensiitim-aktivaatorsegu tiitipi, positiivseid ja negatiivseid kontrolle,

— rakukultuuride arvu,
— analiiiisitud metafaaside arvu (eraldi andmetega iga kultuuri kohta),
— mitootilist indeksit vdi monda muud tsiitotoksilisuse nditajat,

— aberratsioonide tiiipi ja arvu eraldi koigi toodeldud ja kontrollkultuuride kohta, kromosoomide
normaalarvu kasutatud piisirakuliinides,

— statistilist hinnangut,

— tulemuste analiiiisi,

— tulemuste tolgendust.
HINDAMINE JA TOLGENDAMINE
Vt B osa iildist sissejuhatust (D).
VIITED

Vt B osa iildist sissejuhatust (E).
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B.11. MUTAGEENSUS (IN VIVO TSUTOGENEETILINE KATSE IMETAJATE LUUUDIGA, KROMOSOOMI-
ANALUUS)

1. MEETOD
1.1. SISSEJUHATUS

Vt B osa tildist sissejuhatust (A).
1.2 MAARATLUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (C).

1.3. VORDLUSAINED
Puuduvad.
1.4. KATSEMEETODI POHIMOTE

See in vivo tsiitogeneetiline katse on lithiajaline mutageensuse katse struktuuriliste kromosoomaberratsioo-
nide avastamiseks. Kromosoomaberratsioone hinnatakse tavaliselt esimestes tootlemisjargsetes mitoosides.
Keemiliste mutageenide puhul on enamik tekkivatest aberratsioonidest kromatiidsed.

Kiesoleva meetodi kohaselt uuritakse sobival moel katsetatavate kemikaalidega kokkupuutesse viidud ja
jarjestikuste ajavahemike jdrel surmatud imetajate luuiidi rakke. Enne surmamist mdjutatakse loomi veel
kdavi inhibiitoritega, nt kolhitsiiniga, et koguda rakud metafaasilaadsesse mitoosifaasi (c-metafaasi). Rakku-
dest valmistatakse 6hu kdes kuivatatud kromosoomipreparaadid, need virvitakse ja neis uuritakse mikro-
skoopiliselt kromosoomaberratsioonide esinemist.

1.5. KVALITEEDINOUDED
Puuduvad.

1.6. MEETODI KIRJELDUS

1.6.1. Preparaadid

Uuritavad kemikaalid lahustatakse fiisioloogilises soolalahuses. Kui need selles ei lahustu, lahustatakse voi
suspendeeritakse need sobivas kandjas.

Kasutatakse katsetthendi vérskeid lahuseid. Kui annustamise lihtsustamiseks kasutatakse kandjat, ei tohi see
avaldada segavat ega miirgist moju.

1.6.2. Katsetingimused

1.6.2.1. Katseloomad

Kasutatakse narilisi, nagu rotte, hiiri voi hiina hamstreid. Téiskasvanud noored terved katseloomad
randomiseeritakse ja jagatakse katse- ja kontrollrithmadesse.

1.6.2.2. Katseloomade arv ja sugu

Katse- ja kontrollrithmas kasutatakse vihemalt viit emas- ja viit isaslooma. Seega kui katseplaan nieb ette
mitut mojutamisjirgset analiiiisi, surmatakse iga kord igas rithmas 10 looma.

Positiivse kontrollrithma puhul piisab iihest proovivétust.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Manustamistee

Katseiihendeid tuleks iildjuhul manustada ainult iihel korral. Toksikoloogiliste andmete pdhjal voib otsusta-
da ka korduvmanustamise kasuks. Korduvmanustamist tuleks siiski kasutada ainult juhul, kui katseiithend ei
avalda luuiidile tsiitotoksilist moju. Tavalisteks manustamisteedeks on suukaudne manustamine ja kohukel-
mesisene injektsioon. Kohased voivad olla ka muud manustamisteed.

Negatiivse ja positiivse kontrolli kasutamine

Positiivse kontrollina kasutatakse teadaolevat in vivo kromosoomaberratsioone pohjustavat iihendit; koik
katsed nievad ette ka negatiivse (lahusti) kontrollrithma.

Annusemddr

Baastestis kasutatakse iihte katseithendi annust — korgeimat talutavat annust vdi annust, mille puhul
ilmnevad moningased tsiitotoksilisuse margid (nt mitoosi osaline inhibeerumine).

“Mittemiirgiste” iihendite puhul uuritakse ithe manustamiskorra jirel korgeimat (piir-)Jannust 2 000 mg/kg.

Korduva annustamisega skeemi puhul on piirannuseks 1 000 mg/kg kehakaalu kohta pievas.

Teaduslikel kaalutlustel vaib kasutada veel tiiendavaid annusemiirasid.

Kui katset kasutatakse kontrollmeetodina, tuleb kasutada veel vihemalt kahte annusemiira.

Katse kiik

Katse vdib teha kahel viisil:

i) loomi mojutatakse iihel korral katseithendi kdrgeima talutava annusega. Esimesel korral voetakse
proovid 24 tundi peale mojutamist. Kui selles etapis on tulemused selgelt positiivsed, vdivad edasised
proovid olla tarbetud. Kui tulemused on aga negatiivsed vdi ebaselged, kuna uuritav kemikaal v&ib
mdjutada rakutsiikli kineetikat, tuleb kasutada iiht varasemat ja iiht hilisemat proovivotmist, asjakohase
vahega 6—48 tundi.

Taiendavate annusemdairade kasutamisel voetakse proovid eriti tundlikel ajahetkedel voi kui need ei ole
teada, siis 24 tundi peale mojutamist;

—
=3
=

kui farmakokineetiliste ja metabolismi andmete pohjal on ndidustatud korduva annustamisega skeem,
voib kasutada korduvaid annuseid, proovid tuleks votta 6 ja 24 tundi peale viimast annust.

Luuiidipreparaat:

Enne surmamist siistitakse loomadele kohukelmesiseselt sobiv annus kiivi inhibiitorit, et saada kiillaldane
arv c-metafaasis rakke. Luuiidi saadakse dsja surmatud loomade reieluudest isotoonilise lahusega pesemisel.
Pirast asjakohast hiipotoonilist tootlust rakud fikseeritakse ja materjal kantakse objektiklaasidele. Parast 6hu
kies kuivatamist preparaadid virvitakse.

Analiiiis:

Objektiklaasid kodeeritakse enne mikroskoopilist analiiiisi. Iga looma kohta uuritakse struktuuriliste
kromosoomaberratsioonide esinemist vihemalt 50 héstiprepareeritud metafaasil tdisarvu tsentromeeridega.
Lisaks voib iga looma kohta méirata mitootilised indeksid.
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2. ANDMED

Andmed esitatakse tabelina. Koigi mdojutatud ja kontroll-loomade puhul loetletakse eraldi kromatiidsed ja
isokromatiidsed aberratsioonid (tithikud, murrud, vahetused) ja mitootilised indeksid, kui neid mddrati.
Koigi mojutatud ja kontroll-loomade puhul loetletakse eraldi ka keskmised viddrtused ja standardhilbed.
Andmeid hinnatakse asjakohaste statistiliste meetodite abil.

3. ARUANDLUS
3.1. KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab vdimalusel jargmisi andmeid:
— kasutatud katseloomade liiki, liini ja vanust,
— kummastki soost loomade arvu katse- ja kontrollrithmades,

— katsetingimusi: annustamis- ja proovivotuskeemi iiksikasjalikku kirjeldust, annuseid, tootlemisaega, kaavi
inhibiitoriga tootlemise kestust ja kasutatud kontsentratsiooni,

— analiiiisitud metafaaside arvu looma kohta,

— mitootilisi indekseid, kui neid mairati,

— aberratsioonide iseloomu ja arvu iga mdjutatud ja kontroll-looma puhul eraldi,
— uuringu ajal ilmnenud miirgistusnihte,

— statistilist hinnangut,

— tulemuste analiiiisi,

— tulemuste tdlgendust.
3.2. HINDAMINE JA TOLGENDAMINE
Vt B osa iildist sissejuhatust (D).
4. VIIDE

Vt B osa tildist sissejuhatust (E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

B.12. MUTAGEENSUS (MIKROTUUMA KATSE)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (A).

MAARATLUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (C).

VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Mikrotuumade katse on lithikese kestusega in vivo katse kemikaalidest tingitud struktuuriliste kromosoomi-
kahjustuste vdi mitootilise mehhanismi kahjustuste avastamiseks imetajatel. Meetodi aluseks on mikro-
tuumade arvu kasv mojutatud katseloomade politkromaatsetes eriitrotsiiiitides vorreldes kontroll-loomadega.

Mikrotuumad tekivad kromosoomifragmentidest voi tervetest kromosoomidest, mis on mitoosis maha
jaanud. Kui eriitroblastid arenevad eriitrotsiiiitideks, heidetakse pdhituum vilja, kuid mikrotuum voib jiida
tsiitoplasmasse. Katses kasutatakse sobival teel testainega kokku puutunud labori-imetajate luuiidist saadud
noori politkromaatseid ertitrotsiiiite. Luuiidi ekstraheeritakse, valmistatakse digepreparaadid ja virvitakse
need. Mikroskoobi all loetakse mikrotuumad politkromaatsetes eriitrotsiiiitides ja médratakse politkromaat-
sete/normokromaatsete eriitrotsiiiitide suhe.

KVALITEEDINOUDED

Puuduvad.

MEETODI KIRJELDUS

Preparaadid

Uuritavad kemikaalid lahustatakse isotoonilises lahuses. Kui need selles ei lahustu, lahustatakse voi
suspendeeritakse need sobivas kandjas. Kandja kasutamisel ei tohi see avaldada katseiihendile segavat ega
miirgist moju. Uldjuhul kasutatakse katseiihendi vérskeid lahuseid.

Katsetingimused

Katseloomad

Soovitatav on kasutada hiiri, kuid kasutada voib ka muid imetajaid. Tdiskasvanud noored terved katseloo-
mad randomiseeritakse ja jagatakse katse- ja kontrollrithmadesse.

Katseloomade arv ja sugu

Katse- ja kontrollrithmas kasutatakse vahemalt viit emas- ja viit isaslooma. Seega kui katseplaan nieb ette
mitut mdjutamisjirgset analiiisi, surmatakse iga kord igas rithmas 10 looma. Positiivse kontrollrithma
puhul piisab ithest proovivotust.
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1.6.2.3. Manustamistee

Katseithendeid tuleks tildjuhul manustada ainult iihel korral. Toksikoloogiliste andmete pohjal voib otsusta-
da ka korduvmanustamise kasuks. Korduvmanustamist tuleks siiski kasutada ainult juhul, kui katseiithend ei
avalda luuiidile tsiitotoksilist moju. Tavalisteks manustamisteedeks on suukaudne manustamine ja kdhukel-
mesisene injektsioon. Kohased voivad olla ka muud manustamisteed.

1.6.2.4. Negatiivse ja positiivse kontrolli kasutamine

Igas katses kasutatakse nii positiivset kui ka negatiivset (lahusti) kontrolli.

1.6.2.5. Annusemddr

Baastestis kasutatakse iihte katseithendi annust — korgeimat talutavat annust voi annust, mille puhul
ilmnevad moningased tsiitotoksilisuse miérgid, nt muutus polikkromaatsete/normokromaatsete eriitrotsiiiitide
suhtes.

“Mittemiirgiste” iihendite puhul uuritakse iihe manustamiskorra jarel korgeimat (piir-) annust 2 000 mg/kg.

Korduva annustamisega skeemi puhul on piirannuseks 1 000 mg/kg kehamassi kohta péevas.

Teaduslikel kaalutlustel voib kasutada veel tdiendavaid annusemairasid.

Kui katset kasutatakse kontrollmeetodina, tuleb kasutada veel vihemalt kahte annusemaira.

1.6.3. Katse kiik

Katse voib teha kahel viisil:

(i) loomi mojutatakse katseithendiga ithel korral. Proovide votmise aeg peaks kokku langema maksimaalse
reaktsiooniga katses, mis voib aga katseithendist olenevalt olla erinev. Seetdttu vdetakse luuiidi proove
vihemalt kahel korral, esimene kord kdige varem 12 tundi pirast kokkupuudet ja viimane kord
hiljemalt 48 tundi pdrast kokkupuudet.

Taiendavate annusemadrade kasutamisel voetakse proovid korgeima tundlikkusega ajal voi kui see ei ole
teada, 24 tundi pdrast mojutamist;

kui farmakokineetiliste ja metabolismi andmete pdhjal on ndidustatud korduva annustamisega skeem,
voib kasutada korduvaid annuseid, proove tuleks votta iihel korral, kdige varem 12 tundi pérast viimast
annust.

(ii

Luuiidipreparaat

Luuiidi saadakse dsja surmatud loomade reieluudest vasika looteseerumiga pesemisel. Rakud sadestatakse
tsentrifuugimisel ja supernatant korvaldatakse. Homogeense rakususpensiooni tilgad kantakse objektiklaasi-
dele ja madritakse laiali. Parast ohu kées kuivatamist preparaadid vérvitakse.

Analiliis:

Objektiklaasid kodeeritakse enne mikroskoopilist analiitisi. Mikrotuumade esinemist uuritakse vihemalt
1 000 politkromaatses eriitrotsiiiidis looma kohta.

Iga looma puhul méiratakse normokromaatsete/politkromaatsete ertitrotsiiiitide suhe, loendades kokku
1000 eriitrotsiiiiti.
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2. ANDMED

Andmed esitatakse tabelina. Iga katse- ja kontroll-looma puhul esitatakse eraldi polikkromaatsete eriitrot-
stiiitide arv, mikrotuumadega politkromaatsete eriitrotsiititide arv ja mikrotuumadega rakkude protsentuaal-
ne osakaal, samuti politkromaatsete/normokromaatsete eriitrotsiititide suhe. Koigi mdjutatud ja kontroll-
loomade puhul tuuakse eraldi vilja ka keskmised véartused ja standardhilbed. Toodud andmeid hinnatakse
asjakohaste statistiliste meetodite abil.

3. ARUANDLUS
3.1. KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab vdimalusel jargmisi andmeid:
— kasutatud katseloomade liiki, liini ja vanust,
— kummastki soost loomade arvu katse- ja kontrollrithmades,

— katsetingimusi: annustamis- ja proovivotuskeemi tdpset kirjeldust, annuseid, miirgisusandmeid ning
negatiivseid ja positiivseid kontrolle,

— mikrotuumade loendamiskriteeriume,
— voimalusel annuse/toime sdltuvust,
— katsete ajal ilmnenud miirgistusnahte,
— statistilist hinnangut,
— tulemuste analiiiisi,
— tulemuste tolgendust.

3.2 HINDAMINE JA TOLGENDAMINE
Vt B osa iildist sissejuhatust (D).

4. VIITED

Vt B osa iildist sissejuhatust (E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

B.13. MUTAGEENSUS (ESCHERICHIA COLI - POORDMUTATSIOONIKATSE)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (A).

MAARATLUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (C).

VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Escherichia coli triiptofaani (trp) operoni revertatsioonikatse on mikroobne katse, kus moddetakse trp —»
trp* reverteerumist organismi genoomis punktmutatsioone esile kutsuvate kemikaalide mdjul.

Bakterid viiakse uuritavate kemikaalidega kokkupuutesse nii koos sobiva metaboolse aktivaatoriga kui ka
ilma selleta. Pdrast kohase kestusega inkubatsiooni minimaalso6tmel spontaanselt reverteerunud kolooniad
loendatakse ja tulemust vorreldakse nende arvuga tootlemata jafvdi lahusti kontrollkultuuris.

KVALITEEDINOUDED

Puuduvad.

MEETODI KIRJELDUS

Katse labiviimisel voib kasutada kaht meetodit: 1) eelinkubeerimismeetodit ja 2) vahetu kokkusegamise
meetodit, kus bakterid ja uuritav aine segatakse kiilviagaris ja valatakse selektiivsele agariplaadile.

Ettevalmistused

Bakterid

Baktereid kasvatatakse 37 °C juures hilise eksponentsiaalse voi varase statsionaarse kasvu faasini. Ligikaudne
rakutihedus peaks olema 10°-10° rakku milliliitris.

Metaboolne aktiveerimine

Bakterid tuleks uuritava ainega kokkupuutesse viia nii sobiva metaboolse aktivaatori juuresolekul kui ka
ilma selleta. Levinuim aktivaator on ensiiimiindutseerijatega mdjutatud nériliste maksadest valmistatud,
kaasmdjuriga tdiendatud postmitokondriaalne fraktsioon.
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1.6.2. Katsetingimused
1.6.2.1. Kasutatavad tiived
Kasutada tuleks kolme tiive, WP2, WP2 uvr A ja WP2 uvr A pKM 101. Kasutada tuleb tuntud tivikultuuri
valmistamise ja siilitamise meetodeid. Kontrollida tuleb tiivede ndudeid kasvukeskkonnale ja geneetilisi
tunnusandmeid, nende tundlikkust UV-kiirguse ja mitomiitsiin C suhtes ning tiive WP2 uvr A pKM 101
vastupidavust ampitsilliini suhtes. Samuti peaks spontaansete revertatsioonide esinemine tivedel jidma
ootusparasesse vahemikku.
1.6.2.2. Soode
Kasutatakse mutantide ekspressiooniks ja selektsiooniks kohast soodet sobiva kiilviagariga.
1.6.2.3. Negatiivse ja positiivse kontrolli kasutamine
Noutavad on paralleelsed tootlemata ja lahusega kontrollkatsed. Vajalikud on ka positiivsed kontrollkatsed,
seda kahel eesmargil:
i) bakteritiivede tundlikkuse kontrollimiseks.
Katsetes ilma metaboolse aktivatsioonita vaib positiivsete kontrollidena kasutada metiiiilmetaansulfonaati,
4-nitrokinoliinoksiidi voi etiitilnitrosouuread;
ii) vastava metaboliseerija aktiivsuse tagamiseks.
Koigil tiivedel kasutatava metaboliseerija aktiivsuse kontrollimisel kasutatakse positiivse kontrollainena 2-
aminoantratseeni. Voimalusel tuleks positiivse kontrollainena kasutada uuritava kemikaaliga samast
ihendiklassist ainet.
1.6.2.4. Testaine kogus plaadil
Kontrollitakse vihemalt viit uuritava kemikaali kogust, poolelogaritmiliste vahedega plaatide vahel. Aineid
kontrollitakse lahustuvuse voi miirgisuse piirini. Miirgisuse indikaatoriks on spontaansete revertatsioonide
arvu vihenemine, lauskultuuri kadumine voi to6deldud kultuuride elumuse aste. Mittemiirgiseid kemikaale
tuleks enne aine negatiivseks lugemist kontrollida koguseni 5 mg plaadi kohta.
1.6.2.5. Inkubeerimistingimused
Plaate inkubeeritakse 37 °C juures 48-72 tundi.
1.6.3. Katse kiik

Ensiiiimaktivatsioonita vahetu kokkusegamise meetodi puhul lisatakse 2 ml kiilviagarile uuritav kemikaal ja
0,1 ml varsket bakterikultuuri. Metaboolse aktivatsiooniga katsetes lisatakse kiilviagarile pérast uuritava
kemikaali ja bakterite lisamist 0,5 ml maksaensiitim-aktivaatorsegu, mis sisaldab kiillaldast kogust postmi-
tokondriaalset fraktsiooni. Molema katsuti sisu segatakse ja valatakse selektiivsele agariplaadile. Vedelal agaril
lastakse tahkestuda ja inkubeeritakse plaate 37 °C juures 48-72 tundi. Inkubatsiooniperioodi 16pus
loendatakse igal plaadil reverteerunud kolooniad.

Eclinkubatsiooniga meetodi kohaselt inkubeeritakse uuritavat kemikaalisegu enne 2 ml kiilviagari lisamist
0,1 ml virske bakterikultuuri ja sobiva koguse maksaensiiim-aktivaatorseguga vdi samasuguse koguse
puhvriga. Ulejadnud katseprotseduur on analoogne otse sootmele kandmise meetodiga.

Koik kiilvid tehakse molema meetodi kohaselt kolme paralleelina.
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3.2

ANDMED

Nii kontroll- kui ka toodeldud seeria kohta esitatakse reverteerunud kolooniate arv plaadi kohta. Nii
uuritava kemikaali kui ka kontrollainete kohta tuleks esitada iiksikute plaatide tulemused, keskmine
reverteerunud kolooniate arv plaadi kohta ja vastav standardhilve.

Toodud andmeid tuleks hinnata asjakohaste statistiliste meetodite abil.

Tehakse vihemalt kaks soltumatut katset. Teist katset ei ole vaja libi viia esimesega identselt. Vastupidi,
kasulikumate andmete saamiseks voib moningaid katseparameetreid muuta.

ARUANDLUS
KATSEARUANNE
Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— kasutatud bakterit ja tiive,

— katsetingimusi: annuseid, miirgisust, sootme koostist, to6tlemisprotseduure (eelinkubatsioon, inkubat-
sioon), metaboolset aktivaatorit, vordlusaineid, negatiivseid kontrolle,

— iiksikute plaatide tulemusi, keskmist reverteerunud kolooniate arvu plaadi kohta ja vastavat standard-
hilvet, vdimalusel annuse/toime sdltuvust,

— tulemuste analiiiisi,

— tulemuste tdlgendust.
HINDAMINE JA TOLGENDAMINE
Vt B osa iildist sissejuhatust (D).
VIITED

Vt B osa ildist sissejuhatust (E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.14. MUTAGEENSUS (SALMONELLA TYPHIMURIUM - POORDMUTATSIOONIKATSE)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (A).
MAARATLUS

Vt B osa iildist sissejuhatust (C).
VORDLUSAINED

Puuduvad.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Salmonella typhimurium’i histidiini (his) operoni revertatsioonikatse on mikroobne katse, kus mdddetakse his
—> his” reverteerumist organismi genoomis aluseasendus- voi raaminihkemutatsioone esile kutsuvate
kemikaalide mdjul.

Bakterid viiakse uuritavate kemikaalidega kokkupuutesse nii koos sobiva metaboolse aktivaatoriga kui ka
ilma selleta ja kiilvatakse minimaalsootmele. Pirast kohase kestusega inkubatsiooni spontaanselt reverteeru-
nud kolooniad loendatakse ja tulemust vorreldakse nende arvuga tootlemata ja/voi lahusti kontrollkultuuris.

KVALITEEDINOUDED
Puuduvad.
MEETODI KIRJELDUS

Preparaadid

Bakterid

Virskeid bakterikultuure kasvatatakse 37 °C juures hilise eksponentsiaalse voi varase statsionaarse kasvu
faasini. Ligikaudne rakutihedus peaks olema 10%-10° rakku milliliitris.

Metaboolne aktiveerimine

Bakterid tuleks uuritava ainega kokkupuutesse viia nii sobiva metaboolse aktivaatori juuresolekul kui ka
ilma selleta. Levinuim aktivaator on ensiiimiindutseerijatega mdjutatud nériliste maksadest valmistatud,
kaasmdjuriga tdiendatud postmitokondriaalne fraktsioon.

Katsetingimused

Kasutatavad tiived

Kasutatakse vidhemalt nelja tiive TA 1535, TA 1537 vdi TA 97, TA 98 ja TA 100; lisaks voib kasutada
muid tiivesid, nagu TA 1538 ja TA 102. Kasutada tuleb tuntud tivikultuuri valmistamise ja siilitamise
meetodeid. Kontrollida tuleb tiivede ndudeid kasvukeskkonnale ja geneetilisi tunnusandmeid, nende tund-
likkust UV-kiirguse ja heksametiiiilpararosaniliini suhtes ning vastupidavust ampitsilliini suhtes. Samuti
peaks spontaansete revertatsioonide esinemine tiivedel jadma ootuspirasesse vahemikku.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Séode

Kasutatakse sobivat selektiivset soodet sobiva kiilviagariga.

Negatiivse ja positiivse kontrolli kasutamine

Noutavad on paralleelsed tootlemiseta ja lahusega kontrollkatsed. Vajalikud on ka positiivsed kontrollkatsed,
seda kahel eesmirgil:

i) bakteritiivede tundlikkuse kontrollimiseks.

Katsetes ilma metaboolse aktivaatorita vdib kasutada jargmisi tthendeid.

Tivi Reverteeriv ithend

TA 1535, TA 100 Naatriumasiid

TA 1538, TA 98, TA 97 2-nitrofluoreen

TA 1537 9-aminoakridiin

TA 102 kumeenvesinikperoksiid

i) vastava metaboliseerija aktiivsuse kontrollimiseks.

Koigil tiivedel kasutatava metaboliseerija aktiivsuse kontrollimisel kasutatakse positiivse kontrollainena 2-
aminoantratseeni. Voimalusel tuleks positiivse kontrollainena kasutada uuritava kemikaaliga samast
iihendiklassist ainet.

Testaine kogus plaadil

Kontrollitakse vihemalt viit uuritava kemikaali kogust, poolelogaritmiliste vahedega plaatide vahel. Aineid
kontrollitakse lahustuvuse voi miirgisuse piirini. Miirgisuse indkaatoriks on spontaansete revertatsioonide
arvu vihenemine, bakterikihi kadumine voi toodeldud kultuuride elumuse aste. Mittemiirgiseid kemikaale
tuleks enne aine negatiivseks lugemist kontrollida koguseni 5 mg plaadi kohta.

Inkubeerimistingimused
Plaate inkubeeritakse 37 °C juures 48-72 tundi.
Katse kiik

Ensiiimaktivatsioonita vahetu kokkusegamise meetodi puhul lisatakse 2 ml kiilviagarile uuritav kemikaal ja
0,1 ml virsket bakterikultuuri. Metaboolse aktivatsiooniga katsetes lisatakse kiilviagarile pérast uuritava
kemikaali ja bakterite lisamist 0,5 ml maksaensiitim-aktivaatorsegu, mis sisaldab kiillaldast kogust postmi-
tokondriaalset fraktsiooni. Molema katsuti sisu segatakse ja valatakse selektiivsele agariplaadile. Vedelal agaril
lastakse tahkestuda ja inkubeeritakse plaate 37 °C juures 48-72 tundi. Inkubatsiooniperioodi 1dpus
loendatakse igal plaadil reverteerunud kolooniad. Eelinkubatsiooniga meetodi kohaselt inkubeeritakse
uuritavat kemikaalisegu enne 2 ml kiilviagari lisamist 0,1 ml virske bakterikultuuri ja sobiva koguse
maksaensiiiim-aktivaatorseguga vdi samasuguse koguse puhvriga. Ulejaanud katseprotseduur on analoogne
vahetu kokkusegamise meetodiga.

Koik kiilvid tehakse mdlema meetodi kohaselt kolme paralleelina.
ANDMED
Nii kontroll- kui ka toodeldud seeria kohta esitatakse reverteerunud kolooniate arv plaadi kohta.

Nii uuritava kemikaali kui ka kontrollainete kohta tuleks esitada iiksikute plaatide tulemused, keskmine
reverteerunud kolooniate arv plaadi kohta ja vastav standardhilve.

Toodud andmeid tuleks hinnata asjakohaste statistiliste meetodite abil.

Tehakse vihemalt kaks soltumatut katset. Teist katset ei ole vaja ldbi viia esimesega identselt. Vastupidi,
kasulikumate andmete saamise huvides vdib eelistada mdningate katseparameetrite muutmist.
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3. ARUANDLUS
3.1. KATSEARUANNE

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— kasutatud bakterit ja tiive,

— katsetingimusi: annuseid, miirgisust, sootme koostist, tootlemisprotseduure (eclinkubatsioon, inkubat-
sioon), metaboolset aktivaatorit, vordlusaineid, negatiivseid kontrolle,

— iksikute plaatide tulemusi, keskmist reverteerunud kolooniate arvu plaadi kohta ja vastavat standard-
hélvet, vdimalusel annuse/toime sdltuvust,

— tulemuste analiiiisi,

— tulemuste tolgendust.
3.2. HINDAMINE JA TOLGENDAMINE
Vt B osa iildist sissejuhatust (D).
4. VIITED

Vt B osa tildist sissejuhatust (E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

C OSA: KESKKONNAMURGISUSE MAARAMISE MEETOD

C.1. AGE MURGISUS KALADELE

MEETOD

SISSEJUHATUS

Katses maéiratakse aine 4ge surmav miirgisus mageveckaladele. Katse kestel testaine piisavalt piisiva
kontsentratsiooni tagamiseks parima katsemeetodi (seisva, poolseisva veega voi labivooluga katsesiisteem)
valimisel on kasulik teada vdimalusel aine lahustuvust vees, aururdhku, keemilist stabiilsust, dissotsiatsioo-
nikonstante ja biolagunduvust.

Katse kavandamisel ja tulemuste tdlgendamisel tuleks arvestada ka muid andmeid (nditeks struktuurivalemit,
puhtusastet, peamiste lisandite iseloomu ja protsentuaalset sisaldust, lisaainete olemasolu ja koguseid ning
oktanool/vesi jaotustegurit).

MOISTED JA UHIKUD

Age miirgisus on mirgatav kahjulik mdju, mis avaldub organismis lithikese aja (pdevade) jooksul parast
ainega kokkupuudet. Kiesolevas katses viljendatakse dgedat miirgisust keskmise surmava kontsentratsiooni-
na (LC,), see tihendab kontsentratsioonina vees, mis surmab kindla katkematu kokkupuuteaja (mis peab
olema mirgitud) jooksul 50 % katses kasutatud kaladest.

Koiki testaine kontsentratsioone valjendatakse massiiithikutes mahuiihiku kohta (milligrammides liitri kohta).
Neid voib viljendada ka massiithikutes massiithiku kohta (mg/kg™).

VORDLUSAINED

Katses voib kasutada vordlusainet nditamaks, et katseliigi reaktsioon ei ole laboratoorsetes katsetingimustes
oluliselt muutunud.

Kiesoleva katse jaoks ei ole vordlusaineid nimetatud.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Kontsentratsioonil 100 mg/l voib teha piirsisalduskatse néditamaks, et LC, on sellest kontsentratsioonist
korgem.

Kalad viiakse 96 tunniks kokkupuutesse veele kindlaksmddratud kontsentratsioonides lisatud testainega.
Suremus registreeritakse vdhemalt iga 24 tunni tagant ja igas vaatluspunktis arvutatakse vdimalusel
kontsentratsioon, mis surmab 50 % kaladest (LC,).

KVALITEEDINOUDED

Kvaliteedinduded kehtivad nii piirsisalduskatse kui ka tdiskatseprogrammi suhtes.

Kontrollkatsete suremus ei tohi katse 16puks iiletada 10 % (alla kiimne kala kasutamisel voib surra vaid {iks
kala).

Lahustunud hapniku kontsentratsioon peab kogu katse kestel olema kdrgem kui 60 % kiillastusvaartusest.
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1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

Testaine kontsentratsioon peab kogu katse kestel olema vihemalt 80 % algkontsentratsioonist.

Katsekeskkonnas histi lahustuvaid ja piisivaid lahuseid, st arvestataval madral mitte lenduvaid, lagunevaid,
hiidroliiisuvaid ega adsorbeeruvaid lahuseid andvate ainete puhul voib algkontsentratsiooni lugeda vordseks
nimikontsentratsiooniga. Kontsentratsiooni piisimist kogu katse kestel ja kvaliteedinduete tditmist tuleb
toendada.

Ainete puhul, mis:
i) on katsekeskkonnas vihelahustuvad voi
ii) moodustavad stabiilseid emulsioone voi dispersioone voi

iii) ei ole vesilahuses stabiilsed,

loetakse algkontsentratsiooniks lahuses moddetud kontsentratsioon (voi veesambas moddetud kontsentrat-
sioon, kui lahuses mootmine ei ole tehniliselt voimalik). Kontsentratsioon mdddetakse peale moningast
tasakaalustumist, kuid enne kalade lahusesse viimist.

Koigil neil juhtudel tuleb katse kestel teha tdiendavaid mootmisi, mis kinnitaksid tegelikku kokkupuute-
kontsentratsiooni ja kvaliteedinduete titmist.

pH ei tohiks kdikuda rohkem kui ithe tthiku vorra.

MEETODI KIRJELDUS

Kasutada voib kolme tiiiipi katseskeemi:

Seisva veega Ratsesiisteerm:

miirgisuse katse ilma katselahuse labivooluta. (Lahus ei vahetu katse kestel).
Poolseisva veega katse:

katse ilma katselahuse labivooluta, kuid regulaarse katselahuse osakaupa vahetamisega pikemate perioodide
(nt 24 tunni) jarel.

Lébivooluga katse:

miirgisuse katse, mille puhul vesi katsekambrites pidevalt vahetub, kusjuures koos vahetusveega viiakse
katsekambritesse ka uuritav kemikaal.

Reaktiivid

Testainete lahused

Vajaliku kontsentratsiooniga pohilahused valmistatakse aine lahustamisel deioniseeritud vees voi punktile
1.6.1.2 vastavas vees.

Vajaliku kontsentratsiooniga katselahused valmistatakse pohilahuse lahjendamisel. Korgete kontsentratsioo-
nide uurimisel voib aine lahustada otse lahjendusvees.

Aineid kontrollitakse {ildjuhul lahustuvuse piirini. Monede ainete puhul (nt vees vahelahustuvate, korge P_ -
ga vOi vees pigem stabiilse dispersiooni kui tdelise lahuse moodustavate ainete puhul) voib katse libi viia
aine lahustuvuspiirist kdrgemal kontsentratsioonil, et tagada kdrgeima lahustuva/stabiilse kontsentratsiooni
saavutamine. Samas on oluline, et see kontsentratsioon ei hdiriks katsesiisteemi muul moel (nt nii, et aine
kile vee pinnal takistab hapniku lahustumist vees jne).

Vees vihelahustuvate ainete pohilahuste valmistamisel voi nende dispergeerimisel katsekeskkonnas voib
abivahendina kasutada ultraheli-dispergeerimist, orgaanilisi lahusteid, emulgaatoreid voi dispergaatoreid.
Selliste abiainete kasutamisel peavad koik katsekontsentratsioonid sisaldama sama koguse abiainet ja
tiiendavad kontrollkalad tuleks viia kokkupuutesse katseseeriaga vordvdirse abiaine kontsentratsiooniga.
Seesuguste abiainete kontsentratsioon katsekeskkonnas peaks olema minimaalne ega tohiks mingil juhul
tiletada 100 mgl.
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

Katse tuleks labi viia ilma pH-d reguleerimata. Mirgatavate pH muutuste ilmnemisel on soovitatav katset
reguleeritava pH-ga korrata ja esitada korduskatse tulemused. Eriliste vastuniidustuste puudumisel tuleks
sellisel juhul pohilahuse pH reguleerida vordseks lahjendusvee omaga. Eelistatav on selleks kasutada HCli ja
NaOH-d. pH-d tuleb reguleerida nii, et testaine kontsentratsioon pdhilahuses mérgatavalt ei muutu. Ara
tuleks miérkida pH reguleerimisest tingitud vdimalikud keemilised reaktsioonid vdi sademe teke.

Pidamis- ja lahjendusvesi

Kasutada voib kraanivett (milles ei leidu ohtlikus kontsentratsioonis kloori, raskmetalle ega muid aineid),
kvaliteetset looduslikku vett voi taastatud vett. Eelistada tuleks vett tildkaredusega 10-250 mg/l (arvestatud
CaCO,na) ja pH-ga 6,0-8,5.

Seade

Koik seadme osad peavad olema valmistatud keemiliselt inertsest materjalist:
— automaatne lahjendussiisteem (ldbivooluga katses),

— hapnikumdatur,

— vee kareduse mairamise seade,

— asjakohane termoregulaator,

— pH-meeter.

Katses kasutatavad kalad

Kalad peaksid olema terved ja nihtavate véidrarenguteta.

Kasutatav liik tuleks valida praktiliste kaalutluste pohjal, néiteks aastaringse kittesaadavuse, vihese hooldus-
vajaduse ja holpsa katses kasutatavuse pohjal, tundlikkuse pdhjal kemikaalide suhtes ja mis tahes asjaomaste
majanduslike, bioloogiliste voi okoloogiliste tegurite pdhjal. Kalaliigi valikul tuleks silmas pidada andmete
vorreldavust ja olemasolevaid rahvusvahelisi kooskolastusi (viide (1)).

Soovitatavate katses kasutatavate likide nimekiri on esitatud 2. liites; eelistatavad liigid on sebrakala ja
vikerforell.

Pidamine

Katses kasutatavad kalad peaksid olema pirit ithest allikast ja olema sarnase pikkuse ja vanusega. Kalu tuleb
vihemalt 12 pdeva pidada jargmistel tingimustel:

katseaine sisaldus:

vastavalt stisteemile (tsirkulatsiooni voi labivooluga) ja kalaliigile,

vesi:

vt 1.6.1.2,

valgus:

12-16 tundi péevas,



13/11. kd Euroopa Liidu Teataja

423

1.6.3.2.

1.6.4.

1.6.5.

lahustunud hapniku kontsentratsioon:
vihemalt 80 % kiillastusvidirtusest,
sootmine:

kolm korda nidalas voi iga pdev, so6tmine 16petatakse 24 tundi enne katset.

Suremus

Peale 48-tunnist stabiliseerumisperioodi registreeritakse suremus ja rakendatakse jargmiseid kriteeriume:
— dile 10 % populatsioonist seitsme pieva jooksul:

kalad loetakse sobimatuks,
— 5-10 % populatsioonist:

kalu jalgitakse veel seitse pieva. Kui suremust rohkem ei esine, on kalad sobivad, vastasel juhul loetakse
need sobimatuks,

— alla 5 % populatsioonist:

kalad loetakse sobivaks.
Kohandumisperiood

Koiki kalu tuleb enne katset pidada vihemalt seitse pdeva katsetingimustele vastavas vees katsetingimustele
vastaval temperatuuril.

Katse kiik

Loplikule katsele voib eelneda annusevahemiku leidmise katse, kus kogutakse andmeid katses kasutatava
kontsentratsioonivahemiku kohta.

Lisaks katseseeriale tehakse iiks kontrollkatse ilma testaineta ja vajadusel ka iiks kontrollkatse abiainet
sisaldava lahusega.

Vastavalt katseithendi fuiisikalis-keemilistele omadustele valitakse kvaliteedinduete tditmiseks seisva veega,
poolseisva veega voi labivooluga katsesiisteem.

Kalad viiakse testainega kokkupuutesse allpool kirjeldatud moel:
— kestus: 96 tundi,

— isendite arv: iga kontsentratsiooni kohta vihemalt 7,

— mahutid: kiillaldase mahuga soovitatava koguse jaoks,

— katseaine sisaldus: seisva veega ja poolseisva veega katsesiisteemis on kdrgeim soovitatav sisaldus 1 gfl,
labivooluga siisteemides voib see olla kdrgem,

— katsekontsentratsioon: kasutatakse vihemalt viit kontsentratsiooni, mis erinevad iiksteisest konstantse
teguri (kuni 2,2) vorra ja mis voimalusel hdlmavad kogu suremusvahemikku 0-100 %,

— vesi: vt 1.6.1.2,

— valgus: 12-16 tundi péevas,

— temperatuur: vastavalt liigile (2. liide), kuid ei tohi iihegi katse kestel kdikuda rohkem kui £ 1 °C,
— lahustunud hapniku kontsentratsioon: viahemalt 60 % kiillastusvaartusest antud temperatuuril,

— sootmine: ei sdodeta.

Kalu vaadeldakse esimese 2—4 tunni moodumisel ja seejirel vahemalt iga 24 tunni jdrel. Kalad loetakse
surnuks, kui sabavarre puudutamine ei kutsu esile reaktsiooni ja puuduvad ndhtavad hingamisliigutused.
Surnud kalade avastamisel need korvaldatakse ja suremus registreeritakse.
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Registreeritakse ka nihtavad korvalekalded (nt tasakaalu puudumine, muutused ujumiskditumises, hingamis-
funktsioonis voi pigmentatsioonis jne).

Iga péev tuleb modta pH-d, lahustunud hapniku kontsentratsiooni ja temperatuuri.

Piirsisalduskatse

Kéesoleva katsemeetodi protseduuri jirgides voib kontsentratsioonil 100 mg/l teha piirsisalduskatse niita-
maks, et LC, on sellest kontsentratsioonist kdrgem.

Kui aine iseloom vilistab kontsentratsiooni 100 mg/l saavutamise katses kasutatavas vees, tuleks piirsisal-
duskatse teha kontsentratsioonil, mis on vordne aine lahustuvusega kasutatavas keskkonnas (voi korgeimal
kontsentratsioonil, kus moodustub stabiilne dispersioon) (vt ka punkti 1.6.1.1).

Piirsisalduskatses tuleks kasutada 7-10 kala ja samapalju kontrollkalu. (Binomiaalteooria kohaselt voib
99,9 % tdendosusega vdita, et kui 10 kalaga katses on suremus null, siis on LC,, piirsisalduskatses
kasutatud kontsentratsioonist korgem. 7, 8 vdi 9 kala puhul nditab suremuse puudumine vihemalt 99 %
tdendosusega seda, et LC, on kasutatud kontsentratsioonist korgem.)

Suremuse esinemisel tuleb ldbi viia tdiemahuline uuring. Subletaalse toime avaldumisel tuleks see registree-
rida.

ANDMED JA HINDAMINE

Iga vaatlustulemuste registreerimise ajavahemiku puhul (24, 48, 72 ja 96 tundi) ndidata iga soovitatava
kokkupuuteperioodi kohta logaritmilisel diagrammil graafiliselt suremusprotsendi soltuvus kontsentratsioo-
nist.

Voimalusel tuleks iga vaatlushetke kohta leida standardmeetodeid kasutades hinnanguline LC_ vairtus ja
usalduspiirid (p = 0,05); need véirtused tuleks timardada ithe voi maksimaalselt kahe tiivenumbrini (kahe
tiivenumbrini @imardamise niited: 173,5 — 170; 0,127 — 0,13; 1,21 — 1,2).

Juhtudel, kus kontsentratsiooni/protsentuaalse reaktsiooni kdvera tous on LC, arvutamiseks liiga suur,
piisab selle vaartuse graafilisest hindamisest.

Kui kahe jarjestikuse, 2,2-kordse vahega kontsentratsiooni suremus on vastavalt 0 ja 100 %, piisab LC,,
vahemiku niitamiseks neist kahest véirtusest.

Kui tdheldatakse, et testaine stabiilsust vdi homogeensust ei ole vdimalik sdilitada, tuleks see dra markida ja
olla tulemuste tdlgendamisel ettevaatlik.

ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— andmeid katses kasutatavate kalade kohta (teaduslikku nimetust, liini, paritolu, mis tahes eelnevat
mojutamist ning igal katsekontsentratsioonil kasutatud kalade suurust ja arvu),

— lahjendusvee piritolu ja peamisi keemilisi néitajaid (pH, karedus, temperatuur),

— vees vihelahustuva aine puhul pohi- ja katselahuste valmistamise meetodit,

— koigi abiainete kontsentratsiooni,
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— kasutatud kontsentratsioone ja koiki olemasolevaid andmeid uuritava kemikaali kontsentratsioonide
stabiilsuse kohta katselahuses,

— keemiliste analiiiiside tegemisel kasutatud meetodeid ja saadud tulemusi,

— piirsisalduskatse tulemusi, kui see tehti,

— kasutatud katsemeetodi valiku pohjusi ja meetodi iiksikasju (nt seisva veega, poolseisva veega katsesiis-
teem, annustamiskiirus, ldbivoolu kiirus, aeratsioon, kalade hulk jne),

— katseseadmete kirjeldust,

— valgusreziimi,

— katselahuste hapnikusisaldust, pH védrtusi ja temperatuuri iga 24 tunni jdrel,

— toendeid kvaliteedinduete tiitmise kohta,

— tabelit kumulatiivse suremuse kohta igal kontsentratsioonil ja kontrollkatses (ja vajadusel abiainega
kontrollkatses) koigil soovitatud vaatlushetkedel,

— kontsentratsiooni/protsentuaalse reaktsioonikdvera graafikut katse 15pus,

— voimalusel LC, vairtusi koigil soovitatud vaatlushetkedel (95 % usalduspiiridega),

— LC,, méédramisel kasutatud statistilisi meetodeid,

— vordlusainete kasutamisel nendega saadud tulemusi,

— korgeimat katsekontsentratsiooni, mille puhul katse kestel suremust ei esinenud,

— madalaimat katsekontsentratsiooni, mille puhul suremus katse kestel oli 100 %.
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1. liide

Taastatud vesi

Sobiva lahjendusvee ndited

Koik kemikaalid peavad olema analiiiisipuhtad.

Vesi peaks olema kvaliteetne destilleeritud vesi voi deioniseeritud vesi juhtivusega alla 5 pSjcm™.

Vee destilleerimise seade ei tohi sisaldada vaskosi.

Pohilahused

CaCl, - 2H,0 (kaltsiumkloriiddihiidraat): 11,76 g

Lahustatakse vees ja tdiendatakse veega 1 liitrini.

MgSO, - 7H,0 (magneesiumsulfaatheptahiidraat): 493 ¢

Lahustatakse vees ja tdiendatakse veega 1 liitrini.

NaHCO, (naatriumvesinikkarbonaat): 2,59 ¢

Lahustatakse vees ja tiiendatakse veega 1 liitrini.
KCl (kaaliumkloriid): 023 g

Lahustatakse vees ja tdiendatakse veega 1 liitrini.

Taastatud lahjendusvesi

25 ml koigist neljast pohilahusest segatakse kokku ja tiiendatakse veega 1 liitrini.

Aereeritakse, kuni hapnikusisaldus jouab kiillastuskontsentratsioonini.

pH peaks olema 7,8 + 0,2.

Vajadusel reguleeritakse pH-d NaOH (naatriumhiidroksiidi) voi HCl-ga (vesinikkloriidhappega).

Sel viisil valmistatud lahjendusvett lastakse 12 tundi seista ja seda ei tohi enam aereerida.
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Ca ja Mg ioonide summaarne kogus selles lahuses on 2,5 mmol/l. Ca:Mg ioonide suhe on 4:1 ja Na:K

ioonide suhe 10:1. Lahuse iildleelisus on 0,8 mmol/l.

Ukski korvalekalle lahjendusvee valmistamisprotseduurist ei tohi muuta vee koostist voi omadusi.

2. liide

Katseks soovitatavad kalaliigid

Soovitatav katsetempera-

Soovitatav katseisendi tiis-

Soovitatav liik tuuride vahemik pikkus
(0 (em)

Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton- 20-24 3,0 £ 0,5
Buchanan) Sebrakala
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) (Rafinesque) 20-24 50 £ 2,0
Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) (Linneaus 1758) 20-24 6,0 £ 2,0
Sasaan
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) Cyprinodontidae 20-24 3,0 £ 1,0
(Tomminck and Schlegel 1850)
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) (Peters 1859) 20-24 30+ 1,0
Gupi
Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) (Rafines- 20-24 50 % 2,0
que Linneaus 1758)
Onchorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae) (Wal- 12-17 6,0 + 2,0
baum-1988) Vikerforell
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) (Linneaus 1758) 20-24 6,0 + 2,0

Harilik siinas

Kogumine

Eespool loetletud kalu on lihtne kasvatada jafvoi neid on voimalik aasta ringi hankida. Neid on v&imalik
aretada ja kasvatada kalakasvandustes voi laboris, tingimustes, kus haigused ja parasiidid on kontrolli all, nii
et katses kasutatav isend on terve ja tema polvnemine teada. Need kalad on saadaval mitmel pool

maailmas.
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3. liide

Kontsentratsiooni: suremusprotsendi séltuvuse niide

Niide LC, ) madramise kohta logaritmilise probit-diagrammi abil

i

Suremus (%)
99 [ (probit-skaalal)
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

C.2. AGE MURGISUS VESIKIRPUDELE (DAPHNIA)

MEETOD

SISSEJUHATUS

Katses madratakse aine keskmine immobiliseerivalt mdjuv kontsentratsioon (EC,) vesikirpudele (Daphnia)
magevees. Katse ldbiviimiseks on kasulik teada aine lahustuvust vees, aururdhku, keemilist stabiilsust,
dissotsiatsioonikonstante ja biolagunduvust.

Katse kavandamisel ja tulemuste tolgendamisel tuleks arvestada ka muid andmeid (niiteks struktuurivalemit,
puhtusastet, peamiste lisandite iseloomu ja protsentuaalset sisaldust, lisaainete olemasolu ja koguseid ning
oktanool/vesi jaotustegurit).

MOISTED JA UHIKUD

Direktiivi noue LC,  jirele vesikirpudel loetakse tiidetuks EC, ~méiramisega Kaesoleva katsemeetodi
kohaselt.

Kiesolevas katses viljendatakse dgedat miirgisust keskmise immobiliseerivalt mojuva kontsentratsioonina
(EC,,). See on kontsentratsioon (algvddrtusena), mis immobiliseerib kindla katkematu kokkupuuteaja (mis
peab olema mirgitud) jooksul 50 % katses kasutatud vesikirpudest.

Litkumisvoimetus:

Isendid, mis ei suuda 15 sekundi jooksul pirast katseanuma kerget loksutamist ujuda, loetakse lifkumatuks.

Koiki testaine kontsentratsioone valjendatakse massiiithikutes mahuiihiku kohta (milligrammides liitri kohta).
Neid voib viljendada ka massiithikutes massiithiku kohta (mg/kg™).

VORDLUSAINED

Katses voib kasutada vordlusainet nditamaks, et katseliigi tundlikkus ei ole laboratoorsetes katsetingimustes
oluliselt muutunud.

2. liites on esitatud EMU laboritevahelise vordluse kokkuvétlikud tulemused nelja ainega.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Kontsentratsioonil 100 mg/l voib teha piirsisalduskatse néitamaks, et EC, on sellest kontsentratsioonist
korgem.

Vesikirbud viiakse 48 tunniks kokkupuutesse teatavates kontsentratsioonides veele lisatud testainega.
Lithema katse kasutamisel tuleb seda katsearuandes pohjendada.

Muul viisil samasugustes katsetingimustes ja katseaine kiillaldases kontsentratsioonivahemikus avaldavad
katseaine erinevad kontsentratsioonid vesikirpude ujumisvdimele erinevat keskmist moju. Erinevatel kont-
sentratsioonidel on katse 16pus ujumisvoimetu erinev protsent vesikirpe. 0 % ja 100 % lifkumisvoimetust
pohjustavad kontsentratsioonid leitakse otse katsevaatlustest, ent 48 tunni EC_ leitakse samas vdimalusel
arvutuslikult.
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Selles meetodis kasutatakse seisva veega katsesiisteemi, seega katselahuseid kokkupuuteperioodi kestel ei
uuendata.

1.5. KVALITEEDINOUDED
Kvaliteedinduded kehtivad nii piirsisalduskatse kui ka tdiskatseprogrammi suhtes.
Liikumisvdimetuse protsent kontrollkatses ei tohi katse 1opuks iiletada 10.
Kontrollrithma vesikirbud ei tohi olla veepinnale kinni jainud.

Soovitatav on, et lahustunud hapniku kontsentratsioon katseanumates iiletaks kogu katse kestel 3 mg/l'.
Mingil juhul ei tohiks lahustunud hapniku kontsentratsioon langeda alla 2 mg/l".

Testaine kontsentratsioon peab kogu katse kestel olema vihemalt 80 % algkontsentratsioonist.

Katsekeskkonnas histi lahustuvaid ja piisivaid lahuseid, st arvestataval méédral mitte lenduvaid, lagunevaid,
hiidroliiisuvaid ega adsorbeeruvaid lahuseid andvate ainete puhul voib algkontsentratsiooni lugeda vordseks
nimikontsentratsiooniga. Kontsentratsiooni piisimist kogu katse kestel ja kvaliteedinduete tditmist tuleb
toendada.

Ainete puhul, mis:
i) on katsekeskkonnas vihelahustuvad voi
ii) moodustavad stabiilseid emulsioone vdi dispersioone voi

iii) ei ole vesilahuses stabiilsed,

loetakse algkontsentratsiooniks lahuses mdddetud kontsentratsioon (vdi veesambas mdddetud kontsentrat-
sioon, kui lahuses mootmine ei ole tehniliselt voimalik). Kontsentratsioon mdddetakse peale moningast
tasakaalustumist, kuid enne katseorganismide lahusesse viimist.

Koigil neil juhtudel tuleb katse kestel teha tdiendavaid mootmisi, mis kinnitaksid tegelikku kokkupuute-
kontsentratsiooni ja kvaliteedinduete tiitmist.

pH ei tohiks kéikuda rohkem kui iihe tthiku vorra.
1.6. MEETODI KIRJELDUS

1.6.1. Reaktiivid

1.6.1.1. Testainete lahused

Vajaliku kontsentratsiooniga pdhilahused valmistatakse aine lahustamisel deioniseeritud vees voi punktile
1.6.1.2 vastavas vees.

Vajaliku kontsentratsiooniga katselahused valmistatakse pohilahuse lahjendamisel. Korgete kontsentratsioo-
nide uurimisel voib aine lahustada otse lahjendusvees.

Aineid kontrollitakse tildjuhul lahustuvuse piirini. Monede ainete puhul (nt vees vihelahustuvate, korge P, -
ga vOi vees pigem stabiilse dispersiooni kui tdelise lahuse moodustavate ainete puhul) voib katse labi viia
aine lahustuvuspiirist korgemal kontsentratsioonil, et tagada korgeima lahustuva/stabiilse kontsentratsiooni
saavutamine. Samas on oluline, et see kontsentratsioon ei hdiriks katsesiisteemi muul moel (nt nii, et aine

kile vee pinnal takistab hapniku lahustumist vees jne).

Vees vihelahustuvate ainete pohilahuste valmistamisel voi nende dispergeerimisel katsekeskkonnas voib
abivahendina kasutada ultraheli-dispergeerimist, orgaanilisi lahusteid, emulgaatoreid voi dispergaatoreid.
Selliste abiainete kasutamisel peavad koik katsekontsentratsioonid sisaldama sama koguse abiainet ja
tdiendavad kontrollvesikirbud tuleks kokkupuutesse viia katseseeriaga vordvairse abiaine kontsentratsiooni-
ga. Seesuguste abiainete kontsentratsioon katsekeskkonnas peaks olema minimaalne ega tohiks mingil juhul
tiletada 100 mgll.
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Katse tuleks labi viia ilma pH-d reguleerimata. Mirgatavate pH muutuste ilmnemisel on soovitatav katset
reguleeritava pH-ga korrata ja esitada korduskatse tulemused. Eriliste vastuniidustuste puudumisel tuleks
sellisel juhul pohilahuse pH reguleerida vordseks lahjendusvee omaga. Eelistatav on selleks kasutada HCli ja
NaOH-d. pH-d tuleb reguleerida nii, et testaine kontsentratsioon pdhilahuses mérgatavalt ei muutu. Ara
tuleks miérkida pH reguleerimisest tingitud vdimalikud keemilised reaktsioonid vdi sademe teke.

Katses kasutatav vesi

Katses kasutatakse taastatud vett (vt 1. liidet ja viidet (2): ISO 6341). Katse-celse aklimatiseerimisvajaduse
viltimiseks on soovitatav, et kasvatamisel kasutatav vesi oleks sarnaste omadustega (pH, karedus) katses
kasutatava veega.

Seade

Kasutatakse tavapiraseid laboriseadmeid ja -varustust. Katselahustega kokku puutuvad seadmed peaksid
eelistatavalt olema dileni klaasist:

— hapnikumd6tur (mikroelektroodi vdi muude sobivate vahenditega lahustunud hapniku modtmiseks
viikesemahulistes proovides),

— asjakohane termoregulaator,
— pH-meeter,

— vee kareduse midramise seade.
Katseorganism

Eelistatav katseliik on Daphnia magna, kuid lubatud on kasutada ka Daphnia pulexit. Katseisend peab olema
katse algul alla 24 tunni vana, laboris kasvatatud, nihtavate haigustunnusteta ja teadaoleva minevikuga (nt
pOlvnemine, mis tahes eelnev mdjutamine jne).

Katse kiik

Loplikule katsele voib eelneda annusevahemiku leidmise katse, kus kogutakse andmeid katses kasutatava
kontsentratsioonivahemiku kohta.

Lisaks katseseeriale tehakse iiks kontrollkatse ilma testaineta ja vajadusel ka iiks kontrollkatse abiainet
sisaldava lahusega.

Vesikirbud viiakse testainega kokkupuutesse allpool kirjeldatud moel:
— kestus: eelistatavalt 48 tundi,

— isendite arv: vihemalt 20 isendit iga uuritava kontsentratsiooni kohta, eelistatavalt jagatuna nelja viiesesse
voi kahte kiimnesesse rithma,

— kogus: iga katseisendi kohta tuleks ette niha viahemalt 2 ml katselahust,

— katsekontsentratsioon: katselahus tuleks valmistada vahetult enne vesikirpude lahusesse viimist, kasutades
eelistatavalt lahustina ainult vett. Kontsentratsioonid valmistatakse geomeetrilise jadana, kontsentratsioo-
nide suhtega mitte iile 2,2. 48 tunni jirel 0 % ja 100 % likumisvoimetust ja EC, ~arvutamist
voimaldavaid vahepealseid liikumisvoimetuseprotsente pohjustavaid kontsentratsioone tuleks katsetada
koos kontroll-lahustega,

— vesi: vt 1.6.1.2,
— valgus: valguse-pimeduse tsiikkel ei ole kohustuslik,

— temperatuur: katsetemperatuuri peaks jadma vahemikku 18-22 °C ja iga katse kestel tuleks seda hoida
konstantsena, lubatava kdikumisega = 1 °C,
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— aeratsioon: katselahuseid ei tohi aereerida mullide ldbipuhumisega,

— sodtmine: ei sdodeta.

Katse 16pus tuleks moota koigi kontroll- ja katselahuste pH-d ja hapnikukontsentratsiooni; katselahuste pH-
d ei tohiks muuta.

Lenduvaid ithendeid tuleks uurida téielikult tdidetud suletud ndudes, mis on hapnikupuuduse vilistamiseks
killalt suured.

Vesikirpe kontrollitakse pérast vahemalt 24-tunnist kokkupuudet ja uuesti 48 tunni moodumisel.

Piirsisalduskatse

Kiesoleva katsemeetodi protseduuri jirgides vdib kontsentratsioonil 100 mg/l teha piirsisalduskatse niita-
maks, et EC,, on sellest kontsentratsioonist korgem.

Kui aine iseloom vilistab kontsentratsiooni 100 mg/l saavutamise katses kasutatavas vees, tuleks piirsisal-
duskatse teha kontsentratsioonil, mis on vordne aine lahustuvusega kasutatavas keskkonnas (voi korgeimal
kontsentratsioonil, kus moodustub stabiilne dispersioon) (vt ka punkti 1.6.1.1).

Piirkatses tuleks kasutada kahte vdi nelja rithma jagatud 20 vesikirpu ja samapalju kontroll-isendeid.
Liikumisvdimetuse esinemisel tuleb ldbi viia tdiemahuline uuring.

ANDMED JA HINDAMINE

Iga vaatlustulemuste registreerimise ajavahemiku puhul (24 ja 48 tundi) ndidatakse logaritmilisel diagrammil
graafiliselt suremusprotsendi soltuvus kontsentratsioonist.

Voimalusel tuleks iga vaatlushetke kohta leida standardmeetodeid kasutades hinnanguline EC viirtus ja
usalduspiirid (p = 0,05); need vaartused tuleks @imardada ithe vdi maksimaalselt kahe tiivenumbrini (kahe
tiivenumbrini {imardamise niited: 173,5 — 170; 0,127 — 0,13; 1,21 — 1,2).

Juhtudel, kus kontsentratsiooni/protsentuaalse reaktsiooni kovera tous on EC, —arvutamiseks liiga suur,
piisab selle vddrtuse graafilisest hindamisest.

Kui kahe jarjestikuse, 2,2-kordse vahega kontsentratsiooni suremus on vastavalt 0 ja 100 %, piisab LC,,
vahemiku niitamiseks neist kahest véirtusest.

Kui tdheldatakse, et testaine stabiilsust voi homogeensust ei ole vdimalik hoida, tuleks see dra markida ja
olla tulemuste tdlgendamisel ettevaatlik.

ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— andmeid katseisendite kohta (teaduslikku nimetust, liini, tarnijat voi péritolu, mis tahes eelnevat
mdjutamist, kasvatamismeetodit — sh paritolu, s6oda tiiiipi ja kogust, s66tmissagedust),

— lahjendusvee piritolu ja peamisi keemilisi néitajaid (st pH, temperatuur, karedus),
— vees vahelahustuva aine puhul pohi- ja katselahuste valmistamise meetodit,
— koigi abiainete kontsentratsiooni,

— kasutatud kontsentratsioone ja koiki olemasolevaid andmeid uuritava kemikaali kontsentratsioonide
stabiilsuse kohta katselahuses,
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keemiliste analiiiiside tegemisel kasutatud meetodeid ja saadud tulemusi,
piirsisalduskatse tulemusi, kui see tehti,

katseseadmete kirjeldust,

valgusreziimi,

katselahuste hapnikusisaldust, pH vaartusi ja temperatuuri,

toendeid kvaliteedinduete tiitmise kohta,

tabelit kumulatiivse immobiliseerumise kohta igal kontsentratsioonil ja kontrollkatses (ja vajadusel
abiainega kontrollkatses) koigil soovitatud vaatlusaegadel (24 ja 48 h),

kontsentratsiooni/protsentuaalse reaktsioonikdvera graafikut katse 16pus,

voimalusel EC, viirtusi koigil soovitatud vaatlushetkedel (95 % usalduspiiridega),

EC,, miidramisel kasutatud statistilisi meetodeid,

vordlusainete kasutamisel nendega saadud tulemusi,

korgeimat katsekontsentratsiooni, mille puhul katse kestel litkumisvoimetust ei esinenud,

madalaimat katsekontsentratsiooni, mille puhul litkumisvdimetus katse kestel oli 100 %.
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1. liide

Taastatud vesi

Sobiva lahjendusvee ndide (ISO 6341 jirgi)

Koik kemikaalid peavad olema analiiiisipuhtad.

Vesi peaks olema kvaliteetne destilleeritud vesi voi deioniseeritud vesi juhtivusega alla 5 pS cm™.

Vee destilleerimise seade ei tohi sisaldada vaskosi.



Euroopa Liidu Teataja 13/11. kd
Pohilahused
CaCl, - 2H,0 (kaltsiumkloriiddihiidraat): 11,76 g

lahustatakse vees ja tdiendatakse veega 1 liitrini

MgSO, - 7H,0 (magneesiumsulfaatheptahiidraat): 493 ¢

lahustatakse vees ja tdiendatakse veega 1 liitrini

NaHCO, (naatriumvesinikkarbonaat): 259 ¢

lahustatakse vees ja tdiendatakse veega 1 iitrini

KCl (kaaliumkloriid): 023 ¢
lahustatakse vees ja tdiendatakse veega 1 liitrini

Taastatud lahjendusvesi

25 ml koigist neljast pohilahusest segatakse kokku ja tdiendatakse veega 1 liitrini.

Aereeritakse, kuni hapnikusisaldus jouab kiillastuskontsentratsioonini.

pH peaks olema 7,8 = 0,2.

Vajadusel reguleeritakse pH-d NaOH (naatriumhiidroksiidi) voi HCl-ga (vesinikkloriidhappega).

Sel viisil valmistatud lahjendusvett lastakse 12 tundi seista ja seda ei ole enam vaja aereerida.

Ca ja Mg ioonide summaarne kogus selles lahuses on 2,5 mmol/l. Ca:Mg ioonide suhe on 4:1 ja NaK
ioonide suhe 10:1. Lahuse iildleelisus on 0,8 mmol/l.

Ukski korvalekalle lahjendusvee valmistamisprotseduurist ei tohi muuta vee koostist voi omadusi.

2. liide
1978. a tehtud EMU laboritevahelise vordluse kokkuvotlikud tulemused (ndidatud ka viites (2)).
Téhelepanu: selles laboritevahelises vordluses méérati 24 tunni EC_.
Kasutatud ained:
1) kaaliumdikromaat
2) tetrapropiiiilbenseensulfoonhape
3) tetrapropiiiilbenseensulfoonhappe naatriumsool

4) trikloro-2,4,5-fenokstidadikhappe kaaliumsool

Aine Osalenud laborite arv Arvutusterljsuftaestiia\}ud le- Keskmine 24 h EC, ) mgl
1 46 129 1,5
2 36 108 27
3 31 84 27
4 32 72 770
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3. liide

Kontsentratsioon: immobilisatsiooniprotsendi sdltuvuse niide

Niide EC,, maadramise kohta logaritmilise probit-diagrammi abil
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1.1.

1.2.

1.3.

C.3. VETIKATE KASVU PIDURDAMISE KATSE

MEETOD

SISSEJUHATUS

Katses maaratakse aine moju ainuraksete rohevetikaliikide kasvukiirusele. Suhteliselt lithikestes (72-tunnistes)
katsetes on voimalik hinnata aine mdju mitme pdlvkonna kestel. Meetodit voib kohandada mitmele
ainuraksele vetikaliigile, sellisel juhul tuleb katsearuandele lisada kasutatud meetodi kirjeldus.

Meetod sobib kdige paremini vees lahustuvatele ainetele, mis jddvad katse tingimustes tdendoliselt veefaasi.

Meetodit saab kasutada ainete puhul, mis ei takista otseselt vetikate kasvu modtmist.

Katse lidbiviimiseks on kasulik teada aine lahustuvust vees, aururohku, keemilist stabiilsust, dissotsiatsiooni-
konstante ja biolagunduvust.

Katse kavandamisel ja tulemuste tdlgendamisel tuleks arvestada ka muid andmeid (nditeks struktuurivalemit,
puhtusastet, peamiste lisandite iseloomu ja protsentuaalset sisaldust, lisaainete olemasolu ja koguseid ning
oktanool|vesi jaotustegurit).

MOISTED JA UHIKUD

Rakkude kontsentratsioon: rakkude arv milliliitris;

kasv: rakkude kontsentratsiooni kasv katse kestel;

kasvukiirus: rakkude kontsentratsiooni kasv ajaithikus;

EC,: kiesolevas meetodis on see testaine kontsentratsioon, mis vahendab kasvu (E,C,) voi kasvukiirust
(EC,,) kontrollkatsega vorreldes 50 % vorra;

NOEC (tdheldatava toimeta kontsentratsioon): kiesolevas meetodis on see kdrgeim uuritud kontsentratsioon,
mille puhul ei tiheldata kontrollkatsega vorreldes kasvu pidurdumist.

Koiki testaine kontsentratsioone viljendatakse massiiithikutes mahuiihiku kohta (milligrammides liitri kohta).
Neid voib viljendada ka massitthikutes massiithiku kohta (mg/kg™).

VORDLUSAINED

Katses voib kasutada vordlusainet, niitamaks, et katseliigi tundlikkus ei ole laboratoorsetes katsetingimustes
oluliselt muutunud.

Vordlusaine kasutamisel tuleks sellega saadud tulemused esitada katsearuandes. Vordlusainena voib kasutada
kaaliumdikromaati, kuid selle virv voib mdjutada nii rakkudeni joudva valguse omadusi ja tugevust kui ka
spektrofotomeetrilisi modtmisi, kui neid kasutatakse. Kaaliumdikromaati on kasutatud rahvusvahelises
laboritevahelises katses (vt viidet (3) ja 2. liidet).
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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Kontsentratsioonil 100 mg/l voib teha piirsisalduskatse naitamaks, et EC, on sellest kontsentratsioonist
korgem.

Valitud rohevetika eksponentsiaalselt kasvavad kultuurid viiakse kindlatel tingimustel mitme pdlvkonna
kestel kokkupuutesse testaine erinevate kontsentratsioonidega.

Katselahuseid inkubeeritakse 72 tundi, mddtes rakkude kontsentratsiooni lahuses vahemalt iga 24 tunni
tagant. Maaratakse kasvu pidurdumine vorreldes kontrollkultuuriga.

KVALITEEDINOUDED
Kvaliteedinduded kehtivad nii piirsisalduskatse kui ka téiskatseprogrammi suhtes.

Rakkude kontsentratsioon kontrollkultuurides peaks olema kolme pieva jooksul kasvanud vihemalt 16
korda.

Testaine kontsentratsioon peab katse kestusele vastava aja jooksul sdilitama vahemalt 80 % algkontsentrat-
sioonist.

Katsekeskkonnas histi lahustuvaid ja piisivaid lahuseid, st arvestataval madral mitte lenduvaid, lagunevaid,
hiidroliiisuvaid ega adsorbeeruvaid lahuseid andvate ainete puhul voib algkontsentratsiooni lugeda vordseks
nimikontsentratsiooniga. Kontsentratsiooni piisimist kogu katse kestel ja kvaliteedinduete tditmist tuleb
toendada.

Ainete puhul, mis:
i) on katsekeskkonnas vihelahustuvad voi
ii) moodustavad stabiilseid emulsioone voi dispersioone voi

iii) ei ole vesilahuses stabiilsed,

loetakse algkontsentratsiooniks katse algul moddetud kontsentratsioon. Kontsentratsioon mdddetakse peale
moningast tasakaalustumist.

Koigil neil juhtudel tuleb katse kestel teha tdiendavaid mootmisi, mis kinnitaksid tegelikku kokkupuute-
kontsentratsiooni ja kvaliteedinduete tditmist.

On teada, et oluline osa testainest vdidakse katse kestel vetikate biomassi haarata. Seetdttu tuleb eespool
esitatud kvaliteedinduete tiitmise kinnitamiseks arvesse votta nii vetikate biomassi haaratav kui ka lahuses
moddetud ainekogus (vOi veesambas moddetud ainekogus, kui lahuses modtmine ei ole tehniliselt
voimalik). Kuna aine kontsentratsiooni modtmine vetikate biomassis voib aga tehniliselt iisnagi keerukas
olla, vdib kvaliteedinduete tditmist kinnitada katse labiviimisel aine kdrgeima kontsentratsiooniga, kuid ilma
vetikateta ja modtes kontsentratsioonid lahuses (voi veesambas, kui lahuses modtmine ei ole tehniliselt
voimalik) nii katse alguses kui ka 16pus.

MEETODI KIRJELDUS

Reaktiivid

Testainete lahused

Vajaliku kontsentratsiooniga pdhilahused valmistatakse aine lahustamisel deioniseeritud vees voi punktile
1.6.1.2 vastavas vees.

Vajaliku kontsentratsiooniga katselahused valmistatakse sobivate koguste lisamisel vetikate eelkultuuridele (vt
1. liidet). Aineid kontrollitakse tldjuhul lahustuvuse piirini. Monede ainete puhul (nt vees madala
lahustuvusega, korge P -ga voi vees pigem stabiilse dispersiooni kui toelise lahuse moodustavate ainete
puhul) voib katse 1dbi viia aine lahustuvuspiirist kdrgemal kontsentratsioonil, et tagada kdrgeima lahustu-
va/stabiilse kontsentratsiooni saavutamine. Samas on oluline, et see kontsentratsioon ei héiriks katsesiistee-
mi muul moel (nt nii, et aine kile vee pinnal takistab hapniku lahustumist vees jne).
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1.6.1.2.

Vees vihelahustuvate ainete pohilahuste valmistamisel voi nende dispergeerimisel katsekeskkonnas voib
abivahendina kasutada ultraheli-dispergeerimist, orgaanilisi lahusteid, emulgaatoreid voi dispergaatoreid.
Selliste abiainete kasutamisel peavad koik katsekontsentratsioonid sisaldama sama koguse abiainet ja
tdiendavad kontrollkultuurid tuleks viia kokkupuutesse katseseeriaga vordvairse abiaine kontsentratsiooniga.
Seesuguste abiainete kontsentratsioon katsekeskkonnas peaks olema minimaalne ega tohiks mingil juhul
iiletada 100 mgl.

Katse tuleks labi viia ilma pH-d reguleerimata. Mirgatavate pH muutuste ilmnemisel on soovitatav katset
reguleeritava pH-ga korrata ja esitada korduskatse tulemused. Eriliste vastuniidustuste puudumisel tuleks
sellisel juhul pohilahuse pH reguleerida vordseks lahjendusvee omaga. Eelistatav on selleks kasutada HCl-i ja
NaOH-d. pH-d tuleb reguleerida nii, et testaine kontsentratsioon pdhilahuses mirgatavalt ei muutu. Ara
tuleks mirkida pH reguleerimisest tingitud voimalikud keemilised reaktsioonid voi sademe teke.

Katses kasutatav toitelahus

Vesi peaks olema kvaliteetne destilleeritud vesi voi deioniseeritud vesi juhtivusega alla 5 pS/cm. Vee
destilleerimise seade ei tohi sisaldada vaskosi.

Soovitatav on kasutada jargmist toitelahust.

Jargmise tabeli pohjal valmistatakse neli pohilahust. Pdhilahused steriliseeritakse membraanfiltratsioonil voi
autoklaavimisel ja silitatakse seejirel pimedas 4 °C juures. Pohilahust nr 4 tuleks steriliseerida ainult
membraanfiltratsioonil. Need pohilahused lahjendatakse nii, et saadakse 16plikud toitainete kontsentratsioo-
nid katselahuses.

Toitaine Kontsentratsioon pohilahuses Loplik kontsentratsioon katselahuses

Pohilahus 1: makrotoitained

NH,CI 1,5 g/l 15 mgl
MgCl,.6H,0 1,2 g/l 12 mg|l
CaCl,.2H,0 1,8 g/l 18 mgl
MgSO,.7H,0 1,5 gfl 15 mg/l
KH, PO, 0,16 g/l 1,6 mgl
Pohilahus 2: Fe-EDTA

FeCl,.6H, 80 mg/1 0,08 mg/l
Na EDTA.2H,0 100 mg/l 0.1 mg/l
Pohilahus 3: mikroelemendid

H.BO, 185 mgl 0,185 mgl
MnCl,.4H,0 415 mgl 0,415 mgl
ZnCl, 3 mgl 3 x 107 mgl
Co(l,.6H,0 1,5 mg|l 1,5 x 10° mg|l
CuCl,.2H,0 0,01 mgl 10° mgl
Na,MoO,.2H,0 7 mg/l 7 x 10° mg|l
PGhilahus 4: NaHCO,

NaHCO, 50 g/l 50 mgl

Toitelahuse pH on peale Shuga tasakaalustamist ligikaudu 8.



13/11. kd

Euroopa Liidu Teataja

439

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Seade

— Harilikud laboriseadmed,

— sobiva mahuga kolvid (nditeks 100 ml katselahuse mahu puhul sobivad 250 ml koonilised kolvid). Kdik
katses kasutatavad kolvid peaksid olema {thesugusest materjalist ja ithesuguste mddtmetega,

— kultiveerimisseade: kapp voi kamber, mida saab hoida temperatuuril 21-25 °C tdpsusega = 2 °C ja
iihtlaselt valgustada spektrivahemikus 400-700 nm. Kui kontrollkultuuride vetikad on saavutanud
soovitatava kasvukiiruse, voib selle pdhjal jireldada, et kasvutingimused, sh valgustugevus, on olnud
sobivad.

Keskmiste katselahusekontsentratsioonide puhul on soovitatavaks valgustugevuseks 60-120 pE m?s?
(35-70x10" footonitm?s?), moddetuna sobiva detektori abil vahemikus 400-700 nm. Luksides
kaliibritud fotomeetrite puhul on sobivaks vahemikuks 6 000-10 000 Ix.

Vajalik valgustugevus on saavutatav nelja kuni seitsme 30 W universaalvalge luminofoorlambi abil

(vdrvustemperatuuriga ligikaudu 4 300 K), mis on paigutatud 0,35 m kaugusele vetikakultuurist.

— rakkude kontsentratsiooni tuleks modta elusrakkude otsese loendamise teel, nt loenduskambritega
mikroskoobi abil. Kasutada voib aga ka muid meetodeid (fotomeetria, turbidimeetria,...), kui need on
kiillalt tundlikud ja niidatakse, et tulemused vastavad piisavalt hésti rakkude kontsentratsioonile.

Katseorganismid

Soovitatav on kasutada kiire kasvuga rohevetika liiki, mis sobib histi kultiveerimiseks ja katseteks.
Eclistatavad on jargmised liigid:

— Selenastrum capricornutum, nt ATCC 22662 voi CCAP 278/4,

— Scenedesmus subspicatus, nt 86.81 SAG.
Markus:

ATCC

1

American Type Culture Collection (U.S.A.)
CCAP = Culture Centre of Algae and Protozoa (UK.)

SAG

Sammlung Algenkulturen (Gottingen, Saksamaa)

Muu liigi kasutamisel tuleks vastav tiivi dra mirkida.

Katse kiik

Eeldatav mojupiirkond leitakse annusevahemiku leidmise katsete pdhjal.

Kahe eri kasvukriteeriumi (biomassi ja kasvukiiruse) pdhjal voib saada viga erinevaid kasvu pidurdumise
tulemusi; annusevahemiku leidmise katses tuleks kasutada molemat, tagamaks, et kontsentratsioonide
geomeetriline kasv voimaldab méarata nii E C50 kui ka EC_.

Rakkude algkontsentratsioon

Selenastrum capricornutum’i ja Scenedesmus subspicatus’e puhul on rakkude soovitatavaks algkontsentratsiooniks
kultuuris 10* rakku/ml. Muude liikide kasutamisel peaks kasutatav biomass olema vorreldavas suurusjirgus.

Testainete kontsentratsioonid

Katseks valmistatakse geomeetrilise jadana ette vihemalt viis kontsentratsiooni, kontsentratsioonide suhtega
mitte iile 2,2. Madalaimal uuritaval kontsentratsioonil ei tohiks ilmneda tiheldatavat mdju vetikate kasvule.
Korgeim uuritav kontsentratsioon peaks pidurdama vetikate kasvu kontrollkultuuriga vorreldes vidhemalt
50 % ja eclistatavalt peatama kasvu tdielikult.
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Kordus- ja kontrollkatsed

Igal uuritaval kontsentratsioonil tuleb teha vdhemalt kolm korduskatset. Ilma testaineta tehakse kolm
kontrollkatset, vajadusel tehakse ka kolm kontrollkatset abiainet sisaldava lahusega. Kui see on digustatud,
voib katseskeemi muuta, suurendades kontsentratsioonide arvu ja vahendades korduskatsete arvu kontsent-
ratsiooni kohta.

Katse tegemine

Vajaliku testaine ja vetikainokulaadi sisaldusega katsekultuurid valmistatakse ndutavate pohilahusekoguste
lisamisel sobivatele vetikate eelkultuuride kogustele (vt 1. liidet).

Kultiveerimiskolbe loksutatakse ja need asetatakse kultiveerimisseadmesse. Vetikarakke hoitakse loksutamise,
segamise vOi Ohuga ldbipuhumise teel suspendeerituna, parandades nii gaasivahetust ja vihendades pH
koikumisi katselahustes. Kultuure tuleks hoida temperatuurivahemikus 21-25 °C tdpsusega * 2 °C.

Igas kolvis madratakse rakkude kontsentratsioon vihemalt 24, 48 ja 72 tunni méodumisel katse algusest.
Kui rakkude kontsentratsiooni mdddetakse muude meetodite abil, mitte otsese loendamise teel, kasutatakse
vordlusproovina filtritud vetikate toitelahust, mis sisaldab vastavas kontsentratsioonis uuritavat kemikaali.

pH-d mdddetakse katse algul ja 72 tunni moodumisel.

Kontrollkultuuride pH ei tohiks katse kestel tildjuhul erineda rohkem kui 1,5 tihiku vorra.

Lenduvate ainete uurimine

Kuni praeguseni puudub dldtunnustatud meetod lenduvate ainete uurimiseks. Kui on teada, et aine kaldub
aurustuma, vOib kasutada suurema tithja ilaosaga suletud kolbi. Kolvi vajaliku tithja iilaosa mahu
arvutamisel tuleb arvestada CO, puudujdagi voimalust. Valja on pakutud meetodi moningaid eri variante
(vt viidet (4)).

Tuleks piiiida madrata lahusesse jddvat ainekogust ning lenduvate kemikaalidega suletud siisteemides saadud
tulemusi tuleks tdlgendada viga ettevaatlikult.

Piirsisalduskatse

Kiesoleva katsemeetodi protseduuri jargides voib kontsentratsioonil 100 mg/l teha piirsisalduskatse niita-
maks, et LC,, on sellest kontsentratsioonist kdrgem.

Kui aine iseloom vilistab kontsentratsiooni 100 mg/l saavutamise katses kasutatavas vees, tuleks piirsisal-
duskatse teha kontsentratsioonil, mis on vordne aine lahustuvusega kasutatavas keskkonnas (voi korgeimal
kontsentratsioonil, kus moodustub stabiilne dispersioon) (vt ka punkti 1.6.1.1).

Piirsisalduskatse tuleks tcha vihemalt kolme paralleelkatsena, sama arvu kontrollkatsetega. Piirsisalduskatses
tuleks rakendada kaht eri kasvukriteeriumi (biomassi ja kasvukiirust).

Kui biomassi voi kasvukiiruse jirgi tehtud katses on keskmine pidurdumine 25 % voi suurem, tuleb labi
viia tdiemahuline uuring.

ANDMED JA HINDAMINE

Moddetud rakukontsentratsioonid katse- ja kontrollkultuurides esitatakse tabelis koos testaine kontsentrat-
sioonide ja modtmisacgadega. Kasvukdverate saamiseks esitatakse graafiliselt rakkude keskmise kontsentrat-
siooni muutus ajas (0-72 h) iga testaine kontsentratsiooni puhul.

Kontsentratsiooni/mdju sdltuvuse madramisel voib kasutada jargmisi meetodeid. Madalatel kontsentratsioo-
nidel moned ained stimuleerivad kasvu. Arvestada tuleks ainult kasvu 0-100 % pidurdumisele viitavaid
andmepunkte.



13/11. kd

Euroopa Liidu Teataja

441

2.1.

2.2

KASVUKOVERATE ALUSE PINDALA VORDLEMINE

Pindala kasvukovera ja horisontaaljoone N = N, vahel voib arvutada jirgmise valemi jargi:

A= —No Xt1+wx (tz—t1)+...+wx (th—ta_1)
2 2 2
kus
A = pindala,
N, = rakkude arv/ml ajahetkel t, (katse algul),
N, = mdddetud rakkude arv/ml ajahetkel t
N, = mdddetud rakkude arv/ml ajahetkel ¢
t, = esimese mootmise aeg katse algusest,
t = n-nda mddtmise aeg katse algusest,
n = modtmiste arv katse algusest alates.

Rakkude kasvu protsentuaalne pidurdumine testaine igal kontsentratsioonil (I,) arvutatakse jargmise valemi
jargi:

Ac— A
Ih == ' % 100

C

kus
A = pindala kasvukovera ja horisontaaljoone N = N, vahel kontrollkultuuris,
A = pindala kasvukdvera ja horisontaaljoone N = N, vahel kontsentratsioonil t

I, védrtuste soltuvus vastavatest kontsentratsioonidest esitatakse graafiliselt poollogaritmilisel diagrammil voi
poollogaritmilisel probit-diagrammil. Probit-diagrammi kasutamisel tdmmatakse ldbi punktide sirge kas
silma jdrgi voi arvutatud regressiooni pohjal.

EC,, leitakse hinnanguliselt regressioonisirgelt, maarates 50 % pidurdumisele (I, = 50 %) vastava kontsen-
tratsiooni. Viirtuse iiheseks esitamiseks seostatuna kasutatud arvutusmeetodiga on soovitatav kasutada
stimbolit E,C,. On oluline, et E C, esitatakse koos vastava kokkupuuteperioodi kestusega, nt E,C, (072 h).

KASVUKIIRUSTE VORDLEMINE

Kasvu keskmise erikiiruse (1) voib eksponentsiaalselt kasvava kultuuri puhul arvutada jirgmiselt

_InN; -InNg
h= th —to

kus t, on aeg katse alguses.
Kasvu keskmise erikiiruse (n) voib leida ka graafiku In N versus aeg regressioonisirge tousust.

Kasvu erikiiruse protsentuaalne pidurdumine testaine igal kontsentratsioonil (I,t) arvutatakse jargmise valemi
jargi:

e = = H 100
e

kus

kontrollkultuuri kasvu keskmine erikiirus

F
I

kasvu keskmine erikiirus katsekontsentratsioonil t

H
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Kasvu keskmise erikiiruse protsentuaalne vihenemine testaine igal kontsentratsioonil vorreldes kontrollkul-
tuuri vastava vairtusega esitatakse graafiliselt kontsentratsiooni logaritmi funktsioonina. EC,, saab maarata
saadud graafikult. Selle meetodi abil leitud EC,, védrtuse iiheseks esitamiseks on soovitatay kasutada
stimbolit EC,. Ndidata tuleb modtmise aeg, nt kui véirtus kehtib ajavahemiku 0-72 tundi kohta, on
vastav siimbol EC,, (0-72 h).

Mirkus: Kasvu erikiirus on logaritmiline suurus ja selle vdikesed muutused voivad tdhendada suuri muutusi
biomassis. E,C ja EC arvvdartused ei ole seega vorreldavad.

2.3. TAHELDATAVA TOIMETA KONTSENTRATSIOONI (NOEC) ARVUTAMINE

Taheldatava toimeta kontsentratsioon mdiratakse statistiliselt sobiva mitmese vordlemise meetodi (nt
dispersioonanaliiiisi ja Dunnetti testi) abil, kasutades individuaalsete korduskatsete kasvukdvera aluse pindala
A (vt punkti 2.1) vaartusi voi kasvu erikiiruse (vt punkti 2.2) véirtusi.

3. ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:
— testainet: keemilisi tunnusandmeid,
— katseorganisme: paritolu, laborikultuuri, tiive numbrit, kultiveerimismeetodit,
— katsetingimusi:
— katse algus- ja l1oppkuupdeva ning kestust,
— temperatuuri,
— toitelahuse koostist,
— kultiveerimisseadet,

— lahuste pH vairtusi katse alguses ja 10pus (pH kdikumisel rohkem kui 1,5 tihiku vorra tuleks sellele
anda seletus),

— testaine lahustamisel kasutatud kandjat ja meetodit ning kandja kontsentratsiooni katselahustes,
— valguse tugevust ja omadusi,
— uuritud kontsentratsioone (mdddetud vdi nimivédrtusi),

— tulemusi:

— rakkude kontsentratsiooni igas kolvis igas modtepunktis ja rakkude kontsentratsiooni maaramise
meetodit,

— rakkude kontsentratsiooni keskmisi vadrtusi,
— kasvukoveraid,

— kontsentratsiooni/mdju graafilist valjendust,
— EC viirtusi ja vastavaid arvutusmeetodeid,

— tiheldatava toimeta kontsentratsiooni (NOEC),

— muid tiheldatud toimeid.
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1. liide

Vetikate kultiveerimise meetodi niide
Uldised mérkused
Jargmises meetodis kultiveeritakse vetikaid miirgisuskatsete jaoks.

Vetikakultuuride bakteritega nakatumise véltimiseks tuleb kasutada kohaseid meetodeid (ISO 4833). Eeli-
statav voib olla puhaskultuuride kasutamine, ttheliigiliste kultuuride kasutamine on aga ndutav.

Bakterite voi teiste vetikaliikidega saastumise véltimiseks tuleb koik toimingud teha steriilsetes tingimustes.
Saastunud kultuurid tuleks vélja praakida.

Vetikakultuuride saamise meetodid
Toitelahuste (soGtmete) valmistamine:

Toitelahused voib valmistada toitainete kontsentreeritud pohilahuste lahjendamisel. Tahke sootme saamiseks
lisatakse 0,8 % agarit. Kasutatavad toitelahused peavad olema steriilsed. Steriliseerimine autoklaavimisel voib
pohjustada NH, kadu.

Tiivikultuur:

Tavikultuurid on viikesed vetikakultuurid, mida viiakse regulaarselt virskesse sootmesse uue katsematerjali
saamiseks. Kui kultuure regulaarselt ei kasutata, kantakse need viirgudena lingagarile. Vihemalt kord kahe
kuu jooksul kantakse need ile uuele sootmele.

Tivikultuure kasvatatakse sobiva sootmega koonilistes kolbides (mahuga umbes 100 ml). Vetikate inkubee-
rimisel 20 °C ja pideva valgustuse tingimustes tuleb neid iga nadal ile kanda.

Ulekandmise kiigus viiakse teatav kogus “vana” kultuuri steriilsete pipettidega virske sédtmega kolbi nii, et
kiirelt kasvava liigi puhul on algkontsentratsioon umbes 100 korda viiksem kui vanas kultuuris.

Liigi kasvukiiruse voib mdéidrata kasvukoveralt. Kui see on teada, on vdimalik hinnanguliselt mdiirata
kultuuri uude sootmesse viimisel vajalik kontsentratsioon. Seda on vaja teha enne, kui kultuur jouab
suremisfaasi.

Eelkultuur:

Eelkultuurid on mdeldud katsekultuuride inokuleerimiseks sobiva vetikakoguse saamiseks. Eelkultuuri
inkubeeritakse katse tingimustes ja kasutatakse siis, kui see veel eksponentsiaalselt kasvab, tildjuhul umbes
pdrast kolmepdevast inkubatsiooniperioodi. Kui vetikakultuur sisaldab moondunud voi korvalekalletega
rakke, tuleb kultuur korvaldada.

2. liide

ISO 8692 — Water quality — Fresh water algal growth inhibition test with Scenedesmus subspicatus and
Selenastrum capricornutum’is esitatakse 16 labori vahel kaaliumdikromaadiga tehtud uuringu kohta jargmised
tulemused:

Keskmised (mg]l) Vahemik (mg/l)

EC,, (0-72 h) 0,84 0,60-1,03

E,C,, (0-72 h) 0,53 0,20-0,75
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I OSA.

C.4. KOHESE BIOLAGUNDUVUSE MAARAMINE

ULDPOHIMOTTED
SISSEJUHATUS

Kirjeldatakse kuut katsemeetodit, mis sobivad kemikaalide kohese biolagunduvuse soelkatseteks aeroobses
veekeskkonnas:

a) Lahustunud orgaanilise siisiniku (DOC) kdrvaldamine (meetod C.4-A)

b) Muudetud OECD sdelkatse — DOC korvaldamine (meetod C.4-B)

¢) Siisinikdioksiidi (CO,) eraldumine (muudetud Sturmi katse) (meetod C.4-C)
d) Manomeetriline respiromeetria (meetod C.4-D)

e) Kinnise pudeli katse (meetod C.4-E)

f) MITI (Jaapani Viliskaubandus- ja Toostusministeeriumi) katse (meetod C.4-F)

Koigi kuue katse iildpdhimétted on esitatud meetodi I osas. Uksikute meetodite spetsiifilised osad on
esitatud II-VII osas. Lisades on toodud mdiratlused, valemid ja suunismaterjalid.

1988. a tehtud OECD laboritevaheline vordluskatse néitas, et nende meetoditega saadakse iihtseid tulemusi.
Siiski voib moni meetod olenevalt aine fiiiisikalistest omadustest olla eelistatav.

SOBIVA MEETODI VALIMINE

Sobivaima meetodi valikul on olulised andmed kemikaali lahustuvuse, aururdhu ja adsorptsiooniomaduste
kohta. Teoreetiliste vadrtuste arvutamisel ja/voi moddetud vadrtuste, nt ThOD, ThCO,, DOC, TOC, COD (vt
I ja II lisa) kontrollimisel on vaja teada aine keemilist struktuuri voi valemit.

Aineid, mille lahustuvus vees on vihemalt 100 mg/ml, voib analiiiisida kdigi meetoditega eeldusel, et ained
ei ole lenduvad ega adsorbeeruvad. Tabelis 1 on mirgitud meetodid, mis sobivad vees vihelahustuvate,
lenduvate vdi adsorbeeruvate kemikaalide puhul. Vees vihelahustuvate ja lenduvate kemikaalide kisitsemis-
viise on kirjeldatud III lisas. Moodukalt lenduvaid kemikaale voib uurida DOC kdrvaldamise katses eeldusel,
et katseanumates (mis peaksid olema sobival moel suletud) on kiillaldaselt vaba ruumi gaasifaasile. Sellisel
juhul tuleb fuiisikaliste kadude arvessevotmiseks teha ka abiootiline kontrollkatse.

Tabel 1. Katsemeetodite kohaldatavus

Sobivus ainetele, mis on:
Katse Analiiiisimeetod .
vihelahustu-
lenduvad adsorbeeruvad
vad
DOC korvaldamine Lahustunud orgaaniline — — +-
stisinik
Muudetud OECD sdelkat- | Lahustunud orgaaniline — — +-
se siisinik
CO, eraldumine Respiromeetria: CO, eral- + — +
dumine
Manomeetriline  respiro- | Manomeetriline respiro- + +- +
meetria meetria: hapniku tarbimi-
ne
Kinnise pudeli katse Respiromeetria: lahustu- +/- + +
nud hapnik
MITI katse Respiromeetria: hapniku + +- +
tarbimine
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Saadud tulemuste tolgendamisel on vaja andmeid katsematerjali puhtusastme voi pdhikomponentide
osakaalu kohta, eriti kui tulemused on viikesed voi piiripealsed.

Andmed uuritava kemikaali miirgisuse kohta bakteritele (IV lisa) voivad olla sobivate katsekontsentratsioo-
nide valikul vdga kasulikud ja madalate biolagunduvuse véirtuste igel tolgendamisel hadavajalikud.

VORDLUSAINED

Toovotete kontrollimiseks tehakse koos tavaliste katsetega sobivas kolvis paralleelkatse kohese biolagundu-
vuse kriteeriumidele vastavate vordlusainetega.

Sobivad vordlusained on aniliin (virskelt destilleeritud), naatriumatsetaat ja naatriumbensoaat. Vordlusained
lagunevad nende meetodite puhul isegi ilma otseselt inokulaati lisamata.

On tehtud ettepanekuid bioloogiliselt kergesti laguneva, kuid inokulaadi lisamist ndudva vordlusaine
otsimiseks. Vilja on pakutud kaaliumvesinikftalaati, kuid enne selle aine vordlusainena tunnustamist tuleb
selle kohta rohkem andmeid koguda.

Respiromeetrilistes katsetes voivad lammastikku sisaldavad tthendid nitrifikatsiooni kaudu mojutada hapniku
tarbimist (vt Il ja V lisa).

KATSEMEETODITE POHIMOTE

Testaine lahus voi suspensioon mineraalses toitelahuses inokuleeritakse ja seda inkubeeritakse aeroobsetes
tingimustes pimedas voi hajutatud valguse kies. Inokulaadist parit DOC kogus katselahuses tuleks testainest
parit DOC kogusega vorreldes hoida voimalikult madal. Et arvestada endogeenset aktiivsust inokulaadis,
tehakse paralleclne pimekatse inokulaadiga ja ilma testaineta, ehkki endogeenne aktiivsus rakkudes testaine
juuresolekul ei ole tdpselt identne endogeense kontrollproovi omaga. ToGvotete toimimise kontrolliks
tehakse paralleelkatse vordlusainega.

Uldjuhul jilgitakse lagundamisprotsessi mitmesuguste parameetrite, nagu DOC, CO, eraldumise ja hapniku
tarbimise pohjal ja mdotmisi tehakse nii sageli, et see voimaldab méirata biolagundamise algust ja 16ppu.
Automaatsete respiromeetrite kasutamisel toimub mdotmine pidevalt. Lisaks mingile muule parameetrile
moddetakse vahel DOC-d, kuid tavaliselt tchakse seda ainult katse alguses ja 1opus. Kasutada voib ka
spetsiifilist keemilist analiiiisi testaine esmase lagunemise ja mis tahes tekkinud vaheiihendite kontsentrat-
siooni mairamiseks (ndutav MITI katses).

Uldjuhul on katse pikkus 28 pdeva. Katsed vdib siiski l6petada enne 28 pieva moddumist, st kohe, kui
biolagundamise graafik on joudnud platooni ja jddnud sinna vihemalt 3 mddtmiseks. Katseid voib
pikendada ka pikemaks kui 28 pdeva, kui graafik nditab, et biolagundumine on alanud, kuid platooni ei
ole 28 pdeva jooksul joutud.

KVALITEEDINOUDED

Reprodutseeritavus

Biodegradatsiooni ja inokulaadina kasutatud bakteripopulatsioonide iseloomu tottu tuleks koiki médramisi
teha vihemalt kahe paralleelina.

Kogemus niitab, et mida suurem on katsekeskkonda lisatud mikroorganismide kontsentratsioon, seda
viiksemad on korduskatsete vahelised erinevused. Laboritevahelised vordlused on niidanud ka seda, et eri
laborites saadud tulemused voivad erineda isna palju, kuid tavaliselt saadakse hea biolagunduvusega
tihendite puhul {isna sarnased tulemused.
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1.5.2.

Katse kehtivus

Katse loetakse kehtivaks, kui uuritava kemikaali korvaldamisparameetri kordusvairtuste suurim erinevus
platool ja katse 16pus voi 10-pdevase akna I1opus on viiksem kui 20 % ja kui vdrdlusaine protsentuaalne
lagunemine on 14 pdeva jooksul joudnud kohese biolagunduvuse médrani. Kui kasvoi iiks neist tingimus-
test ei ole tdidetud, tuleb katset korrata. Meetodite piiratuse tottu ei tdhenda madalad véirtused tingimata
seda, et testaine keskkonnas bioloogiliselt ei lagune, kiill aga seda, et biolagunduvuse méddramine nouab
rohkem t66d.

Kui lagunemise maar on testaine ja vordlusainega miirgisuse katses 14 pieva jooksul alla 35 % (DOC jargi)
voi alla 25 % (ThOD véi ThCO, jirgi), voib testaine lugeda bioloogilisi protsesse pidurdavaks (vt ka
IV lisa). Katseseeriat tuleks korrata, voimalusel uuritava kemikaali madalama kontsentratsiooni ja/voi
inokulaadi kdrgema kontsentratsiooniga, kuid mitte rohkem kui 30 mg tahkeid aineid|liitris.

ULDISED TOOMEETODID JA ETTEVALMISTUSED

Katsete puhul kehtivad tildnduded on kokku voetud tabelis 2. Konkreetselt iiksikute katsetega seotud
seadmeid ja katsetingimusi kirjeldatakse hiljem, vastava katse alapunktis.

Tabel 2. Katsetingimused

- Mano-meetri- Muudetud -
Katse DOC kdrval- | €O, eraldu- line respiro- | OECD sdel- Kinnise pu- MITI (1)
damine mine ’ deli katse
meetria katse
Testaine 2-10 100
kontsentratsioon
mg|l 100
mg DOC/] 10-40 10-20 10-40
mg ThOD/I 50-100 5-10
Inokulaadi kont- < 30 mg/l holjumit 0,5 ml < 5 ml 30 mg/l
sentratsioon (rak- v6i < 100 ml reovett/l t66deldud reovett/] holjumit
kudes/l, ligikaud- - reovett/l (10*-10°) (10’-10%)
ne) (107-10°%) (10%)
Elementide kont-
sentratsioonid
mineraalses toite-
lahuses (mg/l)
P 116 11,6 29
N 13 0,13 1,3
Na 86 8,6 17,2
K 122 12,2 36,5
Mg 2,2 2,2 6,6
Ca 9,9 9,9 29,7
Fe 0,05-0,1 0,05-0,1 0,15
pH 7.4 £ 0,2 eelistatavalt
7,0
Temperatuur 22 £ 2°C 25+ 1°0
DOC = lahustunud orgaaniline ThOD = teoreetiline hapnikutarve SS = holjuvaine
siisinik
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L6.1. Lahjendusvesi

Kasutatakse deioniseeritud voi destilleeritud vett, mis ei sisalda inhibeerivates kontsentratsioonides miirgiseid

aineid (nt Cu™ ioone). Orgaanilise stisiniku sisaldus ei tohi olla suurem kui 10 % testainest tulenevast

orgaanilise siisiniku sisaldusest. Vee korge puhtusaste aitab vilistada korgete tulemuste saamise nullproovi-
dega. Saastus voib tuleneda nii testaines olevatest lisanditest kui ka ioonvahetusvaikudest ja liitisunud
bakteri- voi vetikamaterjalist. Igas katseseerias tuleb kasutada ainult samast partiist parit vett, millele on
eelnevalt tehtud DOC analiiiis. Kinnise pudeli katses selline analiiiis vajalik ei ole, kuid vee hapnikutarve
peab olema madal.

1.6.2. Mineraalainete pdhilahused

Katselahuste jaoks valmistatakse sobivate mineraalainete kontsentratsioonidega pohilahused. Jargmised

pohilahused sobivad (erinevaid lahjendusastmeid kasutades) DOC korvaldamise katse, muudetud OECD

soelkatse, CO, eraldumise katse, manomeetrilise respiromeetria katse ja kinnise pudeli katse jaoks.

Lahjendusastmed ja MITI katse mineraalse toitelahuse valmistamisjuhend on esitatud vastavate katsete

alapunktides.

Pohilahused: Analiliisipuhastest reaktiividest valmistatakse jargmised pohilahused.

a) Kaaliumdivesinikfosfaat, KH,PO, 8,50 g
Dikaaliumvesinikfosfaat, K,HPO, 21,75 g
Dinaatriumvesinikfosfaatdihiidraat, Na,HPO, - 2 H,0 33,40 g
Ammooniumkloriid, NH,Cl 0,50 g
Lahustatakse vees ja tiiendatakse veega 1 liitrini. Lahuse pH peaks olema 7,4.

b) Kaltsiumkloriid, veevaba, CaCl2 27,50 g
voi kaltsiumkloriiddihiidraat, CalCl2 “2HO0 36,40 g
Lahustatakse vees ja tiiendatakse veega 1 liitrini

0) Magneesiumsulfaatheptahiidraat, MgSO, - 7 H,0O 2250 g
Lahustatakse vees ja tdiendatakse veega 1 liitrini

d) Raud(Il)kloriidheksahiidraat, FeCl, - 6 H,0O 025¢
Lahustatakse vees ja tdiendatakse veega 1 liitrini.

Mairkus: valtimaks vajadust valmistada lahus vahetult enne kasutamist, tuleb neile 1 liitri kohta lisada iiks

tilk konts. vesinikkloriidhapet voi 0,4 g etiileendiamiintetradddikhappe dinaatriumsoola.

1.6.3. Kemikaalide p6hilahused

Juhul kui aine lahustuvus dletab 1 gfl, lahustada vastavalt vajadusele 1-10 g test- vdi vordlusainet

deioniseeritud vees ja tdiendada veega 1 liitrini. Teise voimalusena voib valmistada pohilahuse mineraalses

toitelahuses voi lisada kemikaali otse mineraalsele toitelahusele. Halvemini lahustuvate kemikaalide késitle-
mist vt III lisast, kuid MITI katses (meetod C.4-F) ei tohi kasutada ei lahusteid ega emulgaatoreid.
16.4. Inokulaadid

Inokulaadi saamisel voib kasutada mitmeid lahtematerjale: aktiivmuda, (klooritamata) reovett, pinnavett voi
mulda vdi nende segu. DOC korvaldamise, CO, eraldumise voi manomeetrilise respiromeetria katses
aktiivmuda kasutamisel peaks see olema pirit valdavalt olmereovett tootlevast puhastusjaamast voi
laborimdddus seadmest. Teistest allikatest parit inokulaatide puhul on ilmnenud tulemuste suurem hajuvus.
Muudetud OECD sdelkatse ja kinnise pudeli katse jaoks on vaja lahjemat, mudahelvesteta inokulaati,
eelistatav allikas on valdavalt olmereovett tootlevast puhastusjaamast voi laborimdddus seadmest valjuv
toodeldud reovesi. MITI katse inokulaat valmistatakse mitmete ldhtematerjalide segust ja vastav kirjeldus on
esitatud konkreetse katse alapunktis.



448

Euroopa Liidu Teataja

13/11. kd

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

1.6.6.

Aktiivmudast saadud inokulaat

Proov vdetakse valdavalt olmereovett to6tleva puhastusjaama voi laborimdddus seadme aeratsioonibasseini
virskest aktiivmudast. Vajadusel eemaldatakse peene sdelaga filtrimisel jimedad osakesed ja hoitakse muda
seejdrel aeroobsena.

Teine vdimalus on muda pdrast jimedate osakeste eemaldamist setitada voi tsentrifuugida (nditeks 1 100 g
10 min). Korvaldatakse supernatant. Muda voib pesta mineraalse toitelahusega. Kontsentreeritud muda
suspendeeritakse mineraalses toitelahuses kontsentratsioonil 3-5 g holjumit/l ja aereeritakse tarvitamiseni.

Muda tuleks votta tavapirasest, tookorras puhastusjaamast. Suure koormusega puhastusjaamast périnevat
voi inhibiitoreid sisaldada voivat muda tuleks pesta. Pirast pohjalikku segamist resuspendeeritud muda
setitatakse voi tsentrifuugitakse, korvaldatakse supernatant ja resuspendeeritakse muda jargmises koguses
mineraalses toitelahuses. Protseduuri korratakse, kuni muda loetakse substraadi liiast voi inhibiitorist vabaks.

Taielikult resuspendeeritud voi tootlemata mudast voetakse vahetult enne kasutamist proov holjumi
kuivmassi maaramiseks.

Veel iiks voimalus on aktiivmuda homogeniseerida (3-5 g holjumit/l). Muda toodeldakse keskmisel kiirusel
2 min mehaanilises segistis. Homogeniseeritud muda setitatakse 30 min vdi vajadusel kauem ja dekantee-
ritakse vedelik, mida kasutatakse inokulaadina kontsentratsioonil 10 ml/l mineraalse toitelahuse kohta.

Muud inokulaadi allikad

Inokulaadi voib valmistada valdavalt olmereovett tootlevast puhastusjaamast voi laborimdddus seadmest
viljuvast toodeldud reoveest. Selleks vdetakse virske proov, mida hoitakse transportimisel aeroobsena.
Mudal lastakse 1 h seista voi filtritakse see labi jimeda filterpaberi ja hoitakse dekanteeritud vedelik voi
filtraat kuni tarvitamiseni aeroobsena. Sellist inokulaati vdib kasutada kuni 100 ml toitelahuse liitri kohta.

Veel iiks voimalik inokulaadi allikas on pinnavesi. Sobivast pinnaveekogust, nt joest voi jarvest voetakse
proov ja hoitakse seda tarvitamiseni aeroobsena. Vajadusel kontsentreeritakse inokulaati filtrimise voi
tsentrifuugimise teel.

Inokulaatide kohandamine

Inokulaate voib lasta kohanduda katsetingimustega, kuid mitte adapteeruda uuritava kemikaaliga. Kohanda-
mine seisneb aktiivmuda aeratsioonis mineraalses toitelahuses voi toodeldud reovees katsetemperatuuril 5-7
pdeva jooksul. Monikord parandab kohandamine katsemeetodite tdpsust, vihendades nullproovidega saada-
vaid tulemusi. MITI inokulaadi kohandamist ei peeta vajalikuks.

Abiootilised kontrollproovid

Vajadusel kontrollitakse testaine vdimalikku abiootilist lagunemist, uurides DOC korvaldamist, hapniku
tarbimist voi siisinikdioksiidi eraldumist steriilsetes inokulaadita kontrollproovides. Proov steriliseeritakse
filtrimisel 1dbi membraani (0,2-0,45 pm) voi sobiva mirkaine lisamisel vajalikus kontsentratsioonis.
Membraanfiltratsiooni kasutamisel voetakse proovid steriilsuse tagamiseks aseptiliselt. Kui uuritava kemikaali
adsorbeerumine ei ole eclnevalt vilistatud, tuleb katsetes, kus biolagundumist mdddetakse DOC korvalda-
mise jrgi, eriti aktiivmuda-inokulaatide kasutamisel, kasutada inokuleeritavat ja miirgitatavat abiootilist
kontrollproovi.
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1.6.7.

L.7.1.

Kolbide arv

Kolbide arv tiiiipilises katses on dra toodud iga katse alapunktis.

Kasutada voib jargmisi kombinatsioone:

katsesuspensioon: sisaldab testainet ja inokulaati;

inokulaadi nullproov: sisaldab ainult inokulaati;

protseduuri kontrollproov: sisaldab vordlusainet ja inokulaati;

abiootiline steriilne kontrollproov: steriilne, sisaldab testainet (vt 1.6.6);
adsorptsiooni kontrollproov: sisaldab testainet, inokulaati ja steriliseerivat ainet;
miirgisuse kontrollproov: sisaldab testainet, vordlusainet ja inokulaati.

Paralleelmddtmised katsesuspensiooni ja inokulaadi nullprooviga on kohustuslikud. Soovitatav on teha
mddtmised ka ilejaanud paralleelidega.

See ei pruugi aga alati vdoimalik olla. Tagada tuleb kiillaldane proovide vdi mddtmiste arv protsentuaalse
korvaldamise leidmiseks 10-pdevase akna kestel.

ANDMED JA HINDAMINE

Protsentuaalse lagunemise (D) arvutamisel kasutatakse nii katseanuma kui ka inokulaadi nullproovi
kordusmootmiste keskmisi. Vastavad valemid on sitestatud allpool, konkreetsetele katsetele vastavates
alapunktides. Lagunemise kiik esitatakse graafiliselt ja ndidatakse dra 10-pdevane aken. Arvutada ja esitada
korvaldamisprotsent 10-pievase akna 1dpus ja véirtus platool voi katse 10pus, vastavalt vajadusele.

Respiromeetrilistes katsetes voivad lammastikku sisaldavad ithendid nitrifikatsiooni kaudu majutada hapniku
tarbimist (vt Il ja V lisa).

DOC midramise pdhjal méddetud lagunemine

Katse kehtivuse hindamiseks tuleks testainet sisaldavate kolbide kohta eraldi arvutada protsentuaalne
lagunemine (D) igal proovi votmise hetkel, kasutades DOC topeltmdotmiste keskmisi vaartusi (vt 1.5.2).
See arvutatakse jirgmise vorrandi abil:

kus:

D = lagunemisprotsent ajahetkel t,

C, = DOC keskmine algkontsentratsioon testainet sisaldavas inokuleeritud toitelahuses (mg DOC/),

C, = DOC keskmine kontsentratsioon testainet sisaldavas inokuleeritud toitelahuses ajahetkel t (mg
DOC/l),

C, = DOC keskmine algkontsentratsioon substraadivabas inokuleeritud mineraalses toitelahuses (mg
DOC/),

C, = DOC keskmine kontsentratsioon substraadivabas inokuleeritud mineraalses toitelahuses ajahetkel t

(mg DOC/l).

Koik kontsentratsioonid méaratakse katseliselt.
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L7.2. Spetsiifilise analiiiisi pohjal méddetud lagunemine

Kui on olemas spetsiifilise analiiiisi andmed, arvutatakse esmane biolagunemine valemist:

Sb_sa

D = T x 100
kus:
D = lagunemisprotsent ajahetkel t, tildjuhul 28 pieva moodumisel,
S, = testaine jadk inokuleeritud toitelahuses katse 16pul (mg),
S, = testaine jadk pimekatses vee/toitelahusega, kuhu on lisatud ainult testaine (mg)
L7.3. Abiootiline lagunemine

Abiootilise steriilse kontrollproovi kasutamisel arvutatakse protsentuaalne abiootiline lagunemine valemist:

Cso) = Cyo)
s(0)

protsentuaalne abiootiline lagunemine = x 100

kus

C, = DOC kontsentratsioon steriilses kontrollproovis 0-péeval,

C, = DOC kontsentratsioon steriilses kontrollproovis péeval t.
L.8. ARUANDLUS

Katsearuanne sisaldab voimalusel jargmisi andmeid:

— test- ja vordlusaineid ning nende puhtusastet,

— katsetingimusi,

— inokulaadi kohta: tiiiipi ja pdritolu, kontsentratsiooni ja kohandamist, kui seda kasutati,
— toostuslike heitmete osakaalu ja iseloomu reovees, kui see on teada,

— katse kestust ja temperatuuri,

— vihelahustuvate testainete puhul nende kisitlemismeetodeid,

— kasutatud katsemeetodit; meetodi mis tahes muudatusi tuleb teaduslikult pohjendada ja seletada,
— andmeid,

— koiki tiheldatud inhibitsiooninihte,

— abiootilist lagunemist, kui seda tiheldati,

— spetsiifilise keemilise analiiiisi andmeid, kui neid on,

— vaheithendite analiiiisiandmeid, kui neid analiiisiti,

— test- ja vordlusainete protsentuaalse lagunemise graafikut ajas; selgelt tuleks ndidata ootefaas, lagune-
misfaas, 10-pdevane aken ja tdus (I lisa). Kui katse vastab kvaliteedinduetele, voib graafikul kasutada
testainet sisaldavate kolbide lagunemisprotsentide keskmist véirtust,

— lagunemisprotsenti 10-pdevase akna 1dpus ja platool voi katse 1opus.
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II OSA. DOC KORVALDAMISE KATSE (Meetod C.4-A)

IL1. POHIMOTE
Kindlat kogust inokuleeritud mineraalset toitelahust kindla testaine kontsentratsiooniga (10-40 mg DOC/l),
mis on ainus nominaalne orgaanilise stisiniku allikas, aereeritakse pimedas voi hajutatud valguse kies
22 £ 2 °C juures.
Lagunemisprotsessi jalgitakse 28 pdeva jooksul sagedaste DOC analiiisidega. Arvutatakse biolagundumise
mair, viljendades korvaldatud DOC kontsentratsiooni (mida on parandatud inokulaadiga nullproovi vastava
vairtuse vorra) protsendina algkontsentratsioonist. Esmase biolagundumise méidra voib arvutada ka inku-
beerimise algul tehtud tdiendava keemilise analiiiisi pohjal.

I1.2. MEETODI KIRJELDUS

IL.2.1. Seade
a) koonilised kolvid, mahuga nt 250 ml — 2 1, olenevalt DOC analiiiisiks vajalikust mahust;
b) kooniliste kolbide loksutusseade, mis on termostateeritud voi asub piisiva temperatuuriga ruumis ja on

piisava vdimsusega aeroobsete tingimuste tagamiseks koigis kolbides;

¢) sobivate membraanidega filtrimisseade;
d) DOC analiisaator;
¢) lahustunud hapniku mairamise seade;
f) tsentrifuug.

11.2.2. Mineraalse toitelahuse valmistamine
Pohilahuste valmistamist vt 1.6.2.
10 ml lahust a segatakse 800 ml lahjendusveega, lisatakse 1 ml lahuseid b kuni d ja tdiendatakse veega
1 liitrini.

11.2.3. Inokulaadi valmistamine ja kohandamine
Inokulaadi saamisel voib kasutada mitmeid lihtematerjale: aktiivmuda; reovett; pinnavett voi mulda voi
nende segu.
Vaata punkte 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 ja 1.6.5.

11.2.4. Kolbide ettevalmistamine

Naiteks viiakse 800 ml kogused mineraalset toitelahust 2 1 koonilistesse kolbidesse ning lisatakse eri
kolbidesse kiillaldased kogused test- ja vordlusainete pohilahuseid, nii et saadakse kemikaalikontsentratsioon,
mis vastab 10-40 mg DOC-ile liitris. Kontrollitakse pH véirtusi ja viiakse need vajadusel 7,4-ni. Kolvid
inokuleeritakse aktiivmuda v6i muud piritolu inokulaadiga (vt 1.6.4), 16pliku hdljumi kontsentratsiooniga
kuni 30 mg/l. Valmistatakse ka inokulaadi kontrollproovid mineraalse toitelahusega, kuid ilma test- voi
vordlusaineta.

Vajadusel kontrollitakse ithes kolvis testaine voimalikku inhibeerivat moju, inokuleerides vorreldavate
kontsentratsioonidega test- ja vordlusaine lahuse mineraalses toitelahuses.

Vajadusel kontrollitakse veel iihes steriilses kolvis testaine abiootilist lagunemist, kasutades aine inokuleeri-
mata lahust (vt 16.6).
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I.2.5.

11.2.6.

I.3.

I1.3.1.

11.3.2.

I1.3.3.

Kui arvatakse, et testaine voib olulisel madral adsorbeeruda klaasil, mudal jne, tchakse eelkatse, kus
hinnatakse adsorptsiooni tdendolist ulatust ja seega ka katse sobivust antud ainele (vaata tabelit 1). Selleks
valmistatakse ette kolb testaine, inokulaadi ja steriliseeriva ainega.

Lahused koigis kolbides tiiendatakse mineraalse toitelahusega 1 liitrini ja vOetakse pdrast segamist igast
kolvist DOC algkontsentratsiooni médramiseks proov (vaata lisa I1.4). Kolbide avad kaetakse nt alumiinium-
fooliumiga nii, et see ei takista 6hu vaba liikumist kolvi ja timbritseva atmosfdari vahel. Seejirel asetatakse
kolvid katse alustamiseks loksutisse.

Kolbide arv tiiiipilises katses

Kolvid 1 ja 2: katsesuspensioon

Kolvid 3 ja 4: inokulaadi nullproov

Kolb 5: protseduuri kontrollproov

Eelistatavalt ja vajadusel:

Kolb 6: abiootiline steriilne kontrollproov

Kolb 7: adsorptsiooni kontrollproov

Kolb 8: miirgisuse kontrollproov

Vaata ka punkti L6.7.

Katse tegemine

Kogu katse kestel mdiratakse igas kolvis kindlate ajavahemike jirel DOC kontsentratsioon, piisava
sagedusega 10-pdevase akna alguse miiramiseks ja protsentuaalse korvaldamise méddramiseks 10-pdevase
akna 16pus. Igaks madramiseks voetakse ainult minimaalne vajalik kogus katsesuspensiooni.

Enne proovide votmist korvatakse vajadusel aurustumiskaod kolbides vajaliku koguse lahjendusvee lisami-
sega (1.6.1). Segu segatakse enne proovi votmist hoolikalt ja veendudakse, et ndu seintele sadestunud
materjal enne proovi votmist lahustub vo6i suspendeerub. Kohe parast votmist proovid membraan-
filtreeritakse voi tsentrifuugitakse (vaata lisa I1.4). Filtritud voi tsentrifuugitud proovid analiiiisitakse samal
pdeval voi siilitatakse 2—4 °C juures kuni 48 tundi voi pikaajalisemal siilitamisel alla —18 °C juures.

ANDMED JA ARUANDLUS

Tulemuste kisitlemine

Protsentuaalne lagunemine ajahetkel t arvutatakse punktis .7.1 (DOC médramine) ja vajadusel ka punktis
1.7.2 (spetsiifiline analiiiis) kirjeldatud moel.

Koik tulemused esitatakse etteantud andmetabelis.

Tulemuste kehtivus

Vaata punkti [.5.2.

Aruandlus

Vaata punkti [.8.
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11.4.

ANDMETABEL
Jargneb andmetabeli néide.

DOC KORVALDAMISE KATSE
1. LABOR

2. KATSE ALGUSKUUPAEV
3. TESTAINE

Nimi:

pohilahuse kontsentratsioon:... (kemikaali sisaldus, mg]l)

Algkontsentratsioon toitelahuses, t;:... (kemikaali sisaldus, mgfl)

4. INOKULAAT
Allikas:
Tootlus:
Kohandamine, kui seda tehti:
Holjumi kontsentratsioon segus:... mg|l

5. SUSINIKU MAARAMINE

Siisinikuanaliisaator:

Kolvi nr

DOC n pieva moddumisel
(mgh)

o, o, n,

Testaine koos ino-

4

a, keskmine Cam

kulaadiga

b

1

b

2

b, keskmine Coo

G

G

¢, keskmine Cm)

Inokulaadi nullproo-
vid testaineta 4

d

1

d

2

d, keskmine C "

Coip) =

Ce(ny + Cag

2
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IL1.

6. TOOTLEMATA ANDMETE HINDAMINE

Lagunemisprotsent n pieva mooddumisel
Kolvi nr
0 n n, n, n
Capy — C
D= (1- £ ) w100
1 Cato) = Ghl(o) 0
Cp) — C
Dz:(l_u) % 100
2 Coo) — Colo) 0
D= D, - D,
Keskmine (') ) 0
() D, ja D, ei tohiks olulise erinevuse puhul keskmistada.
Mirkus: vordlusaine ja miirgisuse kontrollproovide jaoks vdib kasutada analoogseid tabeleid.
7. ABIOOTILINE KONTROLLPROOV (pole kohustuslik)
Acg (pdevades)
0 t
DOC konts. steriilses Co C,
kontrollproovis (mg/l)
C C
Protsentuaalne abiootiline lagunemine = sto) — =05 100

8. SPETSIIFILINE KEEMILINE ANALUUS (pole kohustuslik)

Testaine jddk katse 1opus (mg/l)

Esmase lagunemise %

Steriilne kontrollproov S

Inokuleeritud toitelahus S

Sp — Sa
b

x 100

MUUDETUD OECD SOELKATSE (Meetod C.4-B)

POHIMOTE

Kindlat kogust inokuleeritud mineraalset toitelahust kindla testaine kontsentratsiooniga (10-40 mg DOC/l),
mis on ainus nominaalne orgaanilise siisiniku allikas, inokuleeritakse 0,5 ml reoveega liitri lahuse kohta.

Seejirel aereeritakse segu pimedas voi hajutatud valguse kdes 22 + 2 °C juures.

Lagunemisprotsessi jalgitakse 28 pdeva jooksul sagedaste DOC analiiisidega. Arvutatakse biolagundumise
mair, viljendades korvaldatud DOC kontsentratsiooni (mida on parandatud inokulaadiga nullproovi vastava
véirtuse vorra) protsendina algkontsentratsioonist. Esmase biolagundumise méira voib arvutada ka inku-

beerimise algul ja 10pul tehtud tdiendava keemilise analiitisi pohjal.
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1I1.2.

11.2.1.

11.2.2.

11.2.3.

11.2.4.

MEETODI KIRJELDUS
Seade

a) koonilised kolvid, mahuga nt 250 ml — 2 1, olenevalt DOC analiiiisiks vajalikust mahust;

b) kooniliste kolbide loksutusseade, mis on termostateeritud voi asub piisiva temperatuuriga ruumis ja on
piisava vdimsusega aeroobsete tingimuste tagamiseks koigis kolbides;

¢) sobivate membraanidega filtrimisseade;
d) DOC analiisaator;

e) lahustunud hapniku mairamise seade;
f) tsentrifuug.

Mineraalse toitelahuse valmistamine

Pohilahuste valmistamist vt 1.6.2.

10 ml lahust (a) segatakse 80 ml lahjendusveega, lisatakse 1 ml lahuseid b) kuni d) ja tdiendatakse veega
1 liitrini.

Selles meetodis kasutatakse ainult 0,5 ml inokulaati liitri kohta, mistottu vaib olla vaja lisada toitelahusele
mikroelemente ja kasvutegureid. Selleks lisatakse liitri 13pliku toitelahuse kohta 1 ml igast jdrgmisest
lahusest:

Mikroelementide lahus:

Mangaansulfaattetrahiidraat, MnSO, - 4H,0 39,9 mg
Boorhape, H,BO, 57,2 mg
Tsinksulfaatheptahiidraat, ZnSO , - 7H,0 42,8 mg
Ammooniumheptamoliibdaat, (NH,) Mo.0,, 34,7 mg
Fe-kelaat (FeCl -etiileendiamiintetraddikhape) 100,0 mg

Lahustatakse vees ja tdiendatakse lahjendusveega 1 liitrini

Vitamiinilahus:

Parmiekstrakt 15,0 mg

Parmiekstrakt lahustatakse 100 ml vees. Lahus steriliseeritakse filtrimisel labi 0,2 pm membraani voi
valmistatakse vahetult enne kasutamist.

Inokulaadi valmistamine ja kohandamine

Inokulaadi voib valmistada valdavalt olmereovett to6tlevast puhastusjaamast voi laborimdddus seadmest
viljuvast toodeldud reoveest. Vaata punkte 1.6.4.2 ja 1.6.5.

Kasutatav kogus on 0,5 ml ithe liitri mineraalse toitelahuse kohta.
Kolbide ettevalmistamine

Naiteks viiakse 800 ml kogused mineraalset toitelahust 2 1 koonilistesse kolbidesse ning lisatakse eri
kolbidesse kiillaldased kogused test- ja vordlusainete pohilahuseid, nii et saadakse kemikaalikontsentratsioon,
mis vastab 10-40 mg DOC-ile liitris. Kontrollitakse pH vddrtust ja viiakse see vajadusel 7,4-ni. Kolvid
inokuleeritakse 0,5 ml reovee lisamisega liitri kohta (vt 1.6.4.2). Valmistatakse ka inokulaadi kontrollproovid
mineraalse toitelahusega, kuid ilma test- voi vordlusaineta.

Vajadusel kontrollitakse ithes kolvis testaine voimalikku inhibeerivat moju, inokuleerides vorreldavate
kontsentratsioonidega test- ja vordlusaine lahuse mineraalses toitelahuses. Vajadusel kontrollitakse veel ithes
steriilses kolvis testaine abiootilist lagunemist, kasutades aine inokuleerimata lahust (vt 1.6.6).
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I1.2.5.

111.2.6.

IIL.3.

1L.3.1.

11.3.2.

I1.3.3.

Kui arvatakse, et testaine voib olulisel madral adsorbeeruda klaasil, mudal jne, tchakse eelkatse, kus
hinnatakse adsorptsiooni tdendolist ulatust ja seega ka katse sobivust antud ainele (vaata tabelit 1). Selleks
valmistatakse ette kolb testaine, inokulaadi ja steriliseeriva ainega.

Lahused koigis kolbides tiiendatakse mineraalse toitelahusega 1 liitrini ja vOetakse pdrast segamist igast
kolvist DOC algkontsentratsiooni mairamiseks proov (vaata lisa 11.4). Kolbide avad kaetakse nditeks
alumiiniumfooliumiga nii, et see ei takista dhu vaba liikumist kolvi ja imbritseva atmosfdiri vahel. Seejirel
asetatakse kolvid katse alustamiseks loksutisse.

Kolbide arv tiiiipilises katses

Kolvid 1 ja 2: katsesuspensioon

Kolvid 3 ja 4: inokulaadi nullproov

Kolb 5: protseduuri kontrollproov

Eelistatavalt ja vajadusel:

Kolb 6: abiootiline steriilne kontrollproov

Kolb 7: adsorptsiooni kontrollproov

Kolb 8: miirgisuse kontrollproov

Vaata ka punkti L6.7.

Katse tegemine

Kogu katse kestel mdiratakse igas kolvis kindlate ajavahemike jirel DOC kontsentratsioon, piisava
sagedusega 10-pdevase akna alguse miiramiseks ja protsentuaalse korvaldamise méddramiseks 10-pdevase
akna 16pus. Igaks madramiseks voetakse ainult minimaalne vajalik kogus katsesuspensiooni.

Enne proovide votmist korvatakse vajadusel aurustumiskaod kolbides vajaliku koguse lahjendusvee lisami-
sega (1.6.1). Segu segatakse enne proovi votmist hoolikalt ja veendutakse, et ndu seintele sadestunud
materjal enne proovi votmist lahustub vo6i suspendeerub. Kohe parast votmist proovid membraan-
filtreeritakse voi tsentrifuugitakse (vaata lisa I1.4). Filtritud voi tsentrifuugitud proovid analiiiisitakse samal
pdeval voi siilitatakse 2—4 °C juures kuni 48 tundi voi pikaajalisemal siilitamisel alla —18 °C juures.

ANDMED JA ARUANDLUS

Tulemuste kisitlemine

Protsentuaalne lagunemine ajahetkel t arvutatakse punktis .7.1 (DOC médramine) ja vajadusel ka punktis
1.7.2 (spetsiifiline analiiiis) kirjeldatud moel.

Koik tulemused esitatakse etteantud andmetabelis.

Tulemuste kehtivus

Vaata punkti [.5.2.

Aruandlus

Vaata punkti [.8.
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111.4.

ANDMETABEL
Jargneb andmetabeli néide.
MUUDETUD OECD SOELKATSE
1. LABOR

2. KATSE ALGUSKUUPAEV

3. TESTAINE

Nimi:

Pohilahuse kontsentratsioon:... (kemikaali sisaldus, mg]l)

Algkontsentratsioon toitelahuses, t;:... (kemikaali sisaldus, mgfl)

4. INOKULAAT
Allikas:
Tootlus:
Kohandamine, kui seda tehti:
Holjumi kontsentratsioon segus:... mg|l

5. SUSINIKU MAARAMINE

Siisinikuanaliisaator:

Kolvi nr

DOC n pieva moddumisel
(mgh)

o, o, n,

Testaine koos ino-

4

a, keskmine Cam

kulaadiga

b

1

b

2

b, keskmine Coo

G

G

¢, keskmine Cm)

Inokulaadi nullproo-
vid testaineta 4

d

1

d

2

d, keskmine C "

Coip) =

Ce(ny + Cag

2
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6. TOOTLEMATA ANDMETE HINDAMINE

Lagunemisprotsent n pieva moodumisel
Kolvi nr
0 n, n, n, n
Ca) — Cb](t))
D; = (1 - —— ] x 100
1 Cato) = Ghl(o) 0
Coy — Cbl(t))
D, = (1 - —— ] x 100
2 Cp(o) = Chio) 0
D1 -Dy
Keskmine (') - 0
() D, ja D, ei tohiks olulise erinevuse puhul keskmistada.
Markus: vordlusaine ja miirgisuse kontrollproovide jaoks voib kasutada analoogseid tabeleid.
7. ABIOOTILINE KONTROLLPROOV (pole kohustuslik)
Aeg (pdevades)
0 t
DOC konts. steriilses Co Cy
kontrollproovis (mg/l)
Cyto) — Cs
Protsentuaalne abiootiline lagunemine == =) = =0 5 100
s(0)
8. SPETSIIFILINE KEEMILINE ANALUUS (pole kohustuslik)
Testaine jddk katse 16pus Esmase lagunemise %
Steriilne kontrollproov S,
Inokuleeritud toitelahus S, Sp — Sa % 100
Sp
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IV OSA.

IV.1.

V.2

IV.2.1.

Iv.2.2.

IV.2.3.

IV.2.4.

CO, ERALDUMISE KATSE (Meetod C.4-C)
POHIMOTE

Kindlat kogust inokuleeritud mineraalset toitelahust kindla testaine kontsentratsiooniga (10-20 mg DOC/l),
mis on ainus nominaalne orgaanilise siisiniku allikas, aereeritakse siisinikdioksiidivaba 6hu labipuhumisega
kindlal kiirusel pimedas voi hajutatud valguse kdes. Lagunemisprotsessi jilgitakse 28 pdeva jooksul eralduva
CO, midramise abil, viimane piiiitakse baarium- voi naatriumhiidroksiidi ja moddetakse hiidroksiidi jaagi
tiitrimise vOi anorgaanilise siisiniku médramise teel. Testainest tekkiv siisinikdioksiidi kogus (mida on
parandatud inokulaadiga nullproovi vastava vaartuse vorra) valjendatakse protsendina ThCO,-st. Biolagun-
dumise maira voib arvutada ka inkubeerimise algul tehtud tdiendava DOC analiiisi pohjal.

MEETODI KIRJELDUS

Seadmed

a) 2-5-liitrised kolvid peaaegu pohjani ulatuva aeratsioonitoru ja viljaviiguga;
b) vihelahustuvate ainete uurimisel magnetsegajad;

¢) gaasipiiiidurpudelid;

d) dhuvoolu reguleerimis- ja mddteseade;

¢) seade siisinikdioksiidi valjapesemiseks siisinikdioksiidivaba 6hu valmistamiseks; teise voimalusena voib
kasutada oiges vahekorras segu (20 % O,: 80 % N,) CO,-vabast balloonihapnikust ja CO,-vabast
balloonilammastikust;

f) seade siisinikdioksiidi madramiseks kas tiitrimeetriliselt voi mis tahes pohimottel todtava anorgaanilise
siisiniku analiisaatori abil;

g) membraanfiltratsiooniseade (ei ole kohustuslik);

h) DOC analiisaator (ei ole kohustuslik).
Mineraalse toitelahuse valmistamine
Pohilahuste valmistamist vt 1.6.2.

10 ml lahust a segatakse 800 ml lahjendusveega, lisatakse 1 ml lahuseid b kuni d ja tdiendatakse veega
1 lLiitrini.

Inokulaadi valmistamine ja kohandamine

Inokulaadi saamisel voib kasutada mitmeid lihtematerjale: aktiivmuda, reovett, pinnavett voi mulda voi
nende segu.

Vaata punkte 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 ja 16.5.
Kolbide ettevalmistamine

Jargmises ndites on esitatud mahulised kogused ja kaalutised 5-liitriste kolbide jaoks 3 1 suspensiooniga.
Viiksemate koguste kasutamisel voib koguseid vastavalt muuta, kuid tagada tuleb tdpseks modtmiseks
piisav siisinikdioksiidi eraldumine.

Igasse 5-liitrisesse kolbi lisatakse 2 400 ml mineraalset toitelahust. Secjdrel lisatakse sobiv kogus ettevalmis-
tatud aktiivmuda (vt 1.6.4.1 ja 1.6.5) nii, et holjumi kontsentratsioon 16plikus 3 liitris inokuleeritud segus ei
iileta 30 mgl.
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IV.2.5.

IV.2.6.

Teise voimalusena voib ettevalmistatud muda koigepealt lahjendada mineraalse toitelahusega nii, et saadakse
suspensioon kontsentratsiooniga 500-1 000 mg/l, misjirel lisatakse sellest kindel kogus 5-liitrisesse kolbi
nii, et saadakse Idppkontsentratsioon 30 mgfl; ndonda tagatakse suurem tdpsus. Kasutada voib muid
inokulaadi allikaid (vt 1.6.4.2).

Inokuleeritud segusid aereeritakse iile6d CO,-vaba dhuga, et puhastada siisteem siisinikdioksiidist.

Eraldi paralleelkolbidele lisatakse kindla koguse pohilahuse ndol test- ja vordlusaine nii, et neist tulenev
DOC vdi TOC kontsentratsioon on 10-20 mg[l; moned kolvid jietakse kemikaalita inokulaadi kontroll-
proovideks. Vihelahustuvad testained lisatakse massi voi mahu jirgi otse kolbi vdi neid kisitsetakse III lisas
kirjeldatud moel.

Vajadusel kontrollitakse ithes kolvis testaine vdoimalikku inhibeerivat moju, lisades kolbi iilejadnud kolbidega
vordses kontsentratsioonis nii test- kui ka vordlusainet.

Vajadusel kontrollitakse veel iihes steriilses kolvis testaine abiootilist lagunemist, kasutades aine inokuleeri-
mata lahust (vt 1.6.6). Proov steriliseeritakse sobivas kontsentratsioonis miirkaine lisamisega.

Enne seda tdiendatakse suspensioonid koigis kolmes kolvis CO,-vaba Ghuga aereeritud mineraalse toitela-
husega 3 liitrini. Lisaks voib votta proove DOC analiiisiks (vt lisa 11.4) ja/voi spetsiifiliseks analiitisiks.
Pesupudelid iithendatakse kolbide viljaviiguga.

Baariumhiidroksiidi kasutamisel iihendatakse iga 5-liitrise kolviga jirjestikku kolm pesupudelit, millest
igaiihes on 100 ml 0,0125 M baariumhiidroksiidlahust. Lahus ei tohi sisaldada sulfaadi ja karbonaadi sadet
ja selle kontsentratsioon tuleb méirata vahetult enne kasutamist. Naatriumhiidroksiidi kasutamisel iithenda-
takse jarjestikku kaks piitidurit, kusjuures teine on kontrollpiiidur, mis peab nditama, kas esimene
absorbeeris kogu siisinikdioksiidi. Sobivad ka seerumipudeli sulguriga pesupudelid. Igasse pudelisse lisatakse
200 ml 0,05 M naatriumhiidroksiidi, mis on kiillaldane kogu testaine tiielikul lagunemisel tekkiva
stisinikdioksiidi absorbeerimiseks. Isegi vahetult enne kasutamist valmistatud naatriumhiidroksiidi lahus
sisaldab viikestes kogustes karbonaate, vastav viga korrigeeritakse nullproovi karbonaadikoguse lahutamise-

ga.
Kolbide arv tiiiipilises katses

Kolvid 1 ja 2: katsesuspensioon

Kolvid 3 ja 4: inokulaadi nullproov

Kolb 5: protseduuri kontrollproov

ning eelistatavalt ja vajadusel:

kolb 6: abiootiline steriilne kontrollproov
Kolb 7: miirgisuse kontrollproov

Kolb 8: miirgisuse kontrollproov

Vt ka punkti 1.6.7.

Katse tegemine

Katset alustatakse CO,-vaba Shu juhtimisega ldbi suspensioonide kiirusega 30~100 ml/min. Siisinikdioksiidi
absorbendist voetakse CO, sisalduse madramiseks regulaarselt proove. Esimese kiimne pdeva jooksul on
soovitatav teha analiiiise iga kahe voi kolme pdeva tagant, seejirel iga viie pdeva tagant kuni 28. pievani,
nii et saab méirata 10-pdevase aknaperioodi.

28. pieval voetakse proovid DOC ja spetsiifilise analiiiisi jaoks (kui neid tehakse), modddetakse suspensioo-
nide pH ja lisatakse igasse kolbi 1 ml kontsentreeritud vesinikkloriidhapet; kolbe aereeritakse iile6o, et
korvaldada suspensioonides olev siisinikdioksiid. 29. pdeval tehakse viimane eralduva siisinikdioksiidi
analiiiis.
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IV.3.

IV.3.1.

CO, moodtmise pdevadel eemaldatakse kdige kolvipoolsem baariumhiidroksiidiga pesupudel ja tiitritakse
hidroksiidilahust 0,05 M HCl-ga, kasutades indikaatorina fenoolftaleiini. Ulejidnud pesupudelid nihutatakse
iihe koha vorra kolvile lihemale ja paigutatakse kaugemasse otsa uus pesupudel 100 ml virske 0,0125 M
baariumhiidroksiidiga. Tiitrimisi tehakse kas vastavalt vajadusele, niiteks siis, kui esimeses piitiduris
tiheldatakse margatavat sadet ja enne sademe teket teises pudelis voi vihemalt kord nidalas. NaOH
kasutamisel absorbendina voetakse siistlaga viike proov (mille suurus sdltub kasutatavast siisinikuanaliisaa-
torist) kolvipoolses pesupudelis olevast naatriumhiidroksiidilahusest. Proov siistitakse eraldunud susinikdiok-
siidi otseseks madramiseks siisinikuanaliisaatori anorgaanilise siisiniku maarajasse.

Teise ptitiduri sisu analiiiisitakse alles katse 10pus, et vajadusel lisada arvutustesse libikandunud siisinikdiok-
siidi arvestav parandus.

ANDMED JA ARUANDLUS
Tulemuste kisitlemine
Piiiidurisse kogutud CO, kogus leitakse tiitrimisel jargmise valemi jargi:

mgCO, = (100 x C, -~ 0,5 x V x C) x 44

kus:

V= 100 ml absorbeerimislahuse tiirimiseks kulunud HCl maht (ml),
C, = baariumhiidroksiidilahuse kontsentratsioon (M),

C, = vesinikkloriidhappelahuse kontsentratsioon (M),

kui C, on 0,0125 M ja C, on 0,05 M, kulub 100 ml baariumhiidroksiidi tiitrimiseks 50 ml lahust ja CO,
mass leitakse jargmisest valemist:

0,05
N X 44 x tiitrimiseks kulunud HCI (ml) = 1,1 x ml HCI
Seega on teisendustegur tekkinud CO, massi (mg) arvutamisel tiitrimisel kulunud HCI mahust (ml) 1,1.

Vastavate tiitrimisandmete pdhjal arvutatakse ainult inokulaadist tekkiva CO, ning inokulaadi ja testaine
segust tekkiva CO, massid, nende vahe ongi ainult testainest tekkiva CO, mass.

Naiteks kui inokulaadiga kulub tiitrimisele 48 ml ning inokulaadi ja testaine seguga 45 ml,
Co, inokulaadist = 1,1 x (50-48) = 2,2 mg

CO, inokulaadi ja testaine segust = 1,1 x (50-45) = 5,5 mg

on testainest tekkiva CO2 mass 3,3 mg.

Biolagundumise protsent arvutatakse valemist:

eralduvaCO; mass (mg) x 100
ThCO,; x lisatud testainemass (mg)

lagunemisprotsent =

vOi

eralduvaCO; mass (mg) x 100
katses lisatud TOC(mg) x 3,67

lagunemisprotsent =

kus 3,67 on teisendustegur (44/12) tileminekul siisiniku massilt siisinikdioksiidi massile.
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IV.3.2.

IV.3.3.

V4.

Lagunemisprotsent mis tahes ajavahemiku jdrel leitakse koigi modtmispdevale eelnevate pdevade kohta
arvutatud protsentuaalsete ThCO, viirtuste liitmisel.

Naatriumhiidroksiidiga absorbeerimisel arvutatakse tekkinud siisinikdioksiidi kogus, viljendatuna anorgaani-
lise siisinikuna (IC) milligrammides, korrutades IC kontsentratsiooni absorbendis absorbendi mahuga.

Lagunemisprotsent arvutatakse valemist:

IC katsekolvi st (mg) - ICnullproovi st (mg)

% ThCO, =
¥ : Katseainen a lisatud TOC(mg)

x 100

DOC korvaldamise voib arvutada vastavalt punktile 1.7. Need ja koik tilejddnud tulemused registreeritakse
etteantud andmetabelis.

Tulemuste kehtivus

Katseaine — mineraalse toitelahuse suspensiooni anorgaanilise siisiniku sisaldus katse algul peab olema
vahem kui 5 % siisiniku iildsisaldusest (TC) ja eraldunud CO, summaarne kogus inokulaadiga nullproovi
puhul ei tohiks katse 16pul iildjuhul iiletada 40 mg/l lahuse kohta. Kui saadavad viirtused on suuremad kui
70 mg CO,[I, tuleks andmed ja katsetehnika kriitiliselt iile vaadata.

Vt ka punkti 1.5.2.

Aruandlus

Vt punkti L.8.

ANDMETABEL

Jargneb andmetabeli néide.

SUSINIKDIOKSIIDI ERALDUMISE KATSE

1. LABOR

2. KATSE ALGUSKUUPAEV

3. TESTAINE
Nimi:
Pohilahuse kontsentratsioon:... (kemikaali sisaldus, mg/l)
Algkonts. toitelahuses:... (kemikaali sisaldus, mg/l)
Kolbi lisatud siisiniku koguhulk:...mg C
ThCO,:...mg CO,

4. INOKULAAT
Allikas:
Too6tlus:
Kohandamine, kui seda tehti:

Holjumi kontsentratsioon segus:... mg|l
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5. SUSINIKDIOKSIIDI ERALDUMINE JA LAGUNDUVUS

Meetod: Ba(OH),/NaOH/muu

Tekkinud CO, Tekkinud CO, Tekkinud CO ThCO,
katselahus (mg) nullproov (mg) kumulatiivne
(mg) (katselahuse kumulatiiv ne CO, « 100
Acg 1 ja nullproovi ThCO»
(paeva- vahe keskmine)
des) kesk- kesk-
mine mine
keskmi-
2 4 1 2 1 2 ne
0
nl
nZ
n}
28

Murkus: vordlusaine ja miirgisuse kontrollproovide jaoks voib kasutada analoogseid tabeleid.

6. SUSINIKU ANALUUS (pole kohustuslik)

Siisinikuanaliisaator:
Aeg (pdevades) Nullproov (mg/l) Testaine (mg/l)
0 Cbto) Co
1
28 (') Cyo C,
() voi inkubatsiooniperioodi 16pus
G -C
DOC kérvaldamisprotsent = <1 - t7"0)) x 100
Co - Cb(o)
7. ABIOOTILISE LAGUNEMISE KATSE (pole kohustuslik)
- k iilses kolvis 2 jarel
abioortilise lagunemise % — CO, — CO; teke steriilses kolvis 28 paeva jarel (mg) % 100

ThCO; (mg)
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V OSA.

V.1.

V2.

V.2.1.

V.2.2.

V.2.3.

V.2.4.

MANOMEETRILISE RESPIROMEETRIA KATSE (Meetod C.4-D)

POHIMOTE

Kindlat kogust inokuleeritud mineraalset toitelahust kindla testaine kontsentratsiooniga (100 mg/l testainet,
ThOD-ga vidhemalt 50-100 mg/l), mis on ainus nominaalne orgaanilise siisiniku allikas, segatakse kuni 28
pdeva kinnises kolvis konstantsel temperatuuril (kdikumisega + 1 °C voi alla selle). Hapniku tarbimine
mairatakse kas konstantse gaasiruumala hoidmiseks vajaliku (elektroliiiisil saadud) hapniku koguse moot-
misel voi ruumala voi rohu (voi moélema) muutuse jargi seadmes. Tekkiv stisinikdioksiid absorbeeritakse
kaaliumhiidroksiidi voi muu sobiva absorbendi lahuses. Testaine hapnikutarve (mida on parandatud
paralleelse inokulaadiga nullproovi vastava vdirtuse vorra) viljendatakse protsendina ThOD-st voi KHT-st.
Lisaks voib inkubeerimise algul ja 16pul tehtud tiiendava keemilise analiiiisi pohjal arvutada ka esmase
biolagundumise méira ja DOC analiiiisi pdhjal 1opliku biolagundumise maéra.

MEETODI KIRJELDUS

Seadmed

a) sobiv respiromeeter;
b) termostaat tipsusega = 1 °C vdi tdpsem;
¢) membraanfiltratsiooni seade (pole kohustuslik);

d) stisinikuanaliisaator (pole kohustuslik).

Mineraalse toitelahuse valmistamine

Pohilahuste valmistamist vt 1.6.2.

10 ml lahust a segatakse 800 ml lahjendusveega, lisatakse 1 ml lahuseid b kuni d ja tdiendatakse veega
1 liitrini.

Inokulaadi valmistamine ja kohandamine

Inokulaadi saamisel voib kasutada mitmeid lihtematerjale: aktiivmuda, reovett, pinnavett ja mulda voi
nende segu.

Vt punkte 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 ja 16.5.

Kolbide ettevalmistamine

Pohilahustest valmistatakse eraldi test- ja vordlusainete lahused mineraalses toitelahuses, iildjuhul kontsent-
ratsiooniga 100 mg kemikaali/liitris (ThOD-ga vdhemalt 50-100 mg/l).

ThOD arvutatakse ammooniumisoolade moodustumise pdhjal, vilja arvatud juhul, kui ecldatakse nitrifikat-
siooni toimumist, sel juhul eeldatakse arvutustes nitraadi moodustumist (vt lisa I1.2).

Kontrollitakse pH vadrtusi ja viiakse need vajadusel 7,4 + 0,2-ni.

Vihelahustuvad ained tuleks lisada hilisemas faasis (vt allpool).

Testaine miirgisuse kontrollimisel valmistatakse ette veel iiks lahus, mis sisaldab iiksikute lahustega vordses
kontsentratsioonis nii test- kui ka vordlusainet.

Kui on vaja médrata fiiisikalis-keemiline hapnikutarve, valmistatakse testaine lahus ThOD-ga iildjuhul
100 mg/l, mis steriliseeritakse sobiva miirkaine lisamisega (vt 1.6.6).
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V.2.5.

V.2.6.

V.3.

V3.1

Vihemalt kahtedesse paralleelkolbidesse lisatakse vajalikud kogused test- ja vordlusainete lahuseid. Tdienda-
vad kolvid valmistatakse ette ainult mineraalse toitelahusega (inokulaadi kontrollproovid) ning vajadusel
test- ja vordlusaine seguga ja steriilse lahusega.

Vihelahustuvad testained lisatakse selles faasis massi v6i mahu jirgi otse kolbi voi neid kasitsetakse III lisas
kirjeldatud moel. CO, piiiiduri kambritesse lisatakse kaaliumhiidroksiidi, naatronlubja graanuleid véi muud
absorbenti.

Kolbide arv tiiiipilises katses

Kolvid 1 ja 2: katsesuspensioon

Kolvid 3 ja 4: inokulaadi nullproov

Kolb 5: protseduuri kontrollproov

Eclistatavalt ja vajadusel:

kolb 6: steriilne kontrollproov

Kolb 7: miirgisuse kontrollproov

Kolb 8: miirgisuse kontrollproov

Vt ka punkti 1.6.7.

Katse tegemine

Kolbidel lastakse jouda soovitud temperatuurini ning asjaomased kolvid inokuleeritakse ettevalmistatud
aktiivmuda voi muud piritolu inokulaadiga 16pliku holjumi kontsentratsiooniga kuni 30 mg/l. Katseapara-
tuur pannakse kokku, Kiivitatakse segaja ning kontrollitakse seadme hermeetilisust ja alustatakse hapniku-
tarbe moodtmist. Uldjuhul ei ole vaja katseaparatuuri rohkem jilgida, vilja arvatud vajalike tulemuste
registreerimine ja igapdevase temperatuuri- ja segamisreziimi kontrollimine.

Hapnikutarve arvutatakse regulaarselt ja sageli loetavate niitude pdhjal, seadme tootja ette ndhtud meetodite
abil. Inkubatsiooniperioodi 16pus, tavaliselt 28 pdeva moodumisel, moddetakse kolbide pH, eriti kui
hapnikutarve on madal voi korgem kui ThOD,,,, (limmastikku sisaldavate iihendite puhul).

Vajadusel voetakse respiromeetri kolbidest katse alguses ja 1opus proove DOC analiitisiks voi spetsiifilise
aine analiiiisiks (vaata lisa I1.4). Peale proovi votmist katse alguses peab teada olema kolbi jddva
katsesuspensiooni maht. Kui hapniku tarbimine on tingitud ldimmastikku sisaldavast testainest, moddetakse
nitriti ja nitraadi kontsentratsiooni tus 28 pdeva jooksul ja arvutatakse vélja nitrifikatsiooni hapnikutarvet
arvestav parandus (V lisa).

ANDMED JA ARUANDLUS

Tulemuste kisitlemine

Testaine hapnikutarve (mg) kindlaksméiratud aja moodumisel (millest on lahutatud inokulaadiga nullproovi

vastav nditaja sama aja kohta) jagatakse kasutatud testaine massiga. Nii saadakse BHT vddrtus, mis on
viljendatud hapniku massina (mg) testaine massi (mg) suhtes, st

_ Testaine hapnikutar ve (mg) - nullproovi hapnikutar ve (mg)

BHT
Testaine kogus kolvis (mg)

= hapnikutarve (mg) testaine massiithiku (mg) kohta.

Biolagundumise protsent arvutatakse kas valemist:

BHT ((O, (mg)]testain e (mg)))
ThOD ((0O, (mg)/testain e (mg)))

biolagundumise protsent = %ThOD = x 100

voi valemist

BHT ((O; (mg)/testain e (mg)))

KHT% = KHT ((O; (mg)/testain e (mg)))

x 100
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V4.

Tuleb mirkida, et kui need kaks meetodit ei anna alati samasugust tulemust, on eelistatav kasutada esimest
meetodit.

Lammastikku sisaldavate testainete puhul tuleb kasutada asjakohast ThOD-d (NH, véi NO,) vastavalt
nitrifikatsiooni teadaolevale voi eeldatavale toimumisele. Kui nitrifikatsioon toimub, kuid ei ole tiielik,
arvutatakse nitrifikatsiooni hapnikutarvet arvestav parandus vilja nitriti ja nitraadi kontsentratsiooni
muutustest (V lisa).

Valikulistel orgaanilise siisiniku ja/voi spetsiifilise aine madramistel arvutatakse lagunemisprotsent punktis 1.7
kirjeldatud moel.

Koik tulemused registreeritakse etteantud andmetabelis.
Tulemuste kehtivus

Inokulaadiga nullproovi hapnikutarve 28 péeva jooksul on ildjuhul 20-30 mg O,/ ega tohiks iiletada
60 mg(l. Kui saadavad viirtused on suuremad kui 60 mg/l, tuleks andmed ja katsetehnika kriitiliselt iile
vaadata. Kui pH jddb viljapoole vahemikku 6-8,5 ja testaine hapnikutarve on alla 60 %, tuleks katset
testaine madalama kontsentratsiooniga korrata.

Vt ka punkti 1.5.2.
Aruandlus
Vt punkti L8.
ANDMETABEL
Jargneb andmetabeli niide.
MANOMEETRILISE RESPIROMEETRIA KATSE
1. LABOR
2. KATSE ALGUSKUUPAEV
3. TESTAINE
Nimi:
Pohilahuse kontsentratsioon:... mg/l
Algkontsentratsioon toitelahuses, C:... mg/l
Lahuse maht katsekolvis (V):... ml
ThOD v6i KHT:... O, (mg)/testaine (mg) (NH,, NO,)
4. INOKULAAT
Allikas:
Tootlus:
Kohandamine, kui seda tehti:

Holjumi kontsentratsioon segus:... mg|l
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5. HAPNIKUTARVE: BIOLAGUNDUVUS

Aeg (pdevades)
0 7 14 21 28
Hapnikutarve 1
(mg) testaine
2
a, keskmine
Hapnikutarve 3
(mg) nullproov
4
b, keskmine
Parandatud BHT (a, b))
(mg)
(a,b,)
BHT mg testaine b
kohta (a1 ~b)
CoV
(a2 -b)
GV
Lagunemis-prot- D, (a)
sent
BHT D, (a)
- 100 2 2
ThoD
Keskmine (')
V = lahuse maht katsekolvis
() D, ja D, ei tohiks olulise erinevuse puhul keskmistada.
NB: vordlusaine ja miirgisuse kontrollproovide jaoks voib kasutada analoogseid tabeleid.
6. NITRIFIKATSIOONI ARVESTAV PARANDUS (vt V lisa)
Paev 0 28 Erinevus
i) Nitraadi kontsentratsioon (mg N/liitris), (N)
ii) Hapnikuekvivalent (4,57 x N x V) (mg) _ _
iii) Nitriti kontsentratsioon (mg N/liitris) (N)
iv) Hapnikuekvivalent (3,43 x N x V) (mg) _ _
ii + iv) Summaarne hapnikuekvivalent _ _

7. SUSINIKU ANALUUS (pole kohustuslik)

Siisinikuanaliisaator:

Aeg (pdevades)

Nullproov (mg/l)

Testaine (mgfl)

0

(C

blo)

28 ()

(C

blr)

() voi inkubatsiooniperioodi 16pus
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G -G
%DOC korvaldamisprotsent = (l - %) x 100
o — “blo

8. SPETSIIFILINE AINE (pole kohustuslik)

wn
1l

kontsentratsioon fiitisikalis-keemilises (steriilses) kontrollproovis 28 pdeva moodumisel

S = kontsentratsioon inokuleeritud kolvis 28 pieva moodumisel.

S — Sa
b

biolagundumise protsent = x 100

9. ABIOOTILISE LAGUNEMISE KATSE (pole kohustuslik)

a = hapnikutarve steriilsetes kolbides 28 pdeva moodumisel (mg)

hapnikutarve testaine mg kohta = e
GV

(vt jaotiseid 1 ja 3)

ax 100

abiootilise lagunemise protsent = ——————
g P C.V x ThOD

VI OSA.  KINNISE PUDELI KATSE (Meetod C.4-E)
VL1. KATSEMEETODI POHIMOTE

Testaine lahus mineraalses toitelahuses, iildjuhul kontsentratsiooniga 2-5 mgfl, inokuleeritakse suhteliselt
viikese arvu segapopulatsiooni mikroorganismidega ja seda hoitakse tdiesti tdis suletud pudelites konstantsel
temperatuuril. Lagunemisprotsessi jalgitakse 28 paeva jooksul lahustunud hapniku analiiiisimisega. Testaine
hapnikutarve (mida on parandatud paralleelse inokulaadiga nullproovi vastava véartuse vorra) viljendatakse
protsendina ThOD-st voi KHT-st.

VI.2. MEETODI KIRJELDUS
VI.2.1. Seadmed

a) Klaaskorkidega BHT pudelid mahuga nditeks 250-300 ml;

b) vesivann voi inkubaator pudelite termostateerimiseks konstantsel temperatuuril (= 1 °C voi tdpsem)
pimedas;

¢) suured klaaspudelid (2-5 1) lahuste valmistamiseks ja BHT pudelite tiitmiseks;

d) hapnikuelektrood ja -mootur voi seadmed ja reaktiivid Winkleri tiitrimiseks.
V1.2.2. Mineraalse toitelahuse valmistamine
Pohilahuste valmistamist vt 1.6.2.

1 (itks) ml lahuseid a kuni d segatakse kokku ja tdiendatakse lahjendusveega 1 liitrini.



13/11. kd

Euroopa Liidu Teataja

469

VI.2.3.

VI1.2.4.

VI.2.5.

Inokulaadi valmistamine

Inokulaat valmistatakse iildjuhul valdavalt olmereovett tootlevast puhastusjaamast voi laborimdddus sead-
mest viljuvast to6deldud reoveest. Veel itks vdimalik inokulaadi allikas on pinnavesi. Uldjuhul lisatakse liitri
lahuse kohta iiks tilk (0,05 ml) kuni 5 ml filtraati; antud reoveele vastava optimaalse koguse madramiseks
voib vaja olla eelkatseid (vt 1.6.4.2 ja 16.5).

Kolbide ettevalmistamine

Mineraalset toitelahust aereeritakse tugevalt vihemalt 20 minutit. Igas katseseerias tuleb kasutada ainult
samast partiist pirinevat mineraalset toitelahust. Uldjuhul on lahus kasutusvalmis peale 20-tunnist katse-
temperatuuril seismist. Kontrollimiseks maaratakse lahustunud hapniku kontsentratsioon, mis peaks 20 °C
juures olema umbes 9 mg/l. Koik iilekande- ja tditmisoperatsioonid Shuga kiillastatud toitelahusega tuleb
teha mullivabalt, niiteks sifooni abil.

Test- ja vordlusainete uurimiseks iiheaegsetes katseseeriates valmistatakse ette paralleelsed BHT pudelite
riihmad. Katses kasutatakse kiillaldast arvu BHT pudeleid, sealhulgas inokulaadiga nullproove, nii et
soovitatavate ajavahemike, naiteks 0, 7, 14, 21 ja 28 pdeva jirel, saab hapnikutarvet modta vahemalt kahes
paralleelis. 10-pdevase akna médramiscks voib vaja olla tdiendavaid pudeleid.

Suured pudelid tdidetakse pdhjalikult aereeritud mineraalse toitelahusega umbes iihe kolmandiku ulatuses.
Seejirel lisatakse eraldi suurtesse pudelitesse kiillaldased kogused test- ja vordlusainete pohilahuseid nii, et
kemikaalide 16plik kontsentratsioon ei ileta iildjuhul 10 mg/l. Tdiendavas suures pudelis olevale kemikaa-
livabale kontrolltoitelahusele kemikaale ei lisata.

Et mitte piirata inokulaadi aktiivsust, ei tohi lahustunud hapniku kontsentratsioon BHT pudelites langeda
alla 0,5 mgfl. Seega on testaine kontsentratsioon piiratud umbes 2 mg/l. Raskestilagunevate ja madala
ThOD-ga iihendite puhul voib siiski kasutada kontsentratsiooni 5-10 mg/l. Mdningatel juhtudel voib
soovitada teha paralleelseid katseseeriaid kahe erineva testaine kontsentratsiooniga, nditeks 2 ja 5 mgl.
ThOD arvutatakse iildjuhul ammooniumisoolade moodustumise pohjal, kuid kui eeldatakse nitrifikatsiooni
toimumist voi selle toimumine on teada, arvutatakse see nitraadi moodustumise pohjal (ThOD: vt lisa
11.2). Kui nitrifikatsioon toimub, kuid ei ole tiielik, parandatakse tulemust, arvestades analiiiitiliselt leitud
nitriti ja nitraadi kontsentratsiooni muutusi (vt V lisa).

Testaine miirgisuse uurimisel (niiteks madala biolagunduvuse tulemuse puhul) on vaja veel iiht pudelisee-
riat.

Valmistatakse ette veel iiks suur pudel, mis sisaldab aereeritud mineraalset toitelahust (umbes 1/3 pudeli
mahust) ja ilejadnud suurte pudelitega vordses kontsentratsioonis nii test- kui ka vordlusainet.

Lahused suurtes pudelites inokuleeritakse toodeldud reoveega (1 tilk ehk umbes 0,05 ml kuni 5 mlfl) voi
muu inokulaadi, nagu joeveega (vt 1.6.4.2). Seejirel tdiendatakse lahused aereeritud mineraalse toitelahusega
vajaliku mahuni, kasutades piisava segunemise saavutamiseks pudeli pdhjani ulatuvat voolikut.

Kolbide arv tiiipilises katses

Tiiipilises katses kasutatakse jargmisi pudeleid:

vihemalt 10 pudelit testaine ja inokulaadiga (katsesuspensioon),

vihemalt 10 pudelit ainult inokulaadiga (inokulaadiga nullproov),

vihemalt 10 pudelit vordlusaine ja inokulaadiga (protseduuri kontrollproov),

ning vajadusel 6 pudelit nii testaine, vordlusaine kui ka inokulaadiga (miirgisuse kontrollproov). 10-pdevase
akna madramiseks voib aga vaja olla umbes kahekordset arvu pudeleid.
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VI.2.6.

VI.3.

VI.3.1.

VI.3.2.

Katse tegemine

Koik valmis lahused viiakse kohe vastavasse BHT pudelite rithma, kasutades voolikut, mille ots on BHT
pudelite tdielikuks tditmiseks vastava suure pudeli alumises veerandis (mitte pdhjas). Ornalt koputades
eemaldatakse ohumullid. Nullhetkel maaratakse koigis pudelites Winkleri meetodi voi hapnikuelektroodi
abil kohe lahustunud hapnik. Proovid v6ib mangaan(ll)sulfaadi ja naatriumhiidroksiidi (esimese Winkleri
reaktiivi) abil konserveerida hilisemaks analiiiisiks, kasutades Winkleri meetodit. Hoolikalt suletud pudeleid,
milles hapnik on fikseeritud pruuni mangaan(lll)oksiidi hiidraadina, hoitakse enne Winkleri meetodi
jargmiste etappidega jitkamist pimedas 10-20 °C juures kdige rohkem 24 tundi. Ulejédnud paralleelpudelid
suletakse dhumullide pudelitesse jadmise valtimiseks korgiga ja inkubeeritakse 20 °C juures pimedas. Iga
katseseeriaga peab kaasnema tdielik paralleelseeria inokuleeritud, testaineta toitelahuse uurimiseks. Igast
seeriast voetakse 28 pideva jooksul kindlate ajavahemike jarel (vihemalt kord nddalas) korraga vihemalt
kaks pudelit lahustunud hapniku méiramiseks.

Nidalaste vahedega vdetud proovid vdimaldavad miirata korvaldamisprotsendi 14-pdevases aknas, 3-4
péevaste vahedega voetud proovid voimaldavad madrata 10-pdevase akna, selleks on vaja umbes kaks korda
rohkem pudeleid.

Limmastikku sisaldavate testainete puhul tuleb tulemustesse teha nitrifikatsiooni hapnikutarvet arvestav
parandus. Selleks madratakse hapnikuelektroodi abil lahustunud hapniku kontsentratsioon ja vdetakse BHT
pudelist nitriti ja nitraadi analiiiisiks proov. Nitriti ja nitraadi kontsentratsiooni tdusu jirgi arvutatakse vilja
vastav hapnikutarve (vt V lisa).

ANDMED JA ARUANDLUS
Tulemuste kisitlemine

Koigepealt arvutatakse iga ajavahemiku BHT, lahutades testaine hapnikutarbest inokulaadiga nullproovi
hapnikutarbe (mg/l). Suhtelise BHT (hapniku ja testaine masside (mg) suhte) saamiseks jagatakse parandatud
hapnikutarve testaine kontsentratsiooniga (mg/l). Protsentuaalne biolagunduvus arvutatakse suhtelise BHT
jagamisel suhtelise (lisas I1.2 kirjeldatud moel arvutatud) ThOD-ga voi KHT-ga (mis on mdadratud analiiiti-
liselt, vt lisa I1.3), seega:

_ Testaine hapnikutar ve (mg) - nullproovi hapnikutar ve (mg)

BHT Testaine kogus kolvis (mg)
= hapnikutarve (mg) testaine massiithiku (mg) kohta
lagunemisprotsent = ?E;D(((szoz(r?rggge/::i:ﬁ in(li)g);) x 100
voi
lagunemisprotsent = BHT (02 (mg)ftestain ¢ (mg))) x 100

KHT ((O; (mg)/testain e (mg)))

Tuleb mirkida, et kui need kaks meetodit ei anna alati samasugust tulemust, on eelistatav kasutada viimast
meetodit.

Lammastikku sisaldavate testainete puhul tuleb kasutada asjakohast ThOD-d (NH, voi NO,) vastavalt
nitrifikatsiooni teadaolevale voi eeldatavale toimumisele. Kui nitrifikatsioon toimub, kuid ei ole tiielik,
arvutatakse nitrifikatsiooni hapnikutarvet arvestav parandus vilja nitriti ja nitraadi kontsentratsiooni
muutustest (V lisa).

Tulemuste kehtivus

Inokulaadiga nullproovi hapnikutarve 28 pdeva jooksul ei tohiks olla suurem kui 1,5 mg/l. Kui saadavad
véirtused on suuremad, tuleks katsetehnika iile vaadata. Lahustunud hapniku kontsentratsioon katsepude-
lites ei tohiks millalgi langeda alla 0,5 mg/l. Sellised madalad hapnikusisaldused saab kehtivaks lugeda ainult
juhul, kui kasutatav lahustunud hapniku méaidramise meetod vdimaldab selliseid sisaldusi tdpselt méérata.
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VI.3.3.

V1.4.

Vaata ka punkti 1.5.2.
Aruandlus
Vt punkti L.8.
ANDMETABEL
Jargneb andmetabeli néide.
KINNISE PUDELI KATSE
1. LABOR
2. KATSE ALGUSKUUPAEV
3. TESTAINE
Nimi:
Pohilahuse kontsentratsioon:... mg/l
Algkontsentratsioon pudelis:... mg|l
ThOD voi KHT:... O, (mg)/testaine (mg)
4. INOKULAAT
Allikas:
Tootlus:
Kohandamine, kui seda tehti:
Kontsentratsioon katsesegus:... mg|l
5. LAHUSTUNUD HAPNIKU MAARAMINE

Meetod: Winkler/elektrood

Kolbide analitiisitulemused

Lahustunud hapnik (mg/l)
Inkubatsiooniaeg (d)
0 n n,
1 C
Nullproov (kemi-
kaalita) ) c,
I G +G
Keskmine b7
1 a
Testaine
2 a,
At
Keskmine T2

Mirkus: vordlusaine ja miirgisuse kontrollproovide jaoks vdib kasutada analoogseid tabeleid.
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6. NITRIFIKATSIOONI ARVESTAV PARANDUS (vt V lisa)

Inkubatsiooniaeg (d)

i) Nitraadi kontsentratsioon (mg N/liitris)

ii) Nitraadi kontsentratsiooni muutus (mg N/liitris)
iii) Hapnikuekvivalent (mg/l)

iv) Nitriti kontsentratsioon (mg N/liitris)

v) Nitriti kontsentratsiooni muutus (mg N/liitris)
vi) Hapnikuekvivalent (mg]l)

iii + vi) Summaarne hapnikuekvivalent (mg]l)

N

LAHUSTUNUD HAPNIKU TARBIMINE: LAGUNEMISPROTSENT

Tarbimine n pdeva méodumisel (mgl)

nl nZ n}

1. KOLB: (m - m ) - (m - m, )
2. KOLB: (m_, - m ) - (m, —m,)
1. KOLB:

% Dy = [(mto - mtx) B (mbo B mbx)} x 100

! katsekonts x kemikaali x ThOD

2. KOLB:

%D, = [(mto — M) — (M, — mbx)} x 100

katsekonts x kemikaali x ThOD

D1 +Dy

keskmine %D(") 5

o)

Kordustulemuste olulise erinevuse puhul mitte keskmistada.

m, = viirtus katsekolvis ajahetkel 0
m = viirtus katsekolvis ajahetkel x
m,, = nullproovi keskmine vairtus ajahetkel 0
m, = nullproovi keskmine vairtus ajahetkel x

Sisse tuleb viia ka nitrifikatsiooni arvestav parandus jaotis 6 punktist iii + vi.

. LAHUSTUNUD HAPNIKU TARBIMINE NULLPROOVIDES

Nullproovi hapnikutarve: (m,, — m,,)

seisukohalt. See peaks olema alla 1,5 mg/l.

mg/l. Nullproovi hapnikutarve on oluline katse kehtivuse
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VIl OSA.  MITI KATSE (Meetod C.4-F)
VIL1. POHIMOTE

28 pieva kestel mooddetakse automaatselt pimedas, suletud respiromeetris 25 + 1 °C juures oleva, pidevalt

segatava, testainest ja mineraalsest toitelahusest koosneva, spetsiaalselt kasvatatud, adapteerimata mikro-

organismidega inokuleeritud lahuse v6i suspensiooni hapnikutarvet. Tekkinud siisinikdioksiid absorbeeritak-
se naatronlubjaga. Biolagunduvust viljendatakse nullproovi hapnikutarbe vorra parandatud hapnikutarbe
protsendina teoreetilisest hapnikutarbest (ThOD). Lisaks arvutatakse inkubeerimise algul ja 1dpul tehtava
tdlendava keemilise analiiiisi ja soovi korral ka DOC analiiiisi pShjal esmase biolagundumise méir.

VIL2. MEETODI KIRJELDUS

VIL2.1. Seadmed
a) Automaatne elektroliiiitiline BHT modtur voi respiromeeter, tavaliselt kuue 300 ml pudeliga ja topsidega

CO, absorbendi jaoks;

b) piisiva temperatuuriga ruum ja/vdi veevann temperatuuriga 25 °C, lubatava kdikumisega + 1 °C voi alla

selle;

¢) membraanfiltratsiooni seade (pole kohustuslik);

d) siisinikuanaliisaator (pole kohustuslik).

VIL2.2. Mineraalse toitelahuse valmistamine

Analiiiisipuhastest reaktiividest ja veest (1.6.1) valmistatakse jirgmised pohilahused:

a) Kaaliumdivesinikfosfaat, KH,PO, 8,50 g
Dikaaliumvesinikfosfaat, K,HPO, 21,75 g
Dinaatriumvesinikfosfaatdodekahiidraat, Na,HPO, - 12H,0 44,60 g
Ammooniumkloriid, NH 4Cl 1,70 g
Lahustatakse vees ja tdiendatakse veega 1 liitrini
Lahuse pH peaks olema 7,2

b) Magneesiumsulfaatheptahiidraat, MgSO, - 7H,O 22,50 g
Lahustatakse vees ja tdiendatakse veega 1 liitrini

<) Veevaba kaltsiumkloriid, CaCl2 27,50 g
Lahustatakse vees ja tdiendatakse veega 1 liitrini

d) Raud(Il)kloriidheksahiidraat, FeCl, - 6 H,0 025 ¢
Lahustatakse vees ja tdiendatakse veega 1 liitrini

3 ml igast lahusest a kuni d segatakse kokku ja tdiendatakse 1 liitrini.

VIL2.3. Inokulaadi valmistamine

Voetakse virsked proovid vdhemalt kiimnest kohast, peamiselt piirkondadest, kus kasutatakse ja kuhu
suunatakse mitmesuguseid kemikaale. 1-liitrised muda, pindmise mullakihi, vee jms proovid vdetakse
nditeks olme- ja toostusliku heitvee puhastitest, jogedest, jarvedest ja meredest ning segatakse need hoolikalt
kokku. Peale holjumi korvaldamist ja moningast seismist viiakse supernatandi pH naatriumhiidroksiidi voi

fosforhappe abil véartuseni 7 + 1.
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VIL.2.4.

VIL2.5.

VIL3.

VIL3.1.

Sobiva koguse filtritud supernatandiga tdidetakse edaspidi regulaarselt tdidetav ja osaliselt tithjendatav
aktiivmuda anum ja vedelikku aereeritakse umbes 23,5 tundi. 30 minutit pérast aereerimise 16ppu
korvaldatakse umbes kolmandik supernatandist ja lisatakse settinud materjalile samas mahus lahust (pH
7), mis sisaldab 0,1 % glitkoosi, 0,1 % peptooni ja kaaliumdivesinikfosfaati, ning jitkatakse aereerimist.
Protseduuri korratakse iga pdev. Mudareservuaari tuleb kdidelda hea tava kohaselt: viljavool peab olema
selge, temperatuur peaks olema 25 * 2 °C, pH peaks olema 7 + 1, muda peaks histi settima, aeratsioon
peaks segu pideva aeroobsuse tagamiseks olema kiillaldane, segu peaks sisaldama algloomi ning muda
aktiivsust vordlusaine suhtes tuleks kontrollida vihemalt iga kolme kuu tagant. Muda voib inokulaadina
kasutada pérast vihemalt ihekuulist tootlemist, aga hiljemalt nelja kuu moodudes. Seejirel voetakse
regulaarsete vaheaegade jarel vihemalt kord kolme kuu jooksul jille vihemalt 10 paigast eespool kirjeldatud
proovid.

Et tagada virske ja vana muda thesugune aktiivsus, segatakse kasutuses oleva aktiivmuda filtritud
supernatant vordsetes kogustes vahetult enne kogutud kiimne allika segu filtritud supernatandiga ja
kultiveeritakse saadud segu eespool kirjeldatud moel. Inokulaadiks vdetakse muda 18-24 t pirast selle
sOOtmist.

Kolbide ettevalmistamine

Valmistatakse ette jargmised kuus kolbi:

nr 1: testaine lahjendusvees, kontsentratsioonis 100 mg/l

nr 2, 3 ja 4: testaine mineraalses toitelahuses, kontsentratsioonis 100 mg/l

nr 5: vordlusaine (nt aniliin) mineraalses toitelahuses, kontsentratsioonis 100 mg/1
nr 6: ainult mineraalne toitelahus

Vihelahustuvad testained lisatakse massi vdi mahu jirgi otse katsesegusse voi kisitsetakse neid III lisas
kirjeldatud moel, kuid lahusteid ega emulgaatoreid kasutada ei tohiks. Koikidele kolbidele lisatakse
vastavasse topsi CO, absorbent. pH kolbides nr 2, 3 ja 4 viiakse vadrtuseni 7,0.

Katse tegemine

Kolvid nr 2, 3 ja 4 (katsesuspensioonid), nr 5 (inokulaadi aktiivsuse kontrollproov) ja nr 6 (inokulaadiga
nullproov) inokuleeritakse sellise viikese koguse inokulaadiga, et holjumi kontsentratsioon segus oleks
30 mg/l. Abiootilist kontrollproovi kolvis nr 1 ei inokuleerita. Katseaparatuur pannakse kokku, kontrolli-
takse seadme hermeetilisust, kdivitatakse segajad ja alustatakse pimeduses hapnikutarbe modtmist. Iga piev
kontrollitakse temperatuuri, segajaid ja kulonomeetrilist hapnikutarbe meerikut ning mirgitakse iiles koik
kolbide sisu virvuse muutused. Sobival moel, niiteks 6 kanaliga meeriku abil jalgitakse vahetult koigi
kolbide BHT-d. Inkubatsiooniperioodi 16pus, tavaliselt 28 pieva moodumisel, modddetakse kolbide pH ja
mddratakse testaine jadkkontsentratsioon, koigi vaheiihendite kontsentratsioonid ja vees lahustuva ithendi
puhul DOC kontsentratsioon (lisa I1.4). Lenduvate kemikaalide puhul tuleb olla eriti hoolikas. Kui eeldatakse
nitrifikatsiooni toimumist, mdddetakse voimalusel nitriti ja nitraadi kontsentratsioon.

ANDMED JA ARUANDLUS
Tulemuste kisitlemine

Testaine hapnikutarve (mg) kindla aja moodumisel (millest on lahutatud inokulaadiga nullproovi vastav
nditaja sama aja kohta) jagatakse kasutatud testaine massiga. Nii saadakse BHT védrtus, mis on viljendatud
hapniku massina (mg) testaine massi (mg) suhtes, st:

__ Testaine hapnikutar ve (mg) - nullproovi hapnikutar ve (mg))
B Testaine kogus kolvis (mg)

BHT

= hapnikutarve (mg)/testaine (mg).

Biolagundumise protsent arvutatakse seejdrel valemist:
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VIL3.2.

VIL3.3.

VIL4.

BHT ((O, (mg)/testain e (mg))

)
ThOD ((0O, (mg)/testain e (mg))) x 100

biolagundumise protsent = ThOD % =

Segude puhul arvutatakse ThOD elementanaliiiisi tulemuste pohjal, kasitledes segu ithendina. Kasutada tuleb
asjakohast ThOD-d (ThOD,,,, v6i ThOD,,) vastavalt nitrifikatsiooni toimumisele voi mittetoimumisele (lisa
11.2). Kui nitrifikatsioon toimub, kuid ei ole tiielik, viiakse sisse nitrifikatsiooni hapnikutarvet arvestav
parandus, mis arvutatakse vilja nitriti ja nitraadi kontsentratsiooni muutustest (V lisa).

Spetsiifilise (ldhte-)aine kao jdrgi arvutatakse esmase biolagundumise protsent (vt 1.7.2).

Sy - Sa
D, =2 x 100 %
Sp

Kui testaine sisaldus fuiisikalis-keemilist kadu modtvas kolvis nr 1 on vdhenenud, registreeritakse see ja
selles kolvis (S,) oleva testaine kontsentratsiooni kasutatakse 28 paeva moéodumisel biolagundumise
protsendi arvutamisel.

DOC analiiiiside (pole kohustuslik) tegemisel arvutatakse biolagundumise protsent valemist:

G — Gy
Di=(1- x 100 %
! ( Co - Cbo) 0

vastavalt kirjeldusele punktis L7.1. Kui DOC sisaldus fiiiisikalis-keemilist kadu modtvas kolvis nr 1 on
vihenenud, kasutatakse DOC kontsentratsiooni selles kolvis biolagundumise protsendi arvutamisel.

Koik tulemused registreeritakse etteantud andmetabelis.
Tulemuste kehtivus

Inokulaadiga nullproovi hapnikutarve 28 pieva jooksul on ildjuhul 20-30 mg O,/ ega tohiks iiletada
60 mg/l. Kui saadavad vairtused on suuremad kui 60 mg/l, tuleks andmed ja katsetehnika kriitiliselt iile
vaadata. Kui pH jddb viljapoole vahemikku 6-8,5 ja testaine hapnikutarve on alla 60 %, tuleks katset
testaine madalama kontsentratsiooniga korrata.

Vt ka punkti 1.5.2.

Kui hapnikutarbe pohjal arvutatud aniliini lagunemisprotsent ei ole 7 pieva jooksul suurem kui 40 % ja 14
péeva jooksul suurem kui 65 %, loetakse katse tithiseks.

Aruandlus

Vt punkti L.8.
ANDMETABEL

Jargneb andmetabeli néide.
MITI (I) KATSE

1. LABOR

2. KATSE ALGUSKUUPAEV
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3. TESTAINE
Nimi:

Pohilahuse kontsentratsioon:... (kemikaali sisaldus, mg/l)

Algkontsentratsioon toitelahuses, C:... (kemikaali sisaldus, mg/l)

Katsesegu maht, V: ml
ThOD:... mg O/l

4. INOKULAAT
Mudavdtukohad:

—

2 2 r =

1

Holjumi kontsentratsioon aktiivmudas peale siinteetilise reoveega aklimatiseerimist =... mg/l

Aktiivmuda maht liitri 16pliku lahuse kohta =... ml
Muda kontsentratsioon 16plikus lahuses =... mg|l

5. HAPNIKUTARVE: BIOLAGUNDUVUS

Kasutatava respiromeetri tiiiip:

Aeg (pdevades)
0 14 21 28
a]
Hapnikutarve (mg), a
testaine 2
a3
Hapnikutarve (mg), b
nullproov
(@, - b
Parandatud hapnikutar-
(@, - b)
ve (mg) ’
(a, = b)
1. kolb
(a-b)
BHT mg testaine kohta C,V 2. kolb
3. kolb
1
Lagunemisprotsent 2
BHT x 100 3
ThOD
Keskmine (')

Markus: vordlusaine jaoks voib kasutada analoogseid tabeleid.

(') Kordustulemuste olulise erinevuse puhul mitte keskmistada.
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6. SUSINIKU ANALUUS (pole kohustuslik):

Siisinikuanaliisaator:
DOC DOC kor-
Kolb valdamis- | Keskmine
Moddetud Parandatud protsent
Vesi + testaine a — —
Muda + testaine bl bl-c
Muda + testaine b2 b2-c
Muda + testaine b3 b3-c
Testaineta kontrollproov c — — —
a—(b-
DOC korvaldamisprotsent : (TC) x 100
7. SPETSIIFILISE KEEMILISE ANALUUSI ANDMED
Testaine jddk katse 16pus Lagunemisprotsent
Nullproov veega Sb
Sal
Inokuleeritud toitelahus S,
a3
. Sb - S
Lagunemisprotsent = x 100

b

Lagunemisprotsent arvutatakse kolbide a, a, ja a, puhul.
8. MARKUSED

Lisada tuleks BHT kover ajas, kui see koostati.
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I LISA

LUHENDID JA MOISTED

DO: lahustunud hapnik (mg/l) on vesikeskkonnaga proovis lahustunud hapniku kontsentratsioon.

BHT: bioloogiline hapnikutarve (g) on mikroorganismide poolt testaine metaboliseerimisel tarvitatud
hapniku kogus, viljendatakse ka hapnikutarbe (g) ja katseithendi massi (g) suhtena. (Vt meetodit
C.5)

KHT: keemiline hapnikutarve (g) on testaine oksiideerimisel kuuma happelise dikromaadiga tarvitatud

hapniku kogus, nditab oksiideeritava materjali sisaldust; viljendatakse ka hapnikutarbe (g) ja
katseithendi massi (g) suhtena. (Vt meetodit C.6).

DOC: lahustunud orgaaniline siisinik on lahuses olev siisinik, mis labib 0,45 pm filtri voi jaib
supernatanti 15-minutilisel tsentrifuugimisel 40 000 m s* (+ 4 000 g) juures.

ThOD:  teoreetiline hapnikutarve (mg) on aine tdielikuks oksiideerimiseks vajalik hapnikukogus; arvuta-
takse brutovalemi jirgi (vt lisa I1.2) ning viljendatakse ka hapnikutarbe (g) ja katseithendi massi
(g) suhtena.

ThCO,:  teoreetiline siisinikdioksiid (mg) on arvutuslik siisinikdioksiidi kogus, mis tekib katseithendi
teadaolevast vdi mddratud siisinikusisaldusest katseiihendi tdielikul mineraliseerumisel; véljenda-
takse ka mg katseithendi kohta eraldunud siisinikdioksiidi kogusena (mg).

TOC: proovi kogu orgaaniline siisinik on lahuses ja suspensioonis oleva orgaanilise siisiniku sisalduse
summa.

IC: anorgaaniline siisinik

TC: iildsiisinik on proovis oleva orgaanilise ja anorgaanilise siisiniku summa.

Esmane biolagundumine:

bioloogilisest toimest tingitud muutus aine keemilises struktuuris, mille tulemusel see aine kaotab mingi
spetsiifilise omaduse.

Loplik biolagundumine (aeroobne):

lagunemise mddr, mille puhul mikroorganismid on katseiithendi téielikult dra tarvitanud ja muutnud selle
stisinikdioksiidiks, veeks, mineraalsooladeks ja uute mikroobsete rakkude osaks (biomassiks).

Bioloogiliselt kergesti lagunduv:

teatavad kindlaksmaaratud 10pliku biolagunduvuse soelkatsed labinud kemikaalide rangelt méiratlemata
klassifikatsioon; need katsed on niivord ranged, et voib eeldada, et veckeskkonnas aeroobsetes tingimustes
biolagunduvad need tihendid kiiresti ja tdielikult.

Potentsiaalselt biolagunduv:

klassifikatsioon kemikaalide puhul, mille (esmase voi 16pliku) biolagunduvuse kohta mis tahes tunnustatud
biolagunduvuse katses on kindlaid tdendeid.

Biotéodeldavus:

ithendite korvaldatavus biopuhastusjaamades, rikkumata puhastusprotsesside normaalset kiiku. Uldjuhul on
bioloogiliselt kergesti lagunduvad iihendid biotoodeldavad, samas kui koik potentsiaalselt biolagunduvad
tihendid ei ole biotoodeldavad. Toimida vdivad ka abiootilised protsessid.
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Ooteaeg

on korvaldamiskatses ajavahemik inokulatsioonist kuni hetkeni, kus lagunemine on joudnud vihemalt
10 %-ni. Ooteaja pikkus vdib olla viga erinev ja halvasti reprodutseeritav.

Lagunemisaeg
on aeg ooteaja 16pust hetkeni, mil on saavutatud 90 % maksimaalsest lagunemisest.
10-pdevane aken

on 10 % lagunemise saavutamisele vahetult jirgnevad 10 pdeva.

II LISA

SOBIVATE SUMMAARSETE PARAMEETRITE ARVUTAMINE JA MAARAMINE

Olenevalt valitud meetodist on vajalikud teatavad summaarsed parameetrid. Jirgmine jaotis kirjeldab nende
véirtuste leidmist. Nende parameetrite kasutamist on kirjeldatud iiksikute meetodite juures.

1. Siisinikusisaldus

Siisinikusisaldus arvutatakse testaine teadaoleva elemendilise koostise pohjal voi maaratakse elementanaliiii-
sil.

2. Teoreetiline hapnikutarve (ThOD)

Teoreetilise hapnikutarbe (ThOD) saab arvutada siis, kui elemendiline koostis on teada vdi mdiratakse
elementanaliiiisil. Jargmise ithendi puhul:

CH,CIN.Na OPS,

on see nitrifikatsiooni mitteesinemisel

162c+ 1/2 (h—cl-3n)+ 35+ 52 p+ 1/2 na-o]

ThODNH4 = MW

mg/mg

ja nitrifikatsiooni esinemisel

162c+ 12 (h-c)+ 52n+ 3s+ 52p+ 1/2na-o0
2ot Azt St 3ek si2pt 2mdl,

ThODN03 =

3. Keemiline hapnikutarve (KHT)
Keemiline hapnikutarve (KHT) madratakse meetodi C.6 kohaselt.
4, Lahustunud orgaaniline siisinik (DOC)

Lahustunud orgaaniline siisinik (DOC) on mddratletud kui mis tahes vees oleva, 0,45 pm filtrit ldbiva aine
voi segu koostises olev orgaaniline siisinik.
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Katseanumatest voetakse proovid ja filtritakse kohe sobiva membraanfiltriga filtrimisseadmes. Esimesed
20 ml filtraati (vdikeste filtrite kasutamisel voib kogust vihendada) jietakse korvale. 10-20 ml voi
stistimisel vdiksemad kogused (maht soltub siisinikuanaliisaatori jaoks vajalikust kogusest) jdetakse siisiniku
analiiiisimiseks alles. DOC kontsentratsioon madratakse orgaanilise siisiniku analiisaatori abil, mis suudab
tipselt moodta siisiniku kontsentratsiooni, mis on 10 % DOC kontsentratsioonist katse alguses voi sellest
madalam.

Filtritud proove, mida ei saa analiiiisida samal toopdeval, voib sdilitada kiilmikus 2-4 °C juures kuni
4 tundi voi pikaajalisemal sailitamisel alla =18 °C juures.

Moirkused:

Membraanfiltrid on sageli hiidrofiilsuse suurendamiseks immutatud pindaktiivsete ainetega. Seega voib filter
sisaldada mitu mg lahustuvat orgaanilist siisinikku, mis segaks biolagunduvuse méiramist. Pindaktiivsed
ained ja muud lahustuvad orgaanilised ithendid korvaldatakse filtritest kolme tunniajase keetmisega
deioniseeritud vees. Filtreid v&ib seejirel nidal aega vees hoida. Uhekordsete filterpadrunite kasutamisel
tuleb iga partii puhul kontrollida, et see ei eralda lahustuvat orgaanilist siisinikku.

Olenevalt membraanfiltri tiiiibist voib testaine sellel adsorbeeruda. Seetdttu on soovitatav veenduda, et
testainet filtrisse ei jdd.

DOC eristamisel TOC-st voib filtrimise asemel kasutada 15-minutilist tsentrifuugimist 40 000 m-s (4 000 g)
juures. Kui DOC algkontsentratsioon on alla 10 mg/l, ei ole see meetod usaldusvddrne, kuna kdiki baktereid
ei korvaldata voi lahustatakse osa siisinikust bakteriplasmas.

KIRJANDUS

— Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 12th ed, Am. Pub. Hlth. Ass., Am.
Wat. Poll. Control Fed., Oxygen Demand, 1965, P 65.

— Wagner, R., Von Wasser, 1976, vol. 46, 139.

— DIN-Entwurf 38 409 Teil 41 — Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammunter-
suchung, Summarische Wirkungs- and Stoffkenngré6Ben (Gruppe H). Bestimmung des Chemischen
Sauerstoffbedarfs (CSB) (H 41), Normenausschuff Wasserwesen (NAW) in DIN Deutsches Institut fiir
Normung e.V.

— Gerike, P, The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, vol 13
(1), 169.

III LISA

VAHELAHUSTUVATE AINETE BIOLAGUNDUVUSE HINDAMINE

Biolagunduvuse katsetes vihelahustuvate ainetega tuleks erilist tihelepanu poorata jargmistele asjaoludele.

Sellal kui homogeensed vedelikud tekitavad proovi votmisel harva probleeme, on soovitatav tahked ained
sobival moel homogeniseerida, et véltida mittehomogeensusest tingitud vigu. Eriti hoolikas tuleb olla siis,
kui on vaja monemilligrammiseid proove suure lisandite sisaldusega segudest voi ainetest.

Katsete kdigus voib kasutada mitmesuguseid loksutamisviise. Loksutada tuleks ainult aine dispergeerituna
hoidmiseks vajalikul méiral, véltides hoolikalt iilekuumutamist, liigset vahutamist ja liigseid nihkejoude.

Kasutada voib emulgaatorit, mille abil saadakse ainest stabiilne dispersioon. Emulgaator ei tohiks olla
bakteritele miirgine ega olla katse tingimustel biolagunduv voi vahtu tekitav.
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Lahustitele kehtivad samad nduded nagu emulgaatoritele.

Tahkete testainete puhul ei ole tahkeid kandjaid soovitatav kasutada, kiill aga voivad need olla sobivad
dlitaoliste ainete puhul.

Abiainete, nagu emulgaatorite, lahustite ja kandjate kasutamisel tuleks teha nullproov abiainega.

Vihelahustuvate ithendite biolagunduvuse uurimiseks sobivad respiromeetrilistest katsetest nii CO,, BHT kui
ka MITI katse.

KIRJANDUS

— de Morsier, A. et al., Biodegradation tests for poorly soluble compounds. Chemosphere, 1987, vol. 16,
833.

— Gerike, P, The Biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, vol.
13, 169.

IV LISA

INOKULAADI SUHTES OLETATAVALT MURGISTE AINETE BIOLAGUNDUVUSE HINDAMINE

Kui aine osutub kohese biolagunduvuse katses niiliselt mittelagunevaks, on inhibeerivuse ja inertsuse
eristamise vajaduse korral soovitatav kasutada jirgmist meetodit (Reynolds jt, 1987).

Miirgisuse ja biolagunduvuse katsetes tuleks kasutada samasuguseid voi identseid inokulaate.

Kohese biolagunduvuse katsetes uuritud ainete miirgisuse hindamiseks peaks sobima muda hapnikutarbe
inhibeerimise (aktiivmuda hapnikutarbe inhibeerimiskatse — direktiiv 88/302/EMU), BHT ja/vdi kasvu
pidurdumise meetodid voi nende kombinatsioon.

Kui miirgisusest tulenevat inhibeerumist soovitakse viltida, on kohese biolagunduvuse katsetes soovitatav
kasutada testaine kontsentratsioone, mis on viiksemad kui 1/10 miirgisuse Katsetes leitud EC, vadrtustest
(ehk viiksemad kui EC,  vairtused). Uhendite puhul, mille EC,, on korgem kui 300 mg/l, kohese
biolagunduvuse katsetes toendoliselt miirgist maju ei ilmne.

EC,, viirtused alla 20 mg/l tekitavad jirgnevates katsetes eeldatavalt tosiseid probleeme. Kasutada tuleks
madalaid katsekontsentratsioone, mistdttu tuleb kasutada ranget ja tundlikku kinnise pudeli katset voi *C-
mirgistatud materjali. Aklimatiseerunud inokulaat voib voimaldada kasutada testaine korgemaid kontsen-
tratsioone. Viimasel juhul ei ole aga tdidetud kohese biolagunduvuse katse konkreetne kriteerium.

KIRJANDUS

Reynolds, L. et al., Evaluation of the toxicity of substances to be assessed for biodegradability. Chemosphe-
re, 1987, vol. 16, 2259.

V LISA

NITRIFIKATSIOONI HAPNIKUTARVET ARVESTAV PARANDUS

Limmastikku mittesisaldavate testainete puhul on nitrifikatsiooni arvestamatajitmisest tingitud viga testainete
biolagundumise hapnikutarbe hindamisel tithine (ei iileta 5 %), isegi kui toitelahuse ammoniakaalse lammas-
tiku oksiidatsioon toimub ebaiihtlaselt, nditeks erinevustega testainega pudelite ja nullproovidega anumate
vahel. Limmastikku sisaldavate testainete puhul vdivad aga ilmneda tdsised vead.
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Kui nitrifikatsioon on toimunud, kuid ei ole tdielik, voib nitriti ja nitraadi kontsentratsiooni muutuste
médramisel parandada segu moddetud hapnikutarvet jargmiste valemite pdhjal ammooniumiooni nitritiks ja
nitraadiks okstideerimisel kuluva hapnikukoguse vorra:

2NHCl + 30, =2HNO, + 2 HCl + 2 HO (1)
2 HNO, + 0, = 2 HNO, )
Summaarselt:

2 NH,Cl + 4 0, = 2 HNO, + 2 HCl + 2 H,O 3)

Valemi 1 pohjal kulub ammooniumkloriidi (NH,Cl) koosseisus oleva 28 g limmastiku oksiideerimisel
nitritiks 96 g hapnikku, st vastav teisendustegur on 3,43 (96/28). Samamoodi kulub valemi 3 pdhjal
28 g lammastiku oksiideerimisel nitraadiks 128 g hapnikku, st vastav teisendustegur on 4,57 (128/28).

Kuna need reaktsioonid on jérjestikused ja neid viivad ldbi erinevad bakteriliigid, voib nitriti kontsentrat-
sioon nii vdheneda kui ka suureneda; viimasel juhul tekib vastav kogus nitraati. Seega on nitraadi tekkel
kuluv hapnikukogus 4,57-kordne nitraadi kontsentratsiooni tdusuga vorreldes, sellal kui nitriti tekkel kuluv
hapnikukogus on 3,43-kordne nitriti kontsentratsiooni tdusuga vorreldes ning nitriti kontsentratsiooni
vihenemisega seotud hapnikukadu —3,43-kordne nitriti kontsentratsiooni vahenemisega vorreldes.

Seega:

0, kulu nitraadi tekkel = 4,57 x nitraadi kontsentratsiooni tdus (4)
ja

O, kulu nitriti tekkel = 3,43 x nitriti kontsentratsiooni tdus (5)
ja

0, kadu nitriti kadumisel = —3,43 x nitriti kontsentratsiooni viahenemine (6)
Seega

0, kulu nitrifikatsioonil = + 3,43 x nitriti kontsentratsiooni muutus + 4,57 x nitraadi kontsen-
tratsiooni tdus (7)
ja seega

0, kulu siisiniku oksiideerimisel = vaadeldud kogutarve — nitrifikatsioonist tingitud tarve (8)

Ainult summaarse oksiideeritud limmastiku hulga médramisel voib nitrifikatsioonist tingitud hapnikutarbe
lugeda esimeses lihenduses oksiideeritud limmastiku hulgaga vorreldes 4,57-kordseks.

Siisiniku  oksiideerimise hapnikutarbe parandatud véirtust vorreldakse seejirel II lisa kohaselt arvutatud
ThOD,, vdirtusega.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

C.5. LAGUNEMINE - BIOKEEMILINE HAPNIKUTARVE

MEETOD

SISSEJUHATUS

Kiesoleva meetodi abil moddetakse tahkete voi vedelate orgaaniliste ainete bioloogilist hapnikutarvet (BHT).

Katses leitud andmed kehtivad vees lahustuvate ithendite puhul; siiski voib vihemalt pohimétteliselt uurida
ka lenduvaid ja vees vihelahustuvaid iihendeid.

Meetod on kohaldatav ainult sellistele uuritavatele orgaanilistele katsematerjalidele, mis ei mdju katses
kasutatavatel kontsentratsioonidel bakteritele inhibeerivalt. Kui uuritav materjal katsekontsentratsioonil ei
lahustu, voib selle hea dispergeerituse saavutamiseks vaja olla erimeetmeid, nditeks ultraheli-dispergeerimist.

Madalate biolagunduvuse véirtuste tdlgendamisel ja sobivate katsekontsentratsioonide valikul voivad kasu-
likud olla andmed uuritava kemikaali miirgisuse kohta.

MOISTED JA UHIKUD

BHT mairatletakse kindla koguse aine lahuse ettendhtud tingimustel biokeemiliseks okstideerimiseks vajaliku
lahustunud hapniku massina.

Tulemused valjendatakse grammides grammi testaine kohta.

VORDLUSAINED

Soovitatav on kontrollida inokulaadi aktiivsust sobiva vordlusaine abil.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Kindel kogus sobivas histi aereeritud lahuses lahustatud voi dispergeeritud ainet inokuleeritakse mikro-
organismidega ja inkubeeritakse pimedas kindlaksméiratud konstantse temperatuuriga ruumis.

BHT mddratakse lahustunud hapniku sisalduse vahe jirgi katse algul ja 1opul. Katse kestus peab olema
vihemalt viis ja mitte rohkem kui 28 pdeva.

Paralleelselt tuleb teha testaineta nullproov.

KVALITEEDINOUDED

BHT méédramist ei saa lugeda aine usaldusvddrseks biolagunduvuse miiramise meetodiks. Meetod sobib
kasutamiseks ainult sdelkatsena.

MEETODI KIRJELDUS

Ainest valmistatakse lahtelahus voi dispersioon, mille BHT sobiks kasutatava meetodiga. Seejirel maaratakse
mis tahes siseriikliku voi rahvusvahelise standardmeetodi abil BHT.
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1.1.

1.2.

ANDMED JA HINDAMINE

Lihtelahuse BHT arvutatakse vastavalt valitud standarditud meetodile ja viljendatakse grammides grammi
testaine kohta.

ARUANDLUS

Ara tuleb mirkida kasutatud meetod.

Bioloogilise hapnikutarbena esitatakse vihemalt kolme nduetekohase modtmise keskmine tulemus.

Registreerida tuleb koik tulemuste tdlgendamist mdjutavad, eriti aine lisandeid, fuiisikalist olekut, miirgisust
ja koostist kisitlevad andmed ja markused.

Kui bioloogilise nitrifikatsiooni pidurdamiseks kasutatakse lisaainet, tuleb see dra markida.

VIITED

Niitlike standardmeetodite nimekiri:

NF T90 - 103: Determination of the biochemical oxygen demand.

NBN 407: Biochemical oxygen demand.

NEN 3235 5.4: Bepaling van her biochemcch zuurstofverbruik (BZV).

The determination of biochemical oxygen demand, Methods for the examination of water and associated
materials, HMSO, London.

ISO 5815: Determination of biochemical oxygen demand after n days.

C.6. LAGUNEMINE - KEEMILINE HAPNIKUTARVE

MEETOD

SISSEJUHATUS

Kiesoleva meetodi abil moddetakse valitud standarditud, kindlaksméidratud laboritingimustel tahkete voi
vedelate orgaaniliste ainete keemilist hapnikutarvet (KHT).

Katse libiviimisel ja saadud tulemuste tdlgendamisel on kasulik teada aine struktuuri (nt orgaaniline
halogeniidsool, orgaaniline Fe™ sool, kloororgaaniline ithend).

MOISTED JA UHIKUD

Keemiline hapnikutarve iseloomustab aine oksiideeritavust ja seda viljendatakse kindlaksmaaratud labori-
tingimustel aine okstideerimiseks kulunud oksiideerija kogusele vastava hapniku kogusena.

Tulemused viljendatakse grammides grammi testaine kohta.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

VORDLUSAINED

Uut ainet uurides ei ole vordlusaineid alati vaja kasutada. Neid tuleks kasutada peamiselt meetodi
kaliibrimiseks ja voimaldamaks vordlust teiste meetodite abil saadud tulemustega.

KATSEMEETODI POHIMOTE

Kindlaksméidratud kogust vees lahustatud voi dispergeeritud ainet okstideeritakse kahe tunni jooksul taga-
sijooksuga kuumutamisel kaaliumdikromaadiga kontsentreeritud vaavelhappes, hobesulfaatkataliisaatori juu-
resolekul. Dikromaadi jadk médratakse raud(ll)Jammooniumsulfaadi standardlahusega tiitrimisel.

Kloori sisaldavate tthendite puhul lisatakse kloori segava mdju vihendamiseks elavhobesulfaati (¥).

KVALITEEDINOUDED

Rangelt méiratlemata madramismeetodi tottu on KHT “oksiideeritavuse nditaja” ja on sellisena praktiline
meetod orgaanilise aine sisalduse maaramiseks.

Katset voib segada kloorisisaldus; KHT mddramist vdivad segada ka anorgaanilised redutseerijad ja
oksiideerijad.

Moned tsiiklilised tthendid ja paljud lenduvad ained (nt madalamad rasvhapped) ei oksiideeru selles katses
taielikult.

MEETODI KIRJELDUS

Ainest valmistatakse ldhtelahus voi -dispersioon, mille KHT jidb vahemikku 250-600 mg/l.

Markused:

Vihelahustuvate voi mittedispergeeruvate ainete puhul voib kaaluda 5 mg KHT-le vastava koguse peenesta-
tud ainet voi vedelikku ja viia selle koos veega katseseadmesse.

Sageli ja eriti vdhelahustuvate ainete puhul méidratakse KHT meetodi ithe variatsiooni kohaselt, st suletud
rohuiihtlustajaga siisteemis (H. Kelkenberg, 1975). Selle modifitseeritud meetodi abil saab edukalt uurida ka
tavameetodi abil raskesti uuritavaid aineid, nt didikhapet. Piridiiniga see meetod aga ei toimi. Kui
kaaliumdikromaadi kontsentratsioon viiakse viite (1) kohaselt vairtuseni 0,0416 M (0,25 N), vdimaldab
see 5-10 mg ainet otse sisse kaaluda, mis on vees vihelahustuvate ainete KHT mdiramisel viga oluline
(viide (2)).

Muul juhul méddratakse KHT seejirel mis tahes siseriikliku voi rahvusvahelise standarditud meetodi abil.

ANDMED JA HINDAMINE

Kolvi sisu KHT arvutatakse valitud standarditud meetodi abil ja viljendatakse grammides grammi testaine
kohta.

(*) Parast kasutamist tuleb elavhdbedasooli sisaldavad lahused iimber toodelda, et viltida elavhdbeda sattumist looduskeskkonda.
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1.1.

ARUANDLUS

Ara tuleks mirkida kasutatud standardmeetod.

Keemilise hapnikutarbena esitatakse vihemalt kolme moodtmise keskmine tulemus. Registreerida tuleb koik
teadaolevad tulemuste tdlgendamist mdjutavad, eriti tulemusi aine lisandeid, fiiiisikalist olekut ja omadusi
kisitlevad andmed ja mirkused.

Ara tuleb mirkida elavhdbesulfaadi lisamine kloori segava mdju vihendamiseks.
VIITED

1. Kelkenberg, H., Z. Von Wasser und Abwasserforschung, 1975, vol. 8, 146.

2. Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, vol.
13,169.

Standardmeetodite niidisloend:

NBN T 91-201 Determination of the chemical oxygen demand.

ISBN O 11 7512494 Chemical oxygen demand (dichromate value) of polluted and waste waters.
NF T 90-101 Determination of the chemical oxygen demand.

DS 217 = water analysis Determination of the chemical oxygen demand.

DIN 38409-H-41 Determination of the chemical oxygen demand (COD) within the range above 15 mg per
litre.

NEN 3235 5.3 Bepaling van het chemisch zuurstofverbruik.

ISO 6060 Water quality: chemical oxygen demand dichromate methods.

C.7. LAGUNEMINE - ABIOOTILINE LAGUNEMINE - HUDROLUUSI SOLTUVUS pH-st

MEETOD

Meetod pdhineb OECD katsesuunisel (1).

SISSEJUHATUS

Hiidroliiiis on oluline abiootilist lagunemist mdjutav reaktsioon. Reaktsiooni roll on eriti oluline madala
biolagunduvusega ainete puhul ja vdib mdjutada aine piisivust keskkonnas.

Hiidroliiiisireaktsioonid on enamasti niiliselt esimest jirku reaktsioonid, mistdttu poolestusajad ei soltu
kontsentratsioonist. See vdimaldab ekstrapoleerida laboratoorsetel kontsentratsioonidel saadud tulemusi ka
looduskeskkonna tingimustele.

Lisaks on kirjeldatud mitut ndidet (2), kust mitut titipi kemikaalide puhul ilmneb rahuldav kokkulangevus
puhtas vees ja looduslikus vees saadud tulemuste vahel.
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1.2

Katse labiviimiseks on kasulik teada aine aururdhku.

Meetod sobib ainult vees lahustuvate ainete puhul. Lisandid voivad tulemusi mojutada.
Ainete hiidroliiiisuvust tuleks uurida looduskeskkonnas enamlevinud pH véirtustel (pH 4-9).
MOISTED JA UHIKUD

Hiidroliiiis on aine RX reaktsioon veega. Seda voib summaarselt viljendada rithma X vahetumisena OH-
rithmaga:

RX +HOH — ROH + HX 1]

RX kontsentratsiooni vahenemise kiirus véljendub jargmiselt:

kiirus = k [H,0] -[RX] [2]

Kuna vesi on aine suhtes suures liias, kirjeldatakse sellist tiitipi reaktsiooni tavaliselt niiliselt esimest jarku
reaktsioonina, mille ndiv kiiruskonstant avaldub jargmiselt:

kobs =kx [HZO] [3]

Uhe pH véirtuse ja temperatuuri T kohta saab selle konstandi leida jirgmise valemiga:

Kobs 2,303 X log&
Ce [4]
kus:
t = aeg,
C, = aine kontsentratsioon ajahetkel 0,
C = aine kontsentratsioon ajahetkel t, ja
2,303 = teisendustegur naturaallogaritmi ja kiimnendlogaritmi vahel.

Kontsentratsioonid viljendatakse grammides vdi moolides liitri kohta.
Konstandi k iihik on (aeg)".

Poolestusaeg t, ) on maédratletud ajana, mis kulub testaine kontsentratsiooni vihenemiseks 50 % vorra, st:

C=1/2-C [5]

Valemite 4 ja 5 pdhjal saab niidata, et:

t]/z = 0,693/k0bs [6]
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

VORDLUSAINED

Uut ainet uurides ei ole vordlusaineid alati vaja kasutada. Neid tuleks kasutada peamiselt meetodi toimimise
kontrollimiseks ja voimaldamaks vordlust teise meetodi abil saadud tulemustega.

Vordlusainetena on kasutatud jargmisi aineid (1):

atsetiiiilsalitsiiiilhape (aspiriin)

0,0-dietiiiil-0-(6-metiiiil-2-(1-metiiiiletiitil)-4-piirimidiniiiil) fosfortioaat. (Dimpylate, Diazinon)

KATSEMEETODI POHIMOTE

Aine lahustatakse vees madalal kontsentratsioonil, kindlal pH-l ja temperatuuril.

Aine kontsentratsiooni vihenemist ajas jalgitakse mis tahes sobiva analiiiisimeetodi abil.

Kontsentratsiooni logaritmi muutus ajas esitatakse graafiliselt ja kui see on sirgjoon, saab selle tdusust leida
esimest jirku reaktsiooni kiiruskonstandi (vt punkti 2).

Kui kiiruskonstandi otsene madramine kindlal temperatuuril ei ole praktiline, vib tavaliselt leida konstandi
hinnangulise vddrtuse Arrheniuse vorrandist, mis nditab kiiruskonstandi temperatuurisdltuvust. Kiiruskons-
tandi véirtuse, mida otse ei saa leida, saab ekstrapoleerida asjakohasel temperatuuril mairatud lineaarselt
kiiruskonstandi logaritmi vs. absoluutse temperatuuri K graafikult.

KVALITEEDINOUDED

Viites 2 on dra toodud, et 13 orgaaniliste tthendite klassi hiidroliiiisi kiiruskonstante saab mddrata suure
tapsusega.

Korratavus sdltub eelkdige pH ja temperatuurireZiimi tdpsusest ning seda voib mdjutada mikroorganismide
olemasolu ja erijuhtudel lahustunud hapniku kontsentratsioon.

MEETODI KIRJELDUS

Reaktiivid

Puhverlahused

Katse tehakse kolmel pH vairtusel: 4,0, 7,0 ja 9,0.

Selleks tuleks valmistada reaktiivi puhtusastmega kemikaalidest ja destilleeritud voi deioniseeritud steriilsest
veest puhverlahused. Moned puhversiisteemide ndited on toodud liites.

Kasutatav puhversiisteem voib mojutada hiidroliiiisi kiirust; kui on sellele viitavaid mirke, tuleks kasutada
teist puhversiisteemi. Viites (2) soovitatakse fosfaatpuhverlahuse asemel kasutada boraat- vdi atsetaatpuhv-
reid.

Kui puhverlahuse pH katsetemperatuuril ei ole teada, voib selle valitud temperatuuril mairata kaliibritud
pH-meetri abil, tdpsusega + 0,1 pH iihikut.

Katselahused

Testaine tuleks lahustada valitud puhverlahuses ja selle kontsentratsioon ei tohiks iiletada 0,01 M v&i poolt
kiillastuskontsentratsiooni olenevalt sellest, kumb on madalam.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.5.

1.6.5.1.

1.6.5.2.

Veega segunevaid orgaanilisi lahusteid on soovitatav kasutada ainult vees vihelahustuvate ainete puhul.

Lahusti kogus peaks olema alla 1 % ja see ei tohiks segada hiidroliiiisiprotsessi.

Seadmed

Kasutada tuleks korgiga klaaskolbe, viltida tuleb mairde kasutamist lihvithendusel.

Kui aine vdi puhversiisteem on lenduv voi kui katset tehakse korgematel temperatuuridel, on eelistatav
kasutada hermeetilisi voi metallsulguriga kummikorgiga katseklaase ja viltida tuleks tithja ruumi nou
iilaosas.

Analiiiisimeetod

Meetod peab olema piisavalt spetsiifiline, voimaldama testaine maidramist katselahuse kontsentratsioonidel ja
voib koosneda mitme sobiva analiiiisimeetodi kombinatsioonist.

Analiiiisimeetodi valik sdltub aine iseloomust, meetod peab olema kiillalt tipne ja tundlik, voimaldamaks
avastada algkontsentratsiooni 10 % vdhenemise.

Katsetingimused

Katsed viiakse 1dbi termostateeritud kambris voi vannis, mis on + 0,5 °C tdpsusega reguleeritud valitud
temperatuurile. Temperatuuri hoitakse ja moddetakse = 0,1 °C tdpsusega. Fotoliiiisi segavat mdju tuleks
sobivate vahenditega véltida.

Kergesti oksiideeruvate ainete puhul tuleb tagada lahustunud hapniku puudumine lahuses (nt 5-minutilise
lammastiku voi argooni labijuhtimisega enne lahuse valmistamist).

Katse kiik

Eelkatse

Koigi ainetega tuleks 50 % 0,5 °C juures teha eclkatse kolmel pH tasemel: 4,0, 7,0 ja 9,0. Tehakse
kiillaldane arv mootmisi, et iga pH ja 50 °C puhul hinnata, kas poolestusaeg on alla 2,4 tunni voi kas
hidroliiisumine toimub 5 péeva jooksul vihem kui 10 % ulatuses. (On arusaadav, et need vairtused
vastavad looduskeskkonnale iseloomulikumatel tingimustel (25 °C) vastavalt vihem kui péevasele ja rohkem
kui aastasele poolestusajale).

Kui eelkatse niitab, et 50 °C juures hiidroliiiisub koigil kolmel pH véirtusel (4, 7 ja 9) 2,4 tunni jooksul
rohkem kui 50 % testainest voi hiidroliiiisub 5 pdeva jooksul vihem kui 10 % testainest, pole edasine
uurimine vajalik.

Muudel juhtudel voi tiksikutel pH vaartustel, mille puhul see tingimus ei ole tdidetud, tehakse katse nr 1.

Katse nr 1

Katse nr 1 tehakse ithel temperatuuril, eelistatavalt 50 + 0,5 °C ja vdimalusel steriilsetes tingimustes pH-1,
mille kohta eelkatse niitas edasise uurimise vajadust.

Valida tuleks kiillaldane proovide arv (vdahemalt neli), mis haaraks hidroliitisivahemiku 20-70 %, et uurida
ndiliselt esimest jarku reaktsiooni médratud pH vadrtustel.

Igal pH viirtusel, millel katse nr 1 tehakse, mairatakse reaktsiooni jark.
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25 °C-le vastava kiiruskonstandi hinnanguline mddramine

Katse jitkamise viis soltub sellest, kas katsest nr 1 voib jdreldada, et reaktsioon on ndiliselt esimest jarku
vOi mitte.

Kui katsest nr 1 ei saa kindlalt jireldada, et reaktsioon on niiliselt esimest jirku, tuleb katseid jdtkata katses
nr 2 kirjeldatud moel.

Kui katsest nr 1 saab kindlalt jireldada, et reaktsioon on ndiliselt esimest jarku, tuleks katseid jatkata katses
nr 3 kirjeldatud moel. (Samuti voib eritingimustel olla véimalik arvutada kiiruskonstandid 25 °C juures
kiiruskonstantidest 50 °C juures, kasutades katses nr 1 saadud tulemusi (vt 3.2)).

1.6.5.3. Katse nr 2

Katse tehakse koigil pH véirtustel, mille kohta katse nr 1 tulemused on ndidanud vastavat vajadust:
— kas iihel temperatuuril alla 40 °C,

— voi kahel temperatuuril ile 50 °C ja vahega vihemalt 10 °C.

Igal pH vairtusel ja temperatuuril, millel katse nr 2 tehakse, tuleks kasutada vdhemalt kuut sobivate
vahedega andmepunkti, mis jadks hidroliiiisiastme vahemikku 20-70 %.

Uhe pH ja ithe temperatuuri puhul tehakse korraga kaks mairamist. Kui katse nr 2 on tehtud kahel iile
50 °C temperatuuril, tuleks korduskatse teha sellel temperatuuril, mis on madalam.

Igal pH viirtusel ja temperatuuril, millel katse nr 2 tehakse, tuleks voimalusel esitada poolestusaja (t

1. v . 1 )
graafiline madramine.

1.6.5.4. Katse nr 3
Katse tchakse koigil pH véirtustel, mille kohta katse nr 1 tulemused on ndidanud vastavat vajadust:
— kas iihel temperatuuril alla 40 °C,

— voi kahel temperatuuril ile 50 °C ja vahega vihemalt 10 °C.

Igal pH viirtusel ja temperatuuril, millel katse nr 3 tehakse, tuleb valida kolm andmepunkti, esimene
ajahetkel 0, teine ja kolmas hiidrolitiisiastmel iile 30 %; arvutada tuleks konstant k ja t, ,.

2. ANDMED

Niiliselt esimest jarku reaktsiooni k igal katses kasutatud pH vaartusel ja temperatuuril voib leida
logaritmilise kontsentratsiooni graafikuTt ajas, kasutades valemit:

kops = — tous x 2,303 [7]

Lisaks v&ib valemi 6 jargi arvutada t, .

Leitakse hinnanguline k . ., kasutades sobivas kohas Arrheniuse vorrandit.

25 °C’

Mittendilist esimest jarku reaktsiooni puhul vt 3.1.
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3. ARUANNE
3.1. ARUANDLUS
Katsearuanne sisaldab vdimalusel jargmisi andmeid:
— aine kirjeldust,
— vordlusainega tehtud katsete tulemusi, kui neid tehti,
— kasutatud analiiisimeetodi pohimotet ja iiksikasju,
— iga katse kohta: temperatuuri, pH véirtust, puhverlahuse koostist ja tabelit kdigi kontsentratsioon-aeg
andmepunktidega,
— ndiliselt esimest jirku reaktsiooni puhul k, ja t,, védrtusi ja nende arvutuskéiku,
— mittendilist esimest jarku reaktsiooni puhul logaritmilise kontsentratsiooni graafikut ajas,
— koiki tulemuste tdlgendamist mdjutavaid andmeid ja mirkusi.
3.2. TULEMUSTE TOLGENDAMINE
On voimalik, et 25 °C juures saab testainete killalt usaldusvéirsed kiiruskonstandid leida arvutuslikult
tingimusel, et on olemas katselised aktivatsioonienergia véirtused testaine homoloogide kohta ja tingimusel,
et voib maistlikult eeldada, et testaine aktivatsioonienergia on nendega samas suurusjirgus.
4. VIITED
1. OECD, Paris, 1981, Test Guideline 111, Decision of the Council C(81) 30 final.
2. W. Mabey and T. Mill, “Critical Review of Hydrolysis of Organic Compounds in Water Under
Environmental Conditions,” J. Phys. Chem. Ref. Data, 1978, vol. 7 (2), 383-415.
Liide
PUHVERSEGUD
A. CLARK JA LUBS

Siin tabelites toodud pH véirtused on arvutatud potentsiaali modtmistest, kasutades Sorenseni standardvor-
randeid. Tegelikud pH viirtused on tabelivddrtustest 0,04 iihikut kdrgemad.

Koostis pH
0,1 M kaaliumvesinikftalaati + 0,1 M HCl temperatuuril 20 °C

2,63 ml 0,1 M HCl + 50 ml ftalaati ruumalale 100 ml 3,8
0,1 M kaaliumvesinikftalaati + 0,1 M NaOH temperatuuril 20 °C

0,40 ml 0,1 M NaOH + 50 ml ftalaati ruumalale 100 ml 4,0
3,70 ml 0,1 M NaOH + 50 ml ftalaati ruumalale 100 ml 4,2
0,1 M kaalimdivesinikfosfaati + 0,1 M NaOH temperatuuril 20 °C

23,45 ml 0,1 M NaOH + 50 ml fosfaati ruumalale 100 ml 6,8
29,63 ml 0,1 M NaOH + 50 ml fosfaati ruumalale 100 ml 7,0

35,00 ml 0,1 M NaOH + 50 ml fosfaati ruumalale 100 ml 7,2
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0,1 M H,BO, 0,1 M KCl-s + 0,1 M NaOH temperatuuril 20 °C
16,30 ml 0,1 M NaOH + 50 ml boorhapet ruumalale 100 ml

21,30 ml 0,1 M NaOH + 50 ml boorhapet ruumalale 100 ml
26,70 mn 0,1 N NaOH + 50 ml boorhapet ruumalale 100 ml

KOLTHOFF JA VLEESHOUWER

Koostis

0,1 M kaaliumtsitraati ja 0,1 M NaOH temperatuuril 18 °C (hallituse tekke vastu

lisatakse viike kristall tiimooli)

2,0 ml 0,1 M NaOH + 50 ml tsitraati ruumalale 100 ml

9,0 ml 0,1 M NaOH + 50 ml tsitraati ruumalale 100 ml

16,3 ml 0,1 M NaOH + 50 ml tsitraati ruumalale 100 ml

SORENSEN

0,05 M booraksit + 0,1 M HCl

8,8
9,0
9,2

pH

3,8
4,0
4,2

Koostis pH
Walbum
booraks (ml) HCI (ml) Sorensen 18 °C
10 °C 40 °C 70 °C
8,0 2,0 8,91 8,96 8,77 8,59
8,5 1,5 9,01 9,06 8,86 8,67
9,0 1,0 9,09 9,14 8,94 8,74
9,5 0,5 9,17 9,22 9,01 8,80
10,0 0,0 9,24 9,30 9,08 8,86
0,05 M booraksit + 0,1 M NaOH
Koostis pH
Walbum
booraks (ml) NaOH (ml) Sorensen 18 °C
10 °C 40 °C 70 °C
10,0 0,0 9,24 9,30 9,08 8,86
9,0 1,0 9,36 9,42 9,18 8,94
8,0 2,0 9,50 9,57 9,30 9,02
7,0 3,0 9,68 9,76 9,44 9,12




