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KOMISSION DIREKTIIVI,

annettu 25 paivani huhtikuuta 1984,

vaarallisten aineiden luokitusta, pakkaamista ja merkintoja koskevien lakien, asetusten ja
hallinnollisten madaraysten lihentimisestd annetun neuvoston direktiivin 67/548/ETY mukautta-
misesta tekniikan kehitykseen kuudennen kerran

(84/449/ETY)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan talousyhteison perustamissopi-
muksen,

ottaa huomioon vaarallisten aineiden luokitusta, pakkaa-
mista ja merkintojd koskevien lakien, asetusten ja hallin-
nollisten miidrdysten lihentimisestd 27 pdivinad kesi-
kuuta 1967 annetun neuvoston direktiivin 67/548/
ETY('), sellaisena kuin se on muutettuna kuudennen
kerran neuvoston direktiivilla 79/831/ETY(?), ja erityisesti
sen 19, 20 ja 21 artiklan,

seka katsoo, ettd

direktiivin 79/831/ETY 3 artiklan 1 kohdassa sdddetdan,
ettd aineiden ja valmisteiden fysikaalis-kemialliset ominai-
suudet, myrkyllisyys ja ympiristomyrkyllisyys on mairi-
tettdva liitteessd V madrdtyilld menetelmilld,

18 piivdni syyskuuta 1979 annetun direktiivin 79/831/
ETY 19 artiklassa sdddetdin, ettd liite V ja siind mainittu
tekniikan kehitykseen mukauttamista kasittelevd komitea
otetaan kiaytdntoon ja toimivaltaisten kansainvilisten jar-
jestdjien hyvaksymiin menetelmiin olisi erityisesti kiinni-
tettdvd huomiota, ja

taman direktiivin sidnnokset ovat vaarallisten aineiden ja
valmisteiden kaupan teknisten esteiden poistamiseksi

() EYVL N:o L 196, 16.8.1967, s. 1
(%) EYVL N:o L 259, 15.10.1979, s. 10

annettujen direktiivien mukauttamista tekniikan kehityk-
seen kisittelevin komitean lausunnon mukaisia,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Direktiivin 67/548/ETY liite V korvataan timan direktii-
vin liitteelli.

2 artikla

Jdsenvaltioiden on annettava ja julkaistava 1 paivadn
heindkuuta 1985 mennessa timan direktiivin noudattami-
sen edellyttimit toimenpiteet ja ilmoitettava tistd komis-
siolle viipymitti. Niiden on tidytintdonpantava nimd
toimenpiteet viimeistddn 1 pédivadn heindkuuta 1986
mennessd.

3 artikla

Tama direktiivi on osoitettu kaikille jisenvaltioille.

Tehty Brysselissa 25 piivdni huhtikuuta 1984.

Komission puolesta
Karl-Heinz NARJES

Komission jasen
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LITE

Tdma liite sisaltdd direktiivin 79/831/ETY liitteissd VII ja VIII lueteltujen fysikaalis-
kemiallisten, myrkyllisten ja ymparistomyrkyllisten ominaisuuksien miarittimiseen kiyte-
tyt testausmenetelmit.

Menetelmit perustuvat toimivaltaisten kansainvilisten jirjestdjen [erityisesti Taloudellisen
yhteistyon- ja kehitysjirjeston (OECD:n)] hyviksymiin ja suosittelemiin menetelmiin.

Milloin tillaisia menetelmia ei ole ollut kdytettdvissd, on kiytetty kansallisia standardeja-

tai yhteisesti sovittuja tieteellisid menetelmii. Testit olisi yleensd tehtivd kaupan pidetti-
villd aineella. Epdpuhtauksien mahdollinen vaikutus testituloksiin on otettava huomi-
oon.

Milloin timain liitteen menetelmait eivit sovellu tietyn ominaisuuden tutkimiseen, ilmoitta-
jan on perusteltava vaihtoehtoisen menetelmin kaytto.

Eldinkokeet ja -tutkimukset on tehtivd kansallisten maardysten ja humaanien periaattei-
den mukaisesti sekid ottaen huomioon eldinten suojelua koskeva viimeinen kansainvilinen

kehitys.

Samanarvoisista testausmenetelmistd valitaan se, johon tarvitaan vihiten eldimid.
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1.1

1.2

1.3

1.4

OSA A: FYSIKAALIS-KEMIALLISTEN OMINAISUUKSIEN MAARITYSMENETELMAT

A. 1. SULAMISPISTE/SULAMISVALI
MENETELMA
Selostetut menetelmit perustuvat OECD:n testausohjeisiin (1).

Johdanto

Jiljempini selostettuja menetelmii ja laitteita voidaan kayttid kemiallisten aineiden sulamispisteen
maddrityksiin niiden puhtausasteesta riippumatta.

Menetelmin valinta riippuu testattavan aineen laadusta.
Tistd johtuen rajoittavana tekijani on, onko aine helposti, vaikeasti tai ei lainkaan jauhettavissa.

Tiettyjen aineiden osalta jaitymis- tai jahmettymispisteen madrittiminen on tarkoituksenmukaisem-
paa. Sen vuoksi on myés niitd midrityksid koskevat standardit.

Madritelmit ja yksikot

Sulamispisteeksi mairitetddn limpatila, jossa faasimuutos kiintedstd nestemdiiseksi tapahtuu normaa-
lissa ilmanpaineessa.

Tami ldmpotila vastaa parhaassa tapauksessa jahmettymispisteen tai jadtymispisteen lampotilaa.

Koska useiden aineiden faasimuutos tapahtuu laajalla limpotilavililla, sitd kutsutaan usein sulamis-
viliksi.

Yksikoiden muuntaminen (kelvinasteet celsiusasteiksi)
t=T — 273,15,

jossa t merktisee celsiusasteita, T kelvinasteita.

Vertailuaineet

Aina ei tarvitse kdyttdd vertailuaineita tutkittaessa uutta ainetta. Niitd kiytetddn etupdissi menetel-
main kalibrointiin ja tulosten vertailuun jotakin muuta menetelmai kiytettdessa.

Lihdeluettelossa (2) luetellaan joitakin kalibrointiaineita.

Testausmenetelmian periaatteet

Kiintedstd olomuodosta nestemdiseen olomuotoon tapahtuvan faasimuutoksen limpétila (lampotila-
vili) midritetdan. Kdytinnossi mairitetdan sulamisen alkamislimpétila ja sulamisen loppuvaiheen
lampotila, kun testattavan aineen naytettd kuumennetaan ilmanpaineessa. Kolme menetelmaii seloste-
taan: kapillaarimenetelmé, kuumatasot-menetelma seki jaatymispisteen maaritykset.
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1.4.1

1.4.11

1.4.1.2

1.4.1.3

1.4.2

1.4.2.1

1.4.2.2

1.4.2.3

Kapillaarimenetelmdi

Nestehaudetta kdyttdavat sulamispistelaitteet

Kapillaariputki tdytetdin tiiviisti pienelld mairilld hienoksi jauhettua ainetta. Putkea ja limpomitta-
ria limmitetddn yhdessi, ja limpétilan nousuksi sidddetdin alle 1 K/min varsinaisen sulamisvaiheen
aikana. Sulamisen alku- ja loppulimpétila miaritetdan.

Metallikappale

Kiytetddn 1.4.1.1 kohdassa selostettua tapaa, paitsi ettd kapillaariputki ja limpomittari sijaitsevat
kuumennetussa metallikappaleessa ja niitd tarkkaillaan kappaleessa olevista rei’istd.

Valokennomittaus

Kapillaariputkessa olevaa niytetti kuumennetaan automaattisesti metallisylinterissi. Sylinterissi
olevasta reidstd suunnataan valonsidde aineen lipi tarkkaan kalibroituun valokennoon. Sulamisvai-
heessa useimpien aineiden optiset ominaisuudet muuttuvat valoa lipdisemattomasti lapinikyviksi.
Valokennoon osuvan valon intensiteetti kasvaa ja ldhettdd pysdhtymissignaalin kuumakammiossa
olevan platinavastuslimpomittarin digitaali-ilmaisimeen. Tama menetelmd ei sovellu hyvin virikkaii-
den aineiden mittauksiin. ) '

Kuumatasot

Koflerin kuumasauva

Koflerin kuumasauvamenetelmissd kuumennetaan sihkolld tankoa, joka on tehty kahdesta metalli-
kappaleesta, joilla on erilainen limmonjohtavuus. Tanko on suunniteltu niin, ettd limpotilan
muutosnopeus on miltei lineaarinen pituussuunnassa. Kuumasauvan limpétilan vaihtelu voi olla
283—3543 K, ja sauvassa on siihen erityisesti suunniteltu lampétilan lukulaite piirtureineen, osoittimi-
neen ja pysdyttdjineen. Sulamispistettd mdidiritettdessd ohut kerros ainetta laitetaan suoraan kuuma-
sauvan pinnalle. Muutamassa sekunnissa syntyy terdvd jakoviiva nesteen ja kiintedn faasin viliin.
Jakoviivan limpotila saadaan asettamalla osoitin koskettamaan viivaa.

Sulamispistemikroskooppi

Hyvin pienien ainemiirien ollessa kyseessd voidaan suorittaa sulamispistemittaus mikroskooppia
kayttden. Useimmissa kuumatasoissa lampotila mitataan herkilld termoparilla, mutta joskus kayte-
tddn myos elohopealimpomittaria. Tyypillisessd kuumatasoa kiyttivissd sulamispistemikroskoopissa
on kuumennuskammio,jossa olevalle metallilevylle ndyte asetetaan ohuella lasilevylli. Metallilevyn
keskelld olevasta reidstd tulee mikroskoopin peilin valo. Kiyton ajaksi kammio suljetaan lasilevylli,
jotta ilmaa ei paise tyotilasta kammioon.

Niytteen kuumennusta sidddellddn reostaatilla. Optisesti anisotrooppisia aineita voidaan mitata
erittdin tarkasti polaroivan valon avulla.

Meniskimenetelmi

Tama menetelmi soveltuu erityisen hyvin polyamideille.

ampotila, jossa kuumatason ja polyamidiniytteen pddlld olevan peitelasin viliin asetettu silikoniol-
Limpétila, j k t ja polyamidinaytt 113 ol peitel 1 tettu silik 1
jymeniski siirtyy, maaritetddn silmdmairaisesti.
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1.4.3 Jadtymispisteen mdadritysmenetelma

Niyte asetetaan koeputkessa kiteytymispisteen madarityslaitteeseen. Naytettd sekoitetaan varovaisesti
koko ajan jaihtymisvaiheen aikana ja limpétila mitataan ja kirjataan 30 sekunnin vilein. Kun
limpétila pysyy samana muutamien mittausten aikana, timi limpétila (jossa limpémittarivirhe on
korjattu) kirjataan kiteytymispisteeksi.

1.5 Laatukriteerit

Sulamispisteen/sulamisvilin madarittimiseen kiytettyjen menetelmien soveltuvuus ja tarkkuus on
esitetty alla olevassa taulukossa:

TAULUKKO: MENETELMIEN SOVELTUVUUS

A. Kapillaarimenetelmit

A.“;lef" Aineet, joita Maksimi-
Mittausmenetelmi 10 d 2 ei helposti Lampéotilavali | tarkékuus- Huom.
voldaan | 4, jauhaa arvio(!)
jauhaa
Nestehaudetta kiyttdvisula- | Kylld | Vain 273—573K | £0,3K | Voimassa oleva
mispistelaite muutamat standardi
JIS K 0064
Metallikappaletta kiyt- Kylld | Vain 293—573K | £0,5K | Voimassa oleva
tdvd sulamispistelaite muutamat standardi
1SO 1218 (E)
Valokenno- Kylla | Useat 253—573K | £0,1K
mittausapulaitteet kaytettdessd :

(1) Arvo riippuu laitetyypistd ja aineen puhtausasteesta.

B. Kuumatasot ja jiatymismenetelmit

Aineet, Aineet, joita Maksimi-
Mittausmenetelma ]{.’(tika ei helposti Lampoétilavili | tarkokuus- Huom.
vowaan | - g oida jauhaa arvio(!)
jauhaa
Koflerinkuuémasauva Kylla | Ei 283—543K | £1,0K | Voimassa oleva
standardi
ANSI/ASTM
D 3451-76
Sulatusmikrodskooppi Kylld | Vain 273—573K | £0,5K | Voimassa oleva
muutamat (1773 K asti) standardi
' DIN 53736
Meniskimenetelma Ei Erityisesti 293—573K | £0,5K | Voimassa oleva
polyamidit standardi
ISO 1218 (E)
Jadtymismenetelmid Neste- | Nestemdiset 223—573K | £0,5K | Voimassa oleva
maiset | aineet standardi,
esim.
BS 4699

(1) Arvo riippuu laitetyypistd ja aineen puhtausasteesta.
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1.6 Menetelmien selostus
Miltei kaikkien testausmenetelmien toimintaperiaatteet on selostettu kansainvilisissd ja kansallisissa
standardeissa (ks. lisdys).
1.6.1 Kapillaariputkimenetelmdit
Hienoksi jauhettuja aineita testattaessa voidaan yleensd erottaa kuvassa 1 esitetyt sulamisvaiheet
limpétilan hitaan kohoamisen aikana.
Kuva 1
.‘-'-'
e 0o
(-3 4
o, '
o )
o '
-.n.. \Oﬁ Py
-
b
1 o
e
Vaihe A Vaihe B Vaihe C Vaihe D Vaihe E
Vaihe A (Sulamisen alku, mirkapiste): pienid pisaroita kiinnittyy tasaisesti kapillaariputken sisisei-
naan.
Vaihe B (Kutistumispiste): ndytteen ja putken sisipinnan viliin muodostuu tilaa sulavan aineen
kutistuessa.
Vaihe C  (Luhistumispiste): kutistunut ndyte alkaa luhistua alaspiin ja nesteytya.
Vaihe D (Nesteytymispiste): pintaan muodostuu tiydellinen meniski, mutta suurehko osa niyt-
teestd on vield kiinteds.
Vaihe E  (Lopullinen sulamisvaihe): kiinteitd aineosia ei ole.
Sulamispistettd miiritettdessd lampotila kirjataan sulamisen alkaessa ja sen viimeisessd vaiheessa.
1.6.1.1 Sulamispistelaitteet, joissa on nestehaudelaitteisto

Kuva 2 esittdd standardoitua sulamispistelaitetta (JIS K 0064). Kaikki mitat on ilmaistu millime-
treini. Laite on lasia.
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Kuva 2

230
b

300

: Mittausastia

: Korkkitulppa

: Poistoaukko

: LampoOmittari

: Apulimpomittari

: Haudeneste

: Lasinen kapillaariputki, pituus 80—100
mm, sisdldpimitta 1,0 £ 0,2 mm, seinimin
paksuus 0,2—0,3 mm

H: Sivuputki

OTIEIOO® P

Haudeneste:

Sulamispisteen perusteella valitaan alla olevista sopiva neste. Nestemiinen parafiini sopii mittauksiin,
joissa sulamispiste on korkeintaan 473 K, vikevéity rikkihappo tai silikoniéljy sulamispisteen ollessa
korkeintaan 573 K.

Mitattaessa 523 kelvinasteen ylittdvid sulamispisteitd voidaan kidyttid seosta, jossa on kolme osaa
rikkihappoa ja kaksi osaa kaliumsulfaattia (painon suhteessa).

Limpdmittari:

Ainoastaan seuraavien tai niitd vastaavien standardien vaatimukset tiyttivid limpémittareita voidaan

kiyttaa: ASTM E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001.

Testin suorittaminen:

Kuiva aine jauhetaan hienoksi huhmaressa. Toisesta pdastd umpinainen kapillaariputki tiytetdan
tiiviisti noin 3 mm:n korkeudelle. Jotta naytteet olisivat yhdenmukaisia, kapillaariputki pudotetaan
pystysuoraan noin 700 mm:n korkeudelta lasiputken ldpi kellonlasille.

Téytetyt kapillaariputket asetetaan hauteeseen siten, ettd lampomittarin elohopeapallon keskiosa
koskettaa kapillaariputken niytteelld tdytettyd osaa. Tavallisesti kapillaariputki asetetaan laitteeseen
lampétilan ollessa noin 10 K sulamispisteen alapuolella.

Haudetta kuumennetaan siten, etti limpétila nousee noin 3 K/min. Nestettdi on himmennettivi.

Lampétilan ollessa noin 10 K arvioidun sulamisldampétilan alapuolella limmén nousuksi siddetiin
korkeintaan 1 K/min.

Laskeminen:
Sulamispiste lasketaan seuraavasti:

-
T= T[) + 0,00016 (TD _— Tg)n
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jossa:

T = korjattu sulamisléimi)t‘)tila Kelvin-asteina

Tp = limpomittari D:n lukema Kelvin-asteina

Teg = limpomittari E:n lukema Kelvin-asteina

n = limpomittari D:n elohopea-asteiden lukumaidrd mittarin mitattavan aineen ulkopuolella

olevassa osassa.
1.6.1.2 Metallikappale
Laite:

Laitteessa on seuraavat osat:
— lieriomdinen metallikappale, joka on yldosastaan ontto ja muodostaa kammion (ks. kuva 3),

— metallitulppa, jossa on vihintddn kaksi reikdd, joiden liapi putket asetetaan metallikappalee-
seen,

— metallikappaleen kuumennusjirjestelma, esimerkiksi kappaleeseen asennettu sihkovastus,

— reostaatti virransditelyyn sahkokuumennusta kaytettiessi,

— neljd lammonkestdvad lasi-ikkunaa kammion sivuilla suorassa kulmassa toisiinsa nihden; yhden
ikkunan edessi on okulaari kapillaariputken tarkkailua varten; kolmea muuta ikkunaa kiytetdin

kammion valaisemiseen lampuilla,

— toisesta pddstd umpinainen lammonkestivida lasia oleva kapillaariputki (ks. 1.6.1.1. kohta).

Lampomittari
Ks. standardit 1.6.1.1 kohdassa.

Muita sihkoélimpolaitteita voidaan kdyttdd, mikili niilld saadaan yhti tarkat tulokset.

Kuva 3

M

Lampomittari

Kapillaariputki

Metallitulppa
Okulaari
Negd
1
—/ HE |
]
Lamppu Sihkovastus

Metallinen kuumennuskappale
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1.6.1.3

1.6.2

1.6.21

1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.3

Testin suorittaminen:

Ks. 1.6.1.1 kohta. Tissd tapauksessa ei tehdd limpomittarin lukeman korjausta. Sulamamispisteen
kirjattu limpotila katsotaan sulamispisteeksi.

Valokennomittaus

Laite ja testin suorittaminen:

Laitteessa on automaattisesti kuumeneva metallikammio. Kolme kapillaariputkea tdytetddn kuten
1.6.1.1 kohdassa on mairitty ja asetetaan kammioon.

Viisi lineaarista limpotilan lisdysti on kdytettdvissd laitteen kalibroimiseksi, ja sopiva limpatilan-

nousu siddetdin sihkoisesti ennalta valitun vakion ja lineaarinopeuden mukaan. Rekisterdintilaite
ilmoittaa uunin todellisen limpétilan ja kapillaariputkissa olevan aineen sulamispisteen.

Kuumatasot

Koflerin kuumatanko

Ks. lisdys.

Sulamismikroskooppi

Ks. lisdys.

Meniskimenetelmd (polyamidit)
Ks. lisdys.

Kuumennusnopeuden sulamispisteen ohitukseen saakka on oltava alle 1 K/min.

Jadtymispisteen mddritysmenetelmit

Ks. lisdys.

TULOKSET

Lampomittarin lukeman korjaus on tehtdvi joissakin tapauksissa.

RAPORTOINTI

Kiytetty menetelma on ilmoitettava.

Raportoitu sulamispiste on vihintdan kahden tarkkuusarvion rajoissa olevan mittauksen keskiarvo
(katso taulukko). Tarkkuusarvio on esitettiva. Jos sulamisen alku- ja loppulimpétilojen ero pysyy
menetelmin tarkkuusrajoissa, sulamisen viimeisen vaiheen lampétila katsotaan sulamispisteeksi;
muussa tapauksessa ilmoitetaan molemmat limpatilat.

Eradt aineet hajoavat tai sublimoituvat ennen sulamispistettd. Tdma on raportoitava.

Kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat tiedot ja huomautukset on raportoitava, erityisesti aineen
fysikaalista tilaa ja epapuhtauksia koskevat.

LAHDELUETTELO

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

(2) TUPAC, Physicochemical Measurements: Catalogue of Reference Materials from National
Laboratories, Pure and Applied Chemistry, Vol. 48, 1976, s. 505—515.
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Lisdys

Teknisia lisatietoja on saatavissa esimerkiksi seuraavista standardeista:

1.1

1.2

2.1

2.2

23

-Kapillaarimenetelmit

Nestehaudetta kayttivit sulamispistelaitteet

ASTM E 324-69 Standard Test Method for Relative Initial and Final Melting Points and the
Melting Range of Organic Chemicals

BS 4643 Method for the Determination of Melting Point and/or Melting Range
DIN 53181 Bestimmung des Schmelzintervalles von Harzen nach Kapillarverfahren
JIS K 00-64 Testing Methods for Melting Point of Chemical Products

Metallikappale-sulamispistelaitteet

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen Kunststof-
fen

ISO 1218 (E) Plastics—Polyamides—Determination of ”Melting Point”

Kuumatasot

Koflerin kuumasauva

ANSI/ASTM D 3451-76 Standard Recommended Practices for Testing Polymeric Powder Coatings

Sulamismikroskooppi

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen Kunststof-
‘ fen

Meniskimenetelma (polyamidit)

ISO 1218 (E) Plastics — Polyamides — Determination of ”Melting Point”

ANSIV/ASTM D 2133-66 Standard specification for acetal resin injection moulding and extrusion
materials

NF T 51-050 Résines du polyamides. Détermination du ”point de fusion”. Méthode du
ménisque

Jaatymispisteen madritysmenetelmit

BS 4633 Method for the Determination of Crystallizing Point
BS 4695 Method for Determination of Melting Point of Petroleum Wax (Cooling
Curve)

DIN 10319 Bestimmung des Gefrierpunktes von Milch
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DIN 51421

DIN 51556
DIN 53175

NF T 60-114

Bestimmung des Gefrierpunktes von Flugkraftstoffen, Ottokraftstoffen und
Motorenbenzolen

Bestimmung des Erstarrungspunktes am rotierenden Thermometer
Bestimmung des Erstarrungspunktes von Fettsduren

Point de fusion des paraffines
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A. 2. KIEHUMISPISTE/KIEHUMISVALI

1 MENETELMA
Selostetut menetelmit perustuvat OECD:n testausohjeisiin (1).

1.1 Johdanto
Jéljempina selostettujen menetelmien ja laitteiden avulla voidaan testata nestemiisii aineita, jolleivat
ne reagoi kemiallisesti kiechumispisteen alapuolella (esimerkiksi autoksidaatio, toisiintuminen, hajo-
aminen jne.). Menetelmidt soveltuvat sckd puhtaiden ettd epdpuhtaiden nestemaisten aineiden
testauksiin.
Valokennoilmaisinta kdyttavd menetelma on suositeltava, koska timin menctelmin avulla voidaan
mairittdd myos sulamispiste kiehumispisteen ohella. Mittaukset voidaan lisiksi suorittaa automaatti-
sesti.
”Dynaamisella menetelmilld” on se etu, ettd sen avulla voidaan miarittda myos hoyrynpaine, eikd
kichumislampétilaa tarvitse korjata normaalipaineeseen (101,325 kPa), koska standardipainetta
voidaan sddtad mittauksen aikana. Tédtd menetelmdd ei tosin vield ole automatisoitu.
Huomautuksia
Epidpuhtauksien vaikutus kiehumispisteen maarittimiseen riippuu suuresti epapuhtauden laadusta.
Vaikutus voi olla huomattava, jos nidyte sisiltdaa erittdin helposti haihtuvaa livotinta.
Tutkittavan ndytteen koostumus muuttuu mittauksesta toiseen alhaisessa limpdotilassa kiehuvien
aineosien haihtumisen takia. Tillaisissa olosuhteissa saadaan jatkuvasti nousevia arvoja.

1.2 Maiiritelmit ja yksikot

Normaali kiehumislimpétila on limpétila, jossa nesteen kylldstetyn hoyryn paine on sama kuin
standardipaine.

Mitattu kiehumispiste riippuu ilmanpaineesta. Tdtd riippuvuutta voidaan kuvata kvantitatiivisesti
Clapeyron-Clausiusin yhtilolld seuraavasti:

AH

- m + vakio

log p =

jossa
p = aineen hoyrynpaine Pascaleina
A H, = hoyrystymislimpé J mol”!

R

yleinen kaasuvakio = 8,31 J mol!' K-

T

lampétila ilmoitettuna kelvinasteina.

Kiehumispisteen limpétilaa (kichumislimpatilaa) ilmoitettaessa huomioidaan mittauspaikassa vallin-
nut paine.

Muuntamiset:
Paine (yksikko: kPa)
100 kPa = 1 baari = 0,1 MPa (baari-yksikkd on edelleen sallittu, mutta ei suositeltava).

133 Pa = 1 mm Hg = 1 torri (yksikét mm Hg” ja "torri” eivit ole sallittuja).

. Lampéotila (yksikko: K)

t=T— 273,15

(t celsiusaste, T kelvinaste)
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.2

1.4.3

1.4.4

1.4.5

1.5

1.6

1.6.1

Vertailuaineet

Uutta ainetta tutkittaessa ei aina tarvitse kdyttdi vertailuaineita. Niitd kdytetddn aika ajoin etupadssi
menetelmin kalibrointiin ja tulosten vertailuun.

Lisayksessa luetelluissa menetelmissd mainitaan erditd kalibrointiaineita.

Testausmenetelmin periaatteet

Kaikki kichumispisteen (kiehumisvilin) miarittdmiseen kaytetyt menetelmit perustuvat kiechumisldm-
potilan mittaamiseen. Jaljempina selostetaan viisi menetelmaa.

Mddritys ebulliometrin avulla

Ebulliometri kehitettiin alun perin maarittimdan molekyylipaino nostamalla kiehumispistettd, mutta
se soveltuu myos tarkkoihin kiehumispistemittauksiin. Tama hyvin yksinkertainen laite on kuvattu
ASTM D 1120-72:ssa (ks. lisdys). Nestetti kuumennetaan laitteessa tasapainotilassa vallitsevassa
ilmanpaineessa, kunnes se kiehuu.

Dynaaminen menetelmd

Titi menetelmai kiytettdessd hoyryn jalkilauhdutuslimpétila mitataan termoparilla palautusjdahdyt-
timessd aineen kiehuessa. Paineenvaihtelut ovat sallittuja tdssd menetelmaissa.

Kiehumispisteen ja kiehumisvilin tislausmenetelmdi

Titd menetelmdd kaytettdessd neste tislataan, hoyryn jilkilauhdutuslimpatila mitataan ja tisleen
mdird midritetdan.

Siwoloboffin menetelmdi

Niyte kuumennetaan koeputkessa, joka upotetaan kuumaan nestehauteeseen. Kapillaari, jonka
alaosassa on ilmakupla, asetetaan niytteen sisdltivdian putkeen.

Maiiritetddn limpétila, jossa sddnnollinen kuplajono poistuu kapillaarista, tai lampétila, jolloin
hetkellisen jadhdytyksen vuoksi kuplajono pysihtyy ja neste alkaa nousta kapillaarissa (Siwolo-
boff).

Valokennomittaus

Kiytetadn Siwoloboffin menetelmid ja suoritetaan automaattinen valokennomittaus kiyttimalld
kohoavia kuplia.

Laatukriteerit

Kiehumispisteen/kichumisvilin maarittimiseen kaytettyjen menetelmien soveltuvuus ja tarkkuus
esitetddn taulukossa 1.

Menetelmien selostus

Erdiden testausmenetelmien toimintaperiaatteita selostetaan kansainvilisissd ja kansallisissa standar-
deissa (ks. lisdys).

Ebulliometri

Ks. lisdys.
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1.6.2

1.6.3

1.6.4

Dynaaminen menetelmd

Ks. testausmenetelmd A. 4:ssi hoyrynpaineen mairittamiseksi.

Kiehumislimpotilan méiritys tehddan 101,325 kPa:n paineessa.

Tislausmenettely (kiebhumisviili)

Ks. lisdys.

TAULUKKO 1: MENETELMIEN VERTAILU

Mittaustapa

Tarkkuusarvio

Huomautuksia

Ebulliometri

Dynaaminen menetelmi

Tislausmenettely (kiehumisvili)

Siwoloboffin menetelmi

Valokennomittaus

+ 14K
(373 K:seen asti)(!)(?)
+ 2,5 K (yli 373 K)(!)(?)

+0,5 KO
+0,5 K

+1K+2K@)
+0,3 K (373 K:ssa)()

Voimassa oleva standardi
ASTM D 1120-72(Y)

Voimassa oleva standardi esim.
ISO/R 918
DIN 53171
BS 4591/71

(") Tadmai tarkkuus on voimassa vain yksinkertaisen, esimerkiksi ASTM D 1120—72:ssa kuvatun laitteen ollessa
kyseessd. Tarkkuus paranee kaytettdessd kehittyneempid molekyylipainon mittauslaitteita.

(%) Koskee ainoastaan puhtaita aineita.

Siwoloboffin menetelmd

Niyte kuumennetaan sulamispistelaitteessa noin 5 mm:n lipimittaisessa koeputkessa (kuva 1).

Kuva 1 esittda eristd standardoitua sulamis- ja kiehumispistelaitetta (JIS K 0064). Mitat on annettu

millimetreina. Laite on lasia.
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E Kuva 1
f /‘D
C
B
77
A
(=) /_
)
~
302
-3 A: Mittausputki
B: Tulppa
- C: Poistoaukko
< [ D: Limpomittari
1 E: Varalimpomittari
¥ F: Haudeneste
K G: Niyteputki, ulkolidpimitta korkeintaan § mm, n. 100
—1—— mm:n pituinen kapillaariputki, jonka sisdlapimitta on
n. 1 mm ja seindmén paksuus n. 0,2—0,3 mm.
602 *t H: Sivuputki

Kapillaariputki (kiehumiskapillaari), joka on ummessa noin 1 cm alapiisti, asetetaan niyteputkeen.
Testattavaa ndytettd on oltava niin paljon, ettd kapillaarin umpinainen osa on nesteen pinnan
alapuolella. Kapillaariputken sisdltdimi nayteputki liitetdan limpomittariin kuminauhalla tai kiinnite-
taian sivutuen avulla (ks. kuva 2).

Kuva 2 Kuva 3
Siwoloboffin menetelmi Menetelman muunnos

I 1
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1.6.5

Haudeneste valitaan kiehumislampétilan perusteella. Rikkihappoa ja silikonioljyd voidaan kayttad
573 K:n limpotilaan saakka. Nestemdistd parafiinia voidaan kdyttid vain alle 473 K:n olevissa
limpétiloissa. Hauteen limpétilan nousuksi sdddetddn aluksi 3 K/min. Haudenestetti on himmen-
nettdvi. Limpotilan ollessa noin 10 K arvioidun kichumispisteen alapuolella lammitystd vihennetiin
ja nousuksi sdddetddn korkeintaan 1 K/min. Kiehumislimpétilaa lahestyttdessd kiehumiskapillaarista
alkaa nousta kuplia.

Kiehumispiste on saavutettu, kun hetkellisen jadhdytyksen aikana kuplajono pysahtyy ja neste alkaa
akkid nousta kapillaarissa. Sen hetkinen limpomittarin lukema on aineen kiehumislimpétila.

Menetelmdn muunnoksessa (ks. kuva 3) kiehumispiste madaritetddn sulamispistekapillaarissa. Siind on
kapea, noin 2 cm:n mittainen kirki (a), ja pieni maird naytettd imetddn kapillaariin. Avoin kapea
pdd sulatetaan umpeen niin, ettd pddhdn syntyy pieni ilmakupla. Kun kapillaaria kuumennetaan
sulamispistelaitteessa (b), ilmakupla laajenee. Kiehumispisteeksi merkitddn lampotila, jossa neste-
tulppa on noussut haudenesteen pinnan tasalle (c).

Valokennomenetelma
Niyte kuumennetaan kapillaariputkessa metallikuumentimessa.

Metallikappaleessa olevista rei'istd suunnataan valonsidde niytteen ldpi tarkoin kalibroituun valoken-
noon.

Niytteen limpotilan kohotessa kiehumiskapillaarista nousee yksittdisia kuplia. Kun kichumislimpo-
tila on saavutettu, kuplien mairi lisidntyy huomattavasti. Tdma muuttaa valokennon rekisteroimai
valon voimakkuutta ja antaa pysihtymissignaalin metallikappaleessa olevan platinavastuslampomit-
tarin lampotilan osoittimeen.

Timi menetelmd on erityisen kiyttokelpoinen, koska sen avulla voidaan suorittaa mairityksid
huoneenlampétilan alapuolella aina 253,15 K:iin (=20 °C:seen) saakka tekemittd mitdan muutoksia
laitteeseen. Laite on vain sijoitettava kylmdin tilaan tai jaahdytyshauteeseen. Kiehumispisteen tarkka
maaritystapa selviad laitteen kasikirjasta.

TULOKSET

Normaalipaineesta vihin poikkeavat (enintidn = 5 kPa) kiehumispistelimpotilat normalisoidaan
Ta:ksi Sidney-Youngin numeroarvoyhtalon avulla:

To=T+frxp
jossa
Ap= (101,325 — p) (huomaa merkki)
p = paineen mittaus kPa:na
fr = kiehumispisteen muuttumisaste paineessa K/kPa
T = mitattu kiehumislimpétila kelvinasteina
T, = kiehumislampatila kelvinasteina korjattuna normaalipaineeseen

Ylldmainituissa kansainvilisissi ja kansallisissa standardeissa esitetdin lampétilan korjauskertoimet
(fr) ja yhtilot niiden laskemiseksi monien aineiden osalta.

Esimerkiksi DIN 53171 -menetelmi mainitsee seuraavat maaleissa kiytettivien liuottimien likimii-
rdiset korjaukset:
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TAULUKKO 2: LAMPOTILAN KORJAUSKERTOIMET fr

Limpétila T Korjauskerroin fr
(K} (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

RAPORTOINTI
On ilmoitettava, mitd menetelmdd on kaytetty. Mdiiritetty kiehumispiste on vihintddn kahden
taulukossa 1 esitetyn tarkkuusarvion rajoissa olevan mittauksen keskiarvo. Jos mairityksid ei voida

toistaa, muiden menetelmien kayttéd on harkittava.

Mitatut kiehumispisteet ja niiden keskiarvo ilmoitetaan ja paine (tai paineet), jossa mittaus
(mittaukset) tehtiin, ilmoitetaan kPa:na.

Paineen tulisi olla ldhelld normaalipainetta. Mikali testattava nidyte kiehuu lampotilavililld, tima vali
on ilmoitettava. Kaikille tuloksille on annettava tarkkuusarvio.

Kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat tiedot ja huomautukset on raportoitava. Timi koskee
erityisesti aineen fysikaalista tilaa ja epapuhtauksia.

LAHDELUETTELO

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 103 — Decision of the Council C (81), 30 Final.
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Lisdys
Teknisid lisitietoja on saatavissa muun muassa seuraavista standardeista:
1 Ebulliometri

ASTM D 1120-72 Standard test method for boiling point of engine anti-

freezes
2 Tislausmenetelmia (kiehumisvili)

ISO/R 918 Test Method for Distillation (Distillation Field and Distilla-
tion Range)

BS 4349/68 Method for determination of distillation of petroleum pro-
ducts

BS 4591/71 Method for the determination of distillation characteristics

DIN 53171 Losungsmittel fUr Anstrichstoffe, Bestimmung des Siedever-

laufes
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.4.1

1.4.1.1

1.4.1.2

1.4.1.3

A. 3. SUHTEELLINEN TIHEYS

MENETELMA

Selostetut menetelmit perustuvat OQECD:n testausohjeisiin (1).

Johdanto

Suhteellisen tiheyden midrittimiseen kdytetyt menetelmat soveltuvat seki kiinteisiin ettd nestemadisiin
aineisiin niiden puhtausasteesta riippumatta. Sovellettavat eri menetelmit on lueteltu taulukossa.
Mairitelmit ja yksikot

Kiinteiden ja nestemiisten aineiden suhteellinen tiheys (D42°) on tutkittavan aine-erin massan
20 °C:ssa midritetyn tilavuuden suhde samansuuruisen vesimaaran 4 °C:ssa mairitettyyn tilavuuteen.
Suhteellisella tiheydelld ei ole dimensiota,

Aineen tiheys (Q) on massan m ja sen tilavuuden V osamdiri.

Tiheys ilmoitetaan Sl-yksikkoind kg/m?.

Vertailuaineet (1) (2)
Aina ei tarvitse kdyttda vertailuaineita tutkittaessa uutta ainetta.

Niita kdytetddn etupddssd menetelmin ajoittaiseen kalibrointiin ja tulosten vertailuun.

Menetelmien periaatteet

Kéytossd on nelja menetelmaa.

Nostemenetelmdt

Hydrometri (nesteet)

Kelluvalla hydrometrilla voidaan suorittaa riittdvdan tarkat ja nopeat miiritykset. Nesteen tiheys
saadaan siitd, kuinka syville hydrometri uppoaa ja tulos on luettavissa asteikolta.
Hydrostaattinen tasapaino (nesteet ja kiintedt aineet)

Ilmassa ja vedessd punnitun ndytteen painoeron avulla voidaan mdirittad naytteen tiheys.
Kiinteiden aineiden ollessa kyseessa tulos ilmoittaa vain kyseessd olevan niytteen tiheyden. Nesteiden
tiheyttd midritettdessa punnitaan tietty tilavuus V ensin ilmassa ja sitten nesteessa.
Uppokuulamenetelmad (nesteet) (3)

Tdtd menetelmdd kiytettdessd neste punnitaan. Sitten nesteeseen upotetaan kuula, jonka tilavuus
tiedetddn ja punnitus tehddin uudelleen. Tiheys lasketaan tulosten erosta.
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1.4.2

1.4.3

1.4.4

1.5

1.6

Pyknometrimenetelmiit

Tilavuudeltaan tunnettuja erilaisia pyknometreji voidaan kayttidd kiinteiden ja nestemiisten aineiden
tiheyden madirityksiin. Tiheys lasketaan tiyden ja tyhjin pyknometrin painoerosta ja sen tilavuu-
desta.

Ilmavertailupyknometri (kiinteit aineet)

Kaikkien kiinteiden aineiden tiheys voidaan mitata huoneenldimmossa kaasuvertailupyknometrilla.
Aineen tilavuus mitataan ilmassa tai inertil kaasulla tdytetyssid sylinterissi, jonka voi kalibroida.
Tiheyden laskemista varten massa mitataan, kun tilavuus on mitattu.

Oskillotva tiheysmittari (4) (5) (6)

Oskilloivan tiheysmittarin avulla voidaan mitata nesteen tiheys. U-putken muotoista mekaanista
oskillaattoria oskilloidaan tietylld sen massasta riippuvalla taajuudella. Oskillaattorin resonanssitaa-
juus muuttuu, kun sithen asetetaan niyte. Laite pitdd kalibroida kiyttimalld kahta nestettd, joiden
tiheys tunnetaan.

Nama nesteet on valittava siten, ettd niiden tiheys kattaa mittausvilin.

Laatukriteerit
Taulukossa esitetddn suhteellisen tiheyden maarittamiseen kiytettivien menetelmien soveltuvuus.

ISO-standardissa mainittu tarkkuus koskee vain puhtaita aineita.

Menetelmien selostus
Lisdyksessd on lueteltu standardeja, jotka sisaltavat teknisid lisdtietoja.

Testit on suoritettava 20 °C:n lampétilassa, ja mittauksia on tehtiva vahintddn kaksi.

TULOKSET

Ks. standardit.

RAPORTOINTI
Kiytetty menetelmd tai standardi on ilmoitettava.

Suhteellinen tiheys (D4?°) ilmoitetaan kohdassa 1.2 esitetylld tavalla, ja mitatun aineen fysikaalinen
tila mainitaan.

Kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat seikat on raportoitava; erityisesti timd koskee epapuhtauksia
ja aineen fysikaalista tilaa.
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TAULUKKO: MENETELMIEN SOVELTUVUUS

} Tiheys Suurin
Mittausmenetelma - g‘;::;;g;ﬁ:z Huomautuksia
Kiinted | Neste viskositeetti
1.4.1.1 Hydrometri x § Pas | ISO 387
1.4.1.2 Hydrostaattinen tasapaino ISO/R 1185 (A)
a) kiintedt x . SPas | ISO/R 91 ja R 758
b) nesteet X
1.4.1.3 Uppokuulamenetelmi X 20 Pas | DIN 53217
1.4.2  Pyknometri ISO/R 3507
a) kiinteat x 500 Pas | ISO/R 1183 (B)
b) nesteet x ISO/R 758
1.4.3  Hmavertailupyknometri x DIN 55990 Teil 3
DIN 53243
1.4.4  Oskilloiva tiheysmittari x S5Pas .
4 LAHDELUETTELO

(1) OECD, Pariisi, 1981, Test Guideline 109 — Decision of the Council C (81) 30 Final.

(2) TUPAC, Recommended reference materials for realization of Physico-chemical Properties. — Pure
and applied chemistry, Vol. 48, 1976, s. 508.

(3) Wagenbreth, H., Die Tauchkugel zur Bestimmung der Dichte von Flissigkeiten, Technisches
Messen tm, Vol. 11, 1979, s. 427—430.

(4) Leopold, H., Die digitale Messung von Flissigkeiten, Elektronik, Vol. 19, 1970, s. 297—302.
(5) Baumgarten, D., Fullmengenkontrolle bei vorgepackten Erzeugnissen — Verfahren zur Dichtebe-
stimmung bei flilssigen Produkten und ihre praktische Anwendung. Die Pharmazeutische

Industrie, Vol. 37, 1975, s. 717—726.

(6) Riemann, J., Der Einsatz der digitalen Dichtemessung im Brauerlaboratorium, Brauwissenschaft,
Vol. 9, 1976, s. 253—255.
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1.1

1.2

1.3

2.1

Lisdys

Teknisid lisitietoja on saatavissa muun muassa seuraavista standardeista:

Nostemenetelmit

Hydrometri

DIN 12790 Hydrometer; general instructions

ISO 387

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

ISO/R 649

DIN 12793 Laboratory glassware: range find hydrometers

Hydrostaattinen tasapaino

Kiinteit aineet:

ISOR 1183 Method A. Methods for determining the density and relative density of
plastics excluding cellular plastics

ASTM-D-792 Specific Gravity and Density of Plastics by Displacement

DIN 53479 Testing of plastics and elastomers; determination of density

Nestemdiset aineet:

ISOR 91 ISO R 758

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

Uppokuulamenetelmi

DIN 53217 Testing of paints, varnishes and similar products; determination of density
by pycnometer (enlargement for immersed ball method to be published in
1981)

Pyknometrimenetelmat

Nesteet

ISO 3507 Pycnometers

ISO/R 758 Liquid chemical products: determination of density at 20°C

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

DIN 12798 Lipkin pycnometer (for liquids with a kinematic viscosity of less than 100 -

106 m2st 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

Kiintedt aineet

ISO/R 1183

DIN 19683

Ilmavertailupyknometri

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 a
too high 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 Petroleum
Products (Graduated Bicapillary Pycnometer Method)

Method for determination of Relative Density and Density of Petroleum
Products by the Capillary-Stoppered Pycnometer Method.

Method B: Methods for Determining the Density and Relative Density of
Plastics excluding Cellular Plastics

Determination of the Density of Soils

Part 3: Prifung von Anstrichstoffen und dhnlichen Beschichtungsstoffen;
Pulverlack; Bestimmung der Dichte

Anstrichstoffe; Chlorhaltige Polﬁnere: Priifung

15/Nide 05
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.4.1

A. 4. HOYRYNPAINE

MENETELMA

Selostetut menetelmit perustuvat OECD:n testausohjeisiin (1).

Johdanto
Ennen timin testin suorittamista on tunnettava aineen rakenne seki sulamis- ja kiehumispiste.

Ei ole olemassa yksittdistd mittausmenetelmid, jota voitaisiin kdyttdd kaikkiin hoyrynpainemittauk-
siin.-Sen vuoksi suositellaan useita menetelmii hoyrynpainemittauksiin alueella >10-3-10° Pa.

Epidpuhtauksilla on yleensd vaikutusta hoyrynpaineeseen. Epapuhtauksien vaikutus hdyrynpaineen
maiaritykseen riippuu suuresti niiden laadusta. Vaikutus voi olla huomattava, jos nayte sisiltid hyvin
herkasti haihtuvaa liuotinta.

Miiritelmat ja yksikot

Aineen hoyrynpaine on sen kylldisen hoyryn paine kiintedn tai nestemiisen aineen yliapuolella.
Termodynaamisessa tasapainotilassa puhtaan aineen hdyrynpaine on ainoastaan limpétilan funk-
tio.

Paineen Sl-yksikkona tulisi kidyttdd Pascalia (Newton/m?),
Aikaisemmin kaytetyt yksikét ja niiden konversiot ovat:
1 torri (mm Hg) = 1,333 x 10% Pa

1 ilmakehi (fysikaalinen atm) = 1,013 x 10° Pa

1 ilmakehi (tekninen atm) = 9,81 x 10* Pa

i}

1 baari 10° Pa

Limpéotilan SI-yksikko on kelvinaste (K).

Vertailuaineet

Uutta ainetta tutkittaessa ei aina tarvitse kayttia vertailuaineita. Niitd kiytetddn aika ajoin etupdissi
menetelmin toimivuuden tarkastamiseen ja jollakin muulla menetelmilld saatujen tulosten vertai-
luun.

Testausmenetelmien periaatteet

Hoyrynpaineen mittaamiseksi on kiytettdvissd viisi menetelmid, joita voidaan kdyttda erisuuruisten
hoyrynpaineiden mairityksiin. Kaikilla menetelmilld hoyrynpaine mitataan useissa lampétiloissa.
Rajoitetulla lampéotilavililli puhtaan aineen hoyrynpaineen logaritmi on limpétilan kdanteisluvun
lineaarinen funktio.

Dynaaminen menetelmd
Dynaamista menetelm4d kiytettdessa mitataan mdérdtyn paineen kiehumislimpdétila.

Suositeltava vili:
103-10° Pa, 20-100 °C.

Timi menetelmid sopii myds kiehumispisteen madrittimiseen, kun limpétila on korkeintaan
350 °C.
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1.4.2

1.4.3

1.4.4

1.4.5

1.5

Staattinen menetelmdi

Staattista menetelmad kiytettdessd suljetussa systeemissd aikaansaatu hoyrynpaine mitataan mairi-
tyssd limpotilassa termodynaamisessa tasapainotilassa.

Menetelmd sopii kiinteisiin aineisiin ja nesteisiin, joissa on yksi tai useampia aineosia.
Suositeltava vili:

10-105 Pa, 0-100 °C.

Isoteniskooppi

Timi standardoitu menetelmi on myds staattinen, mutta se ei yleensi sovellu moniainesysteemin
testauksiin. Lisitietoja on standardissa ASTM D-2879-75.

Suositeltava vili:

10-10° Pa, 0-100 °C.

Héyrynpainevaaka

Kennosta tietyn suuruisesta aukosta lihtevin aineen miiri aikayksikkod kohden miiritetddn
tyhossd siten, ettd kennoon palautuvan aineen miidrid on merkitykseton (esimerkiksi mittaamalla
hoyrysuihkun aiheuttamat sykédykset herkkddn vaakaan tai madrittimalld painon muutos).
Suositeltava vili:

10-3-1 Pa, 0-100 °C.

Kaasukyllistysmenetelmii ’

Inertti kaasuvirta ohjataan aineeseen siten, etti se kyllistyy aineen hoyrylld. Kaasu keritddn talteen.
Tiedetyn kaasumairin kuljettaman aineen miirin avulla lasketaan hoyrynpaine maaratyssa lampoti-

lassa.

Suositeltava vili:

korkeintaan 1 Pa.

Laatukriteerit

Eri hoyrynpaineen mittausmenetelmia verrataan niiden kiyton, kokeen toistettavuuden ja uusittavuu-
den, mittausvilin ja olemassa olevan standardin osalta. Tdmi on tehty seuraavassa taulukossa.
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TAULUKKO: LAATUKRITEERIT

Mi .. Aineet Arvioitu Arvioitu Suositeltu Olemassa
ittausmenetelmd toistettavuus(*) uusittavuus(?) vili oleva
Kiintei| Neste standardi
1.41 Dynaaminen x 25%:iin asti | 25 %.:iin asti 10° Pa - -
menetelmi 2 x 103 Pa
1-5% 1-5% 2 x 10% Pa - -
10° Pa
1.4.2  Staattinen x x 5-10% 5-10% 10 Pa - -
menetelmi 10° Pa
1.4.3  Isoteniskooppi- x X 5-10% 5-10% 10% Pa - ASTM-D
menetelmai 10° Pa 2879-75
144 Hoéyrynpainevaaka x x 5-20% 50 %:iin asti 10-3 Pa - -
1Pa
1.4.5  Kaasukyllastys- x x 10-30% 50 %:iin asti <1073 Pa - -
menetelm3i 1 Pa

(1) Riippuu puhtausasteesta.

1.6

1.6.1

1.6.1.1

Menetelmien selostus

Dynaaminen mittaus

Laitteisto

Laitteistoon kuuluu yleensd kiehumisastia, johon on kiinnitetty lasi- tai metallijazhdytin (ks. kuva 1),
lammonsddto- ja mittauslaitteet sekd paineensdately- ja mittauslaitteet. Kuvassa on esitetty tyypillinen

laitteisto. Se on valmistettu limpod kestavista lasista ja siind on viisi osaa:

Suuri, osittain kaksinkertainen putki, jossa on maadoitettu liitos, jaihdytin, jizhdytinastia ja

tuloaukko.

Putken kiehuntaosassa on Cottrellin pumpulla varustettu lasisylinteri, jonka pinta on karheaa

murskattua lasia estidkseen ryopsihtelya kiehuntavaiheessa.

Limpotila mitataan pieneen Oljyméirdian upotetulla termoparilla tai vastuslimpomittarilla. Se

asetetaan tayttoputkeen, jonka pohja on suljettu ja jossa on ulkokierteinen maadoitettu liitos.

Paineen sditely- ja mittauslaitteiden yhdistdjani on ristikappale.

Puskurina toimiva kupu on yhteydessd mittauslaitteistoon kapillaariputken vilityksella.

Kiehunta-astia kuumennetaan kuumennuspatruunalla, joka asetetaan lasilaitteeseen alapuolelta.
Haluttu kuumennusvirta sdddetddn jannitteen muuntajalla, ja sitd valvotaan ampeerimittarin avulla.

Tarvittava 102 Pa:n ja noin 10° Pa:n vilinen tyhjo siddetiin 6ljypumpulla.

Haluttu paine siddetddn typpisylinterilld, joka on yhdistetty laitteeseen venttiililld, jota kiytetddn

my0s laitteen tuulettamiseen.

Paineen mittaus suoritetaan ristikappaleeseen yhdistetylld painemittarilla.
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1.6.1.2

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

Mittauksen suoritus

Hoyrynpaine mitataan miarittimalld niytteen kiehumispiste tietyissd, noin 103-10° Pa:n paineissa.
Kun lampdatila sdilyy muuttumattomana tietyssd paineessa, kiehumispiste (kiehumistasapaino seoksen
ollessa kyseessd) on saavutettu. Tédlld menetelmalld ei voida mitata vaahtoavia aineita.

Ennen mittauksen suorittamista kaikki lasiosat on puhdistettava ja kuivattava huolellisesti ja ilma
poistettava kaasunpaineella. Sitten aine asetetaan laitteeseen. Tdyttovaiheessa kiintedt aineet voivat
aiheuttaa ongelmia, jollei niitd ole jauhettu, mutta timi voidaan vilttdd kuumentamalla jiihdytysve-

sivaippa. Tdyton jalkeen laite yhdistetdidn ja aineesta poistetaan kaasu. Sitten sdadetdan alin paine ja

limmityslaite kdynnistetddn. Termopari tai vastuslimpomittari kytketddn rekisteroimislaitteeseen.
Tasapaino on saavutettu, kun sdidetyssid vakiopaineessa kiehumislimpétila pysyy muuttumatto-
mana. Kun timi limpdtila on kirjattu, saddetdin korkeampi paine, ja menettelyd jatketaan, kunnes
10° Pa on saavutettu (kaikkiaan 5-10 mittauspistettd). Tulosten tarkistamiseksi tasapainopisteet
mitataan toistamiseen painetta vihennettdessa.

Staattinen mittaus

Laitteet

Tyypillinen laitteisto (ks. kuva 2) koostuu lasisesta ja metallisesta limmitys- ja jadhdytyslaitteesta,
jossa aine saatetaan sdddeltyyn limpotilaan, sekd paineen ja lamporilan sddt6- ja mittauslaitteista.

Niytekammion toisella puolella on ruostumatonta teristd oleva vakuumiventtiili ja toisella puolella
painemittarinestettd sisiltivd U-putki. U-putken toinen pdi on liitetty ristikappaleeseen, jonka yksi
haara menee vakuumipumppuun, toinen typpisylinteriin ja kolmas painemittariin.

Aine saatetaan siideltyyn limpoétilaan asettamalla koko niytekammio laskuventtiileineen seka
tarpeeksi suuri osa U-putkesta (kdytinnossd venttiilin korkeudelle saakka) vakiolimpdiseen hautee-
seen. Limpotila mitataan termoparilla tai vastuslimpomittarilla niytekammion ulkopuolelta niin
ldheltd kammiota kuin mahdollista.

Nestemdinen typpi tai kuivajad-alkoholisekoitus sopii ndytteen alijizhdyttamiseen. Alhaisissa 1impé-
tiloissa mittaus suoritetaan ultrakryostaatilla.

Laitteistoon sidddetddn haluttu paine pumpun avulla.

Aineen hoyrynpaine mitataan yleensi epasuorasti nollaindikaattorilla. Se voi olla nestetti sisiltivi
alla kuvattu U-putki tai esimerkiksi kalvomanometri. Hauteessa, jonka limpétila on siidelty,
hoyrynpaine siirtid U-putkessa olevaa nestettd pois tasapainosta. Typped pdistetddn laitteeseen
sithen yhdistetystid typpisylinteristd venttiilin kautta korvaamaan héyrynpaineen vaikutus ja nollaa-
maan painemittari. Paineen tarkkuusmittari, joka on ymparoivdssid limpotilassa ja vastaa aineen
hoyrynpainetta vastaavassa muuttumattomassa lampotilassa, ilmoittaa tdhdn tarvittavan typen pai-
neen. Sopivia U-putkessa kiytettdvid nesteitd nollatasapainon sddtimiseksi ovat elohopea, silikoniél-
jyt ja ftalaatit riippuen painevilistd ja aineen kemiallisesta kdyttdytymisesti.

Elohopeaa voidaan kiyttiid normaali-ilmanpainen ja 10% Pa:n vililld, silikoniéljyjd ja ftalaatteja myds
10? Pa:n ja 10 Pa:n vililli ja kalvomanometrii myds alle 10-! Pa:ssa.

Mittauksen suoritus

Ennen mittausta kaikki kuvassa 2 esitetyn laitteen osat puhdistetaan huolellisesti liuottimilla ja
kuivataan tyhjossa.
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1.6.3

1.6.4.1

U-putki tdytetddn valitulla aineella, josta kaasu on poistettu korkeassa limpotilassa ennen tiyttdi.
Kun aine asetettu laitteeseen, sen osat liitetddn yhteen ja nidytekammio alijizhdytetddn riittavisti. Sen
jalkeen pumpataan usean minuutin ajan ndytekammion ylipuolella olevan avatun venttiilin kautta
ilmaa pois laitteesta. Sitten ndytteen ylipuolella oleva venttiili suljetaan, ndyte saatetaan valittuun
limpotilaan, ja timidn toimenpiteen aikana siitd aiheutuvaa pylviiden siirtymistd tarkkaillaan ja
tarvittaessa korjataan typelld nolla-asentoon, kunnes vakaa limpoétila on saavutettu. Sitten nédyte-
kammio alijadhdytetddn uudelleen. Jos painetta on jiljelli alijddhdytetyssd tilassa, se johtuu joko
niytteen sisdltimastd, kuumentamisvaiheen aikana vapautuneesta ilmasta, joka voidaan poistaa, tai
jadhdytyslampétilasta, joka ei ole ollut kyllin alhainen. Nestemadistd typped on tilloin kidytettdva
jadhdytysaineena.

Kun niytteestd on poistettu riittdvisti kaasuja, limpétilan riippuvuus hodyrynpaineesta maaritetdan
riittdvdn pienin limpétilavilein.

Isoteniskooppi

Taydellinen kuvaus tdstd menetelmistd esitetdan lihdeluettelon kohdassa 2. Mittauslaitteen periaat-
teet esitetddn kuvassa 3. Kohdassa 1.6.2 kuvatun staattisen menetelmidn tapaan isoteniskooppia
voidaan kayttdd sekd kiinteiden aineiden ettd nesteiden tutkimiseen.

Nesteiden ollessa kyseessd aine toimii its€ apumanometrin nesteeni. Kiinteiden ainéiden ollessa
kyseessi kiytetiin jotakin kohdassa 1.6.2 luetelluista manometrinesteistid. Valinta riippuu paineesta
ja lampotilavilista. Testattaessa nesteitd isoteniskoopin pallo tdytetddn tutkittavalla aineella, josta
poistetaan kaasut korkeassa lampétilassa kiehumisen aikana.

Samaan aikaan osa nesteestd tislautuu pallosta, tiivistyy ylempddn jadhdytettyyn osaan ja palaa
U-putkeen. Kun timi on kyllin tiynni nestettd, josta kaasut on poistettu, U-putken limposiitimelld
varustetussa hauteessa oleva alaosa lammitetdian haluttuun limpétilaan ja ndin aiheutettu hoyryn-
paine mitataan epasuorasti kohdassa 1.6.2 kuvatulla tavalla.

Kiinteiden aineiden ollessa kyseessi tdytetddn isoteniskoopin pitkidssd paddssd oleva pullistuma
manometrinesteelld, josta kaasut on poistettu. Sen jilkeen tutkittava aine asetetaan alaosaan, ja siitd
poistetaan kaasut korkeassa lampétilassa. Sitten isoteniskooppia kallistetaan niin, ettd manometri-
neste padsee valumaan U-putkeen. Hoyrynpaineen mairitys lampétilan funktiona tehddidn kohdassa
1.6.2 kuvatulla tavalla. B -

Héyrynpainevaaka

Laitteet

Lihdeluettelossa (1) esitetddn useita eri laitteiden malleja. Tdssd kuvatusta tyypistd ilmenevit
menetelmidn periaatteet. Laitteen osia esitetdan kuvassa 4. Niitd ovat aluslaatta ja lasikupu,
vakuumimittauslaitteella varustettu pumppu sekd laite hoyrynpaineen mittaamiseksi osoittimen
poikkeamalla. Seuraava yhdysrakenteinen laitteisto on asennettu aluslaatalle:

- Haihdutuskattila, jossa on laippa ja pyorivd lapisyotté. Haihdutuskattila on litted kuparisylinteri.
(Kattila voi my6s olla kupariseindn ympardima lasiastia.) Se on kiinnitetty kuparipitimeen, joka
on ulkonevasta alaosastaan ruuvattu ruostumattomaan terdskappaleeseen. Terdskappale vuoros-
taan on kiinnitetty aluslaattaan laipalla, jotta sitd voidaan pyorittad kattilan akselin ympiri.
Lammityksestd huolehtii teraskappaleessa oleva limmityskierukka, joka ei siis ole yhteydessd
vakuumikammioon.

- Kattilan kansi on kuparia ja siini on kolme poikkileikkaukseltaan erilaista haihtumisaukkoa,
jotka sijaitsevat 90°:n kulmassa toisiinsa ndhden. Kattilaa pyorittimalld tarvittava aukko tai
aukkojen vali voidaan asettaa epikeskeisesti kattilan suhteen sijaitsevan jadhdyttimen raon alle
suuntaamaan molekyylisuihku vaakakuppiin tai sen ohi. Kattilan seinissd on termoelementti tai
vastuslampomittari lampotilan mittausta varten.

- Vaakana on kiertokelamittari. Osoittimen korvaa pieni putki, johon on kiinnitetty vaa’an selki
ja vastapaino. Vaa’an seldssi on vaihdettava vaakakuppi, joka on tehty ohuesta kullatusta
alumiinista. Vaa’an selin keskikohtaan on kiinnitetty 0,1 mm:n vahvuinen konstantaanilanka,
johon kalibrointipunnukset voidaan kiinnittdd. Hoyrynpaine mairitetdan kdyttimalli valosih-
koistd nollapistemittaria.
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1.6.4.2

1.6.5

1.6.5.1

-~ Messinkisylinteri ymparoi vaakakuppia joka puolelta lukuunottamatta vaa’an selidn lilkkumiseen
tarvittavaa kahta rakoa ja kapeaa molekyylisuihkuaukkoa. Messinkiastian piallid oleva kupari-
tanko, joka kulkee limpoeristettynd ruostumattomassa terasputkessa aluslaatan lipi, johtaa
limmon ulkopuolelle. Tanko on upotettu aluslaatan alla olevaan nestemiisti typpei sisaltiviin
Dewarin astiaan.

Mittauksen suoritus

Kuparikattila tdytetdin aineella, kansi suljetaan ja kuristuslaippa, suojus ja jiddhdytin asetetaan
kattilan paille. Lasikupu asetetaan paikoilleen ja tyhjiopumput kiynnistetdin. Viimeinen paine ennen
mittauksen alkua on noin 10* Pa. Kun paine on alle 102 Pa, aloitetaan jishdytyskotelon
jadhdytys.

Jonkin ajan kuluttua vaa’an limpétila on niin alhainen, ettd vapautunut hdyrysuihku voi tiivistyd
vaakakuppiin. Tima tiivistyminen lihettd3d signaalin vaakakuppiin yhdistettyyn rekisterdintilaittee-
seen. Signaalia voi kidyttad kahdella tavalla: tdssi kuvatussa laitteessa hdyrynpaine mairitetdin
suoraan vaakakuppiin tulevasta paineesta (molekyylimassaa ei tarvita). Samanaikaisesti maaritetain
titvistynyt massa ja haihtumisnopeus voidaan siten laskea tiivistymiseen kuluneesta ajasta. Jalkimmai-
nen koskee yleisluontoisempia laitteita. Hoyrynpaine voidaan silloin myos laskea haihtumisnopeu-
desta ja molekyylimassasta kiyttimailld Herzin suhdetta:

p=G .| 2TRTx10°
M
jossa:
G = haihtumisnopeus (kg/s - m?)
M = moolimassa (g/mol)
T = limpétila (K)
R = yleinen kaasuvakio (J/mol - K)
p = hoyrynpaine (Pa)

Kun tarvittava tyhji6 on saatu aikaan, mittausten sarja voidaan aloittaa alimmasta halutusta
mittausldmpdatilasta. Tarvittava aukko avataan, ja hoyrysuihku ohittaa suoraan kannen ylipuolelle
asennetun suojuksen ja osuu sitten jadhdytettyyn vaakakuppiin. Vaakakupin mittasuhteet ovat
sellaiset, ettd koko suihku kerddntyy sithen. Hoyrysuihkun vauhti aiheuttaa voiman vaakakuppiin,
jossa tiivistyminen sen viileddn pintaan tapahtuu. HOyrysuibhkun voimasta vaa’an selkd siirtyy
tasapainotilasta. Vaa’an seldn pddssi on pieni liuska, joka rekisterdiddin optisesti prisman ja
valodiodin avulla. Vaakaan yhdistetty ohjausvirtapiiri sditelee vaakaa hetkellisesti ja sditdd vaa’an
selan uudelleen tasapainoon. Tarvittava vaantomomentti kirjataan, ja vastapainotuksen jalkeen se
vastaa aineen hdyrynpainetta.

Mittauksia jatkettaessa lampotilaa nostetaan pienin vilein kunnes suurin haluttu lampétila-arvo on
saavutettu. Sitten niyte jilleen jadhdytetdin ja toinen hoyrynpainekdyra voidaan kirjata. Nama kaksi
sarjaa voidaan toistaa ainoastaan siind tapauksessa, ettd mitattava niyte on kyllin puhdas. Mikili
kolmas mittaus ei vahvista edellistd, aine on mahdollisesti alkanut hajota mittaukseen kaytettivissd
limpaotilavilissa.

Kaasukyllistysmenetelmd

Laitteet

Tdmin testin suorittamiseen kaytetty tyypillinen laitteisto koostuu useista komponenteista, jotka
esitetddn kuvassa 5 ja jotka selostetaan alla (1). )

Inertti kaasu:

Kantajakaasu ei saa reagoida kemiallisesti testattavan aineen kanssa. Typpi on yleensi sopiva tahin
tarkoitukseen, mutta joskus voi olla tarpeen kiyttdd muita kaasuja. Kiytettdvin kaasun tulee olla
kuivaa (ks. kuva §, kohta 4: suhteellisen kosteuden ilmaisin).
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1.6.5.2

Virtauksen saitely:

Sopiva kaasunsiitelyjdrjestelmd on tarpeen, jotta kyllistyskolonniin saadaan vakaa ja halutun
voimakas virtaus.

Héyrynkeridysloukut:

Niiden laatu riippuu kyseessid olevan nidytteen ominaisuuksista ja valitusta analyysimenetelmaista.
Hoyryd on kerittivd miiritty maira ja sellaisessa muodossa, ettd analyysi voidaan tehdi. Eriille
niyteaineille sopii nesteloukku, jossa on heksaania tai etyleeniglykolia, toisille taas sopivat kiintedt
absorboimisaineet.

Limmonvaihdin:
Eri lampétiloissa tehtdvid mittauksia varten voi olla tarpeen sisillyttda laitteeseen limmonvaihdin.
Kyllastimiskolonni:

Niyteaine on nestetti, jolla piillystetddn inertti tukiaine. Paillystetty tukiaine pannaan kyllistimis-
kolonniin, jonka mitat ja virtausnopeus ovat sellaiset, ettd kantajakaasun tdydellinen kylldstyminen
on varmaa. Kolonnissa tulee olla limménsiadin. Kun mittauksia suoritetaan yli 20 °C:n limpéti-
lassa, kyllistimiskolonnin ja loukkujen vilisen alueen on oltava limmitetty testattavan aineen
tiivistymisen estamiseksi.

Mittauksen suoritus

Kyllastimiskolonnin valmistaminen:

Testattavasta aineesta ja herkdsti haihtuvasta liuottimesta valmistettu liuos lisitddn sopivaan maai-
rddn tukiainetta. Testattavaa ainetta on oltava tarpeeksi, jotta kylldstyminen pysyy koko testin ajan.
Livotin haihdutetaan tdydellisesti ilmaan tai pyorivilld haihduttimella, ja perusteellisesti sekoitettu
aine pannaan kyllastimiskolonniin. Kun niytteen lampé on sdiddetty, laitteen ldpi johdetaan kuivaa
typped.

Mittaus:

Loukut kiinnitetdan kolonnin ulosvirtausputkeen ja aika kirjataan. Virtausnopeus tarkastetaan
kokeen alussa ja sidannollisin viliajoin kokeen kestiessd kuplalaskurilla (tai jatkuvasti massavirtaus-
metrilld).

Kyllastimen poistoaukon paine tiytyy mitata. Tama voidaan tehdi joko

a) asettamalla painemittari kylldstimen ja loukkujen viliin (koska kuollut tila ja adsorptiopinta on
lisdantynyt) tai

b) mairittimilld eri kokeessa paineen aleneminen loukkujen kohdalla virtausnopeuden funktiona
(ei sovellu erityisen hyvin nesteloukkuihin).

Eri analyysimenetelmissi tarvittavan nidyteainemdiridn kokoamiseen menevd aika midritetddn esitut-
kimuksissa tai arvioiden perusteella. Ennenkuin miirityn limpétilan hdyrynpaine lasketaan, esites-
teilld maaritetddn suurin virtausnopeus, joka kyllistad kantajakaasun aineen hoyrylli. Tama varmis-
tuu, jos kantajakaasu kuljetetaan kylldstimen ldpi niin hitaasti, ettd pienemmalld nopeudella ei saada
laskettua suurempaa hoyrynpainetta.

Testattavan aineen luonteesta riippuu analyysimenetelmin valinta (esimerkiksi kaasukromatografia
tai gravimetria).

Kantajakaasun tunnetun tilavuuden kuljettama ainemaird madritetdin,
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1.6.5.3
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Hoyrynpaineen laskeminen

Hoyrynpaine lasketaan hoyryn tiheydestd (m/V) seuraavalla yhtalolla:

P =X

vV M
jossa
p = hoyrynpaine (Pa)

adsorboidun testiaineen massa (g)

= kyllistetyn kaasun tilavuus (m?)

yleinen kaasuvakio (J/mol - K)

= limpétila (K) '

M = moolimassa (g/mol)

Mitatut tilavuudet tiytyy korjata virtausmetrin ja limposdddetyn kyllastimen vilisen paineen ja

lampotilaerojen osalta. Jos virtausmetri sijaitsee virtaussuunnassa hoyryloukun jilkeen, korjaukset
voivat olla tarpeen, jotta hoyrystyneet loukun aineosat tulevat huomioiduiksi (1).

TULOKSET
Kaikilla edelld selostetuilla menetelmilli aikaansaatu hoyrynpaine mairitetdan vahintidn kahdessa

limpétilassa. Vihintddn kolme mittausta suositellaan tehtiavaksi 0 °Cin ja 50 °C:n vililld, jotta
hoyrynpainekdyrdn lineaarisuus voidaan tarkistaa.

RAPORTOINTI

Mikili mahdollista, raporttiin tulee sisillyttid seuraavat tiedot:

- Aineen tarkka madarittely (koostumus ja epdpuhtaudet).

- Vihintdan kaksi héyrynpaine- ja limpotila-arvoa mieluimmin 0 °C:n ja 50 °C:n vililla. Alkutie-
dot ja log p verrattuna U/T kidyrdin ilmoitetaan niinikddn. Lisiksi arvioidaan hoyrynpaine
20 °C:n tai 25 °Cin lampotilassa.

Mikili havaitaan siirtymi (olomuodon muutos tai hajoaminen), seuraavat tiedot on ilmoitettava:

- muutoksen luonne,

- lampatila, jossa muutos tapahtuu normaalissa ilmanpaineessa,

- héyrynpaine 10 °C ja 20°C alle ja 10°C ja 20 °C yli siirtymélimpotilan (ellei siirtymd ole
kiinteasta kaasuksi).

Kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat tiedot ja huomautukset on raportoitava.

On mainittava, mitd menetelmai on kiytetty.

LAHDELUETTELO

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 104, Decision of the Council C-(81) 30 Final.

(2) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 104, reference 4. Decision of the Council C (81) 30 Final.
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Lisdys
Kuva 1

Laite, jolla miiritetdin hoyrynpainekiyra dynaamista menetelmai kiyttien

Termopari

Vakuumin puskuritilavuus
Painemittari

Vakuumi

Mittauskohta
Lampdelementti n. 150 W
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Kuva 2

Laite, jolla maaritetddn hoyrynpainekayrd staattista menetelmaa kiyttien

Hg

—2

Painemittari
Vakuumi
Nayte

GO N =
noon

Kuva 3

Isoteniskooppi

(Ks. lihdeluettelo kohta 2).

Paineen sditelyn mittausjirjestelma
Putki, ulkohalkaisija 8 mm
Kuivaa typped painejarjestelmassi
Naiytteen hoyrya

Kapea karki

Nestemaistd naytettd

AN bW =
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Kuva 4

Laite, jolla madritetiin hoyrynpainekiyrd hdyrynpainevaakaa kiyttien

\
N\ A
?

L

g

Aluslaatta
Kiertokelamittari

Lasikupu

Vaaka ja vaakakuppi

Vakuumin mittauslaite

Jaadytyskotelo ja jaihdytystanko
Haihdutuskattila

Dewarin astia, jossa nestemdisti typped
Suojus
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Kuva §

Esimerkki virtaussysteemistd kun hoyrynpaine mitataan kaasunkyllistysmenetelmii kayttien

N
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Suhteellisen kosteuden ilmaisin
Kyllastamiskolonnit
PTFE-liittymat

Virtausmetri

Loukku (imeytin)

Oljyloukku

Lasinen kuplimislaite
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

A. 5. PINTAJANNITYS

MENETELMA

Selostetut menetelmdt perustuvat OECD:n testausohjeisiin (1).

Johdanto
Tassd kuvattuja menetelmid kdytetidn vesipitoisten liuosten pintajinnityksen mittaamiseen.

Ennen testien suorittamista aineen vesiliukoisuus, rakenne, hydrolyysiominaisuudet sekd misellien
muodostumisen rajapitoisuus on tiedettava.

Seuraavat menetelmit soveltuvat useimpien kemiallisten aineiden tutkimiseen. Niiden puhtausaste ei
aseta rajoituksia.

Ainoastaan sellaisten vesipitoisten liuosten pintajinnitys voidaan mitata rengastensiometrilld, joiden
dynaaminen viskositeetti on alle 200 mPa S.

Maiiritelmit ja yksikot 4

Pintajdnnitys on vapaa pintaentalpia pinta-alayksikkod kohden. Pintajdnnitys ilmoitetaan seuraa-
vasti:

N/m (Sl-yksikko) tai
mN/m (SI-alayksikko)
1 N/m = 10° dyn/cm

1 mN/m = 1 dyn/cm vanhentuneessa CGS-jirjestelmassd

Vertailuaineet

Uutta ainetta tutkittaessa ei aina tarvitse kdyttdd vertailuaineita. Niitd kdytetdin aika ajoin etupaissa
menetelmin toimivuuden tarkastamiseen ja jollakin muulla menetelmilld saatujen tulosten vertai-
luun.

Lihdeluettelon kohdissa 1 ja 2 luetellaan useisiin pintajannitysmittauksiin sopivia vertailuaineita.

Testausmenetelmien periaatteet

Testausmenetelmilld mitataan suurin pystysuora voima, joka on tarpeen irrottamaan mittalasissa
olevan tutkittavan nesteen pintaan kosketuksissa oleva silmukka tai rengas nesteen pinnasta tai,
nesteen ollessa vadilla reuna kosketuksessa pintaan, nostamaan ylés muodostunut kalvo.

Laatukriteerit

Niilld menetelmilld saavutetaan suurempi tarkkuus kuin ympiristomaaritykset yleensd edellyttivit.
Menetelmien selostus

Vatimenetelmi

Ks. ISO304 (Pinta-aktiiviset aineet — pintajdnnityksen mddritys nostamalla nestekalvoja).
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1.6.2

1.6.3

1.6.4

1.6.4.1

1.6.41

1.6.4.1.2

1.6.4.1.3

Silmukkamenetelmd

Ks. ISO 304 (Pinta-aktiiviset aineet — pintajinnityksen mairitys nostamalla nestekalvoja).

Rengasmenetelmi

Ks. ISO 304 (Pinta-aktiiviset aineet — pintajannityksen miiritys nostamalla nestekalvoja).
OECD:m harmonisoitu rengasmenetelmad

Laitteet

Kaupan olevat tensiometrit ovat riittdvin tarkkoja mittauksen suorittamiseen. Niissi on seuraavat
osat:

— liikkuva ndytepoyti,
— jannityksen mittaamislaite,
— mittausviline (rengas),

— mittausastia.

Liikkuva naytepoytd

Naytepoytd toimii alustana, jolle testattavaa ainetta sisaltava lamposiddelty mittausastia asetetaan.
Poyti ja mittauslaite on kiinnitetty jalustaan.

Jannityksen mittauslaite

Jannityksen mittauslaite (ks. kuva) on sijoitettu niytepoydan ylipuolelle. Jannityksen mittausvirhe
saa olla korkeintaan + 10¢ N, joka vastaa * 0,1 mg:n virherajaa massan mittauksessa. Kaupan
olevissa tensiometreissd mittausasteikossa kaytetdin useimmiten mN/m-kalibrointia, joten pintajinni-
tys saadaan suoraan 0,1 mN/m:n tarkkuudella.

Mittausviline (rengas)

Rengas on yleensd tehty noin 0,4 mm:n paksuisesta platina-iridiumlangasta, ja sen ympirysmitta on
60 mm. Rengas riippuu vaakasuorassa metallivarteen kiinnitetystd metallilankakiinnittimestd, joka
on yhteydessa jannityksen mittauslaitteeseen (ks. kuva).
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1.6.4.14

1.64.2

1.6.42.1

Kuva

Mittausviline

(Kaikki mitat millimetreini)
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Mittausastia

Mittausastian, jossa testattava liuos mitataan, on oltava limpésiddeltyd lasia. Sen on oltava
sellainen, ettd testattavan liuoksen ja sen pinnan ylidpuolella olevan kaasufaasin limpétila pysyy
vakiona eikd nidyte padse haihtumaan mittauksen aikana. Lasisylinterit, joiden sisilipimitta on
vahintdin 45 mm, ovat sopivia.

Laitteen esivalmistelu

Puhdistus

Lasiastiat on puhdistettava huolellisesti. Ne on tarvittaessa pestivd kromirikkihapolla ja sitten
siirappimaisella fosforihapolla (83—98 % painosta H3PO,), huuhdottava lipikotaisin vesijohtove-
delld ja lopuksi pestivd kahdesti tislatulla vedelli, kunnes saadaan neutraali reaktio, ja sitten
kuivattava tai huuhdottava mairitettivini olevalla nesteella.

Rengas on ensin huuhdottava huolellisesti vedelld vesiliukoisten aineiden poistamiseksi, upotettava
hetkeksi kromirikkihappoon, pestivi kahdesti tislatulla vedelld, kunnes neutraali reaktio saadaan, ja
lopuksi kuumennettava hetken aikaa metanoliliekin ylipuolella.
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1.6.42.2

1.6.4.3

Huomautus

Kromirikkihapolla tai fosforihapolla tuhoutumattomien tai nithin liukenemattomien aineiden, esim.
silikonien, aiheuttama kontaminaatio on poistettava jollakin orgaanisella liuottimelia,

Laitteen kalibrointi

Laitteen tarkistuksessa nollapiste tarkistetaan ja sdidetdin, ettid laitteella voidaan luotettavasti
mddrittdd mN/m.

Asennus:

Laite asennetaan vaakatasoon esimerkiksi vesivaa'an avulla tensiometrin alustalle siitamailla alustan
tasausruuveja.

Nollapisteen sddto:

Kun rengas on kiinnitetty laitteeseen ja ennenkuin se upotetaan nesteeseen, tensiometrin o0soitin
siddetddn nollaan ja tarkistetaan, ettd rengas on samassa tasossa kuin nesteen pinta. Tatd
tarkistettaessa nesteen pintaa voidaan kdyttdd peilina.

Kalibrointi:
Varsinainen koekalibrointi voidaan suorittaa kiyttden jompaakumpaa kahdesta menettelytavasta:
a) Kaiyttimillda Massaa: menettelytapa, jossa renkaaseen asetetaan 0,1—1,0 g:n painoja, joiden

massa tunnetaan. Kalibrointitekija ®,, jolla kaikki laitteen antamat lukemat on kerrottava,
madiritetdan yhtilolla (1):

g
q)z == (1)
Ga
jossa:
mg
g, = Z_b (mN/m)
m = renkaaseen asetetun painon massa (g)
g = painovoiman kiihtyvyys (981 cm s merenpinnan korkeudella)
b = renkaan keskiympirysmitta (cm)
0, = tensiometrin lukema kun paino on asetettu renkaaseen (mN/m).

b) Kayttimailld vettd: Menettelytapa, jossa kiytetidn puhdasta vetti, jonka pintajinnitys esimer-
kiksi 23 °C:ssd on yhtd kuin 72,3 mN/m. Tdmid menettelytapa on nopeampi kuin painokali-
brointi, mutta siind on aina se vaara, ettd veden pintajdnnitys on viddristynyt pinta-aktiivisten
aineiden jiamien vuoksi.

Kalibrointitekija @, jolla kaikki laitteen lukemat on kerrottava, mairitetaan yhtalolla (2):

. O
D= = (2)
Oy
jossa:
0, = kirjallisuudessa annettu veden pintajannitysarvo (mN/m)
0, = mitattu veden pintajannitysarvo (mN/m), molemmat samassa limpdtilassa.

Niytteiden valmistaminen

Testattavista aineista valmistetaan vesiliuos kdyttimailld tarvittavaa pitoisuutta vedessid. Se ei saa
sisdltda liukenemattomia aineita.

Liuos on pidettdva vakiolampotilassa (£ 0,5 °C). Koska mittausastiassa olevan livoksen pintajannitys
muuttuu ajan kuluessa, useita mittauksia tehdiddn eri aikoina, ja laaditaan pintajannitysti ajan
funktiona kuvaava kdyrd. Kun muutosta ei endi tapahdu, tasapainotila on saavutettu.
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1.6.5

1.6.6

Poly ja muiden aineiden aiheuttama kontaminaatio hiiritsevit mittausta. Tyo on sen vuoksi tehtivd
suojakannen alla.

Koeolosubteet

Koe on suoritettava noin 20 °C:n lampétilassa, ja on tarkistettava, ettei se muutu enempdd kuin
+ 0,5 °C.

Kokeen suoritus

Mitattavat liuokset asetetaan huolellisesti puhdistettuun mittausastiaan vilttden vaahtoamista, minkd
jilkeen mittausastia asetetaan mittalaitteen poydalle. Poytdd, jolla mittausastia on, nostetaan, kunnes
rengas on uponnut mitattavan liuoksen pinnan alle. Sen jilkeen poytdi lasketaan asteittain tasaisesti
(noin 0,5 cm/min) renkaan irrottamiseksi pinnasta, kunnes suurin voima on saavutettu. Renkaaseen
kiinnittynyt nestekerros ei saa irrota siitd. Kun mittaus on suoritettu, rengas upotetaan jilleen pinnan
alle ja mittaus toistetaan, kunnes pysyvd pintajdnnitysarvo on saavutettu. Nesteen mittausastiaan
asettamisesta kulunut aika kirjataan kussakin mittauksessa. Renkaan irrottamiseen nesteen pinnasta
tarvittava suurin voima kirjataan.

TULOKSET

Pintajinnityksen laskemiseksi laitteen mN/m-lukema kerrotaan ensin kalibrointitekijilld @, tai @y,
(riippuen kaytetystd kalibrointimenetelmistd). Timd antaa vain likimdardisen arvon, joka on siis
korjattava.

Harkins ja Jordan (3) ovat empiirisesti mairittineet rengasmenetelmilld mitattujen pintajannitysar-
vojen korjaustekijit, jotka riippuvat renkaan mitoista, nesteen tiheydestd ja sen pintajannityksesta.

Koska on vaivalloista madrittda korjaustekijd kunkin yksittdisen mittauksen osalta Harkinsin ja
Jordanin taulukosta, yksinkertaisempaa menettelyd eli korjattujen pintajannitysarvojen ottamista
suoraan taulukosta voidaan kiyttdd laskettaessa vesilinosten pintajinnitysti. (Taulukon arvojen
vdliin osuvien lukemien osalta kaytetdan interpolaatiota.)
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TAULUKKO: MITATUN PINTAJANNITYKSEN KORJAUS

Vain vesiliuoksille, o = 1 g/em?

= 9,55 mm (keskimiiriinen renkaan side)

= 0,185 mm (renkaan metallilangan side)

Korjattu arvo (mN/m)

Koearch)\I }mN/m)
(mN/m) Painon kalibrointi Veden kalibrointi
(katso 1.6.4.2.2 a) (katso 1.6.4.2.2 b)
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 41,4 444
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 71,1 —
78 73,2 —

Tamid Harkinsin ja Jordanin korjauksen perusteella tehty taulukko on samanlainen kuin DIN-

standardissa (DIN 53914) oleva, joka koskee vettd ja vesiliuoksia (tiheys @

1 g/emd) sekd

kaupallisesti saatavissa olevaa rengasta, jonka mitat ovat R = 9,55 mm (keskimiirdinen renkaan
side) ja r = 0,185 mm (renkaan metallilangan sidde). Taulukko antaa korjatut pintajannitysarvot,
kun mittaus on suoritettu painoilla tai vedelld tehdyn kalibroinnin jilkeen.

Pintajdnnitys voidaan vaihtoehtoisesti laskea seuraavan kaavan avulla ilman sitd edeltivaa kalibroin-

v tia:

jossa

-
i

-
[]

dynamometrilld mitattu voima kalvon irtoamishetkelld

renkaan side

- korjaustekija (1).
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RAPORTOINTI

Raportin tulee mikali mahdollista sisaltad seuraavat tiedot:

kidytetty menetelmi: ISO:n tai OECD:n harmonisoitu rengastensiometrimenetelma,
kédytetyn veden tai liuoksen tyyppi,
aineen tarkka madritys (koostumus ja epdpuhtaudet),

mittaustulokset: pintajinnitys (lukema), jossa ilmoitetaan yksittiiset lukemat ja niiden aritmeetti-
nen keskiarvo, seki korjattu keskiarvo (laitetekijd ja korjaustaulukko huomioon ottaen),

liuoksen pitoisuus,
koeldmpotila,

kaytetyn liuoksen ika, erityisesti linoksen valmistamisen ja mittauksen suorittamisen vilinen
aika,

kuvaus ajan vaikutuksesta pintajinnitykseen liuoksen mittausastiaan siirtimisen jilkeen,

kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat tiedot j )a huomautukset on ilmoitettava, erityisesti epapuh-
taudet ja aineen fysikaalinen tila.

LAHDELUETTELO

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

(2) Pure and Applied Chemistry, Vol. 48, 1976, s. 511.

(3) Harkins, W.D., Jordan H.F.J., Amer. Chem. Soc., Vol. 52, 1930, s. 1751.
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A. 6. VESILIUKOISUUS

MENETELMA

Selostetut menetelmat perustuvat OECD:n testausohjeisiin (1).

Johdanto

Ennen kokeen suorittamista on tiedettiva aineen rakennekaava, hoyrynpaine, dissosiaatiovakio ja
hydrolyysi (pH:n funktiona).

Ei ole olemassa yksittdistd menetelmad, joka kattaa kaikki vesiliukoisuusasteet.

Menetelmi ei sovellu haihtuvien aineiden testauksiin.

Alla kuvatut kaksi menetelmii kattavat kaikki liukoisuusvilit:

— menetelmi, joka sopii erityisesti puhtaiden, huonosti liukenevien (> 102 g/l) ja vedessd
muuttumattomina pysyvien aineiden testaukseen ja jota kutsutaan “kolonnieluutiomenetel-

miksi”.

— toinen menetelmi, joka sopii erityisesti puhtaiden, paremmin liukenevien (< 10?2 g/l) ja vedessi
muuttumattomina pysyvien aineiden testaukseen ja jota kutsutaan ”pullomenetelmiksi”.

Epdpuhtauksilla voi olla suuri vaikutus testattavan aineen vesiliukoisuuteen.

Mairitelmit ja yksikot

Aineen vesiliukoisuudella tarkoitetaan aineen massapitoisuutta kylldisessa vesiliuoksessa maaratyssi
lampétilassa. Vesiliukoisuus ilmoitetaan massan yksikkoini liuoksen tilavuutta kohti.

SI-yksikko on kg/m? (g/l voidaan myos kayttda).

Vertailuaineet

Uutta ainetta tutkittaessa ei aina tarvitse kayttdd vertailuaineita. Niitid kdytetddn aika ajoin etupiissi
menetelmidn toimivuuden tarkastamiseen ja jollakin muulla menetelmilld saatujen tulosten vertai-
luun.

Testausmenetelmin periaatteet

Yksinkertaisella esitutkimuksella madritetdan ndytteen arvioitu miiri ja tiivistyneen massan pitoi-
suuden saavuttamiseen kulunut aika.

Kolonnieluutiomenetelmii

Timid menetelmd perustuu testattavan aineen eluointiin vedelli mikrokolonnista, joka on tiytetty
inertilld tdyteaineella, kuten lasihelmilla, silikageelilld tai hiekalla, ja liian suurella mairilld testatta-
vaa ainetta. Vesiliukoisuus mairitetddn kun eluaatin massapitoisuus on vakio. Timi nikyy tiivisty-
mistasanteena ajan funktiona.

Pullomenetelmd

Tdtd menetelmadd kdytettdessd aine (kiintedt aineet on jauhettava) liuotetaan veteen jonkin verran
koelimpdtilaa korkeammassa limpétilassa. Kun kylldstyminen on tapahtunut, seos jiihdytetdin ja
sdilytetddn koelampotilassa sekoittaen, kunnes tasapaino (2) on saavutettu. Sen jilkeen miiritetdin
jollakin sopivalla analyyttiselld menetelmilld aineen massapitoisuus vesiliuoksessa, joka ei saa sisiltid
liukenemattomia aineosia.
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1.5.

1.5.1

1.5.2

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

Laatukriteerit

Toistettavuus

Kolonnieluutiomenetelmalld 30 % on saavutettavissa; pullomenetelmilld 15 %.

Herkkyys

Timi riippuu kiytetysti menetelmisti, mutta massapitoisuusmairityksida 10 g/l voidaan tehdi.

Menetelmien selostus

Koeolosubteet

Paras kokeen suorituslimpétila on 20 °C £ 0,5 °C. Jos epiillddn limpétilan vaikutusta liukoisuuteen
(< 3 % per °C), tulee lisiksi kayttda kahta muuta limpétilaa, jotka ovat vihintidn 10°C alle ja yli
alun perin valitun lampétilan. Tissd tapauksessa limpétilan sdadén tulee olla + 0,1 °C. Valittu
lampétila on sdilytettava laitteen kaikissa asianmukaisissa osissa.

Esitutkimus

Lasitulpalla varustettuun 10 ml:n mittalasiin, jossa on noin 0,1 g niytettd (kiinteit aineet on
jauhettava), lisitddn enenevid mdirid tislattua huoneenlimpdistd vettd allaolevan taulukon kuvaa-
malla tavalla:

0.1 g liudkenevaa | 4 4 0,5 1 2 10 100 100
x” ml:ssa vettd
(gppkoisussanio | > 1000 11000—200|200—100| 100—50 | 50—10 | 10—1 | <1

Joka kerran, kun taulukossa mainittu vesimaird on lisdtty, seosta ravistellaan voimakkaasti 10
minuutin ajan ja tarkastetaan silmamairaisesti, onko niytteestd jaljelld liukenemattomia aineosia. Jos
10 ml vesimiirin lisiimisen jilkeen ndyte tai sen osia on liukenematta, mittalasin sisiltd siirretiin
100 ml:n mittalasiin, joka taytetdin 100 ml:aan asti ja ravistellaan. Alempien liukoisuuksien ollessa
kyseessd aineen liukenemiseen tarvittava aika voi olla huomattavasti pitempi (jopa 24 tuntia).
Liukoisuusarvio annetaan taulukossa sen lisityn vesimiirin alla, jossa tiydellinen liukeneminen
tapahtuu. Mikili niyte edelleen vaikuttaa liukenemattomalta, liuotusta on jatkettava, jotta voidaan
paattdd, kdytetdinko kolonnieluutio- vai pulloliukenemismenetelmai.

Kolonnieluutiomenetelmd

Tiyteaine, liuote ja eluentti

Kolonnieluutiomenetelmissi kiytetyn tiyteaineen tulee olla inerttid. Kysymykseen tulevia aineita
ovat lasihelmet ja silika. Testattava aine lisitddn tdyteaineeseen sopivan, haihtuvan analyysireagenssi-
laatuisen linottimen avulla. Lasi- tai kvartsilaitteesta saatua kahdesti tislattua vettd kiytetidin
eluenttina tai liuotteena.

Huomautus

Orgaanisesta ioninvaihtimesta suoraan tulevaa vetti ei saa kayttia.
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1.6.3.2

1.6.3.3

1.6.3.4

Tiyteaineen pakkaaminen
Noin 600 mg tiyteainetta punnitaan ja asetetaan 50 ml:n py6reipohjaiseen kolviin.

Sopiva, punnittu maird ndyteainetta liuotetaan valittuun liuottimeen. Sopiva mdird testattavaa
liuosta lisdtddn tiyteaineeseen. Linottimen tdytyy haihtua kokonaan esim. pyorividssd haihduttimessa;
muuten tdyteaine ei kyllasty vedelld johtuen tdyteaineen pinnalla tapahtuvasta jakaantumisesta.

Téyteaineen pakkaamisessa voi esiintyd ongelmia (virheellisid tuloksia), jos testattava aine lisitddn
Oljyni tai erilaisena kidefaasina. Titd ongelmaa on tutkittava kokeellisesti.

Pakatun tiyteaineen annetaan liota noin kaksi tuntia 5 mlissa vettd, ja sitten seos asetetaan
mikrokolonniin. Vaihtoehtoisesti voidaan vedelld tiytettyyn mikrokolonniin kaataa kuivaa pakattua
tdyteainetta ja tasapainottaa sen jilkeen noin kahden tunnin ajan.

Kokeen suoritus
Aineen eluutio tdyteaineesta voidaan tehdid kahdella tavalla:
— kierratyspumppu (ks. kuva 1),

- tasausastia (ks. kuva 4).

Kierrdtyspumpulla varustettu kolonnieluutiomenetelma

Laite:

Kuvassa 1 esitetddn kaavakuva tyypillisestd laitteesta. Kuvassa 2 esitetddn sopiva mikrokolonni,
vaikkakin kaikenkokoiset ovat sopivia, mikili ne tdyttdvit toistettavuutta ja herkkyyttd koskevat
vaatimukset. Kolonnissa tulee olla ylitilaa niin paljon, ettd siihen mahtuu ainakin viisi pakattua
kolonnia vettd ja vdhintddn viisi ndytettd. Vaihtoehtoisesti kokoa voidaan pienentii, jos lisdliuotinta
kiytetddn korvaamaan ensimmdiset viisi pakattua kolonnia, jotka poistettiin epdpuhtauksien
vuoksi. '

Kolonni yhdistetddn kierrdtyspumppuun, jolla voidaan siidelld noin 25 ml/h virtausta. Pumpun
liitinndt ovat polytetrafluorietyleenid ja/tai lasia. Kun kolonni ja pumppu on liitetty toisiinsa,
laitteella tulee voida ottaa niytteitd ulosvirtaavasta nesteestd ja tasapainottaa ylitila normaalissa
ilmanpaineessa. Kolonnissa olevan aineen tukena on pieni (5 mm) lasivillatulppa, joka toimii my6s
aineosien suodattimena. Kierrdtyspumppu voi olla esimerkiksi peristalttinen pumppu (on huolehdit-
tava siitd, ettd putkimateriaali ei aiheuta kontaminaatiota ja/tai adsorboitumista) tai kalvopumppu.

Mittauksen suorittaminen:

Kolonnin lipivirtaus aloitetaan. Noin 25 ml/h virtausnopeutta suositellaan kiytettdviksi (noin 10
pakatun kolonnin tilavuutta tunnissa kuvatun kolonnin osalta). Ensimmiiset viisi tilavuutta (minimi)
heitetddn pois, jotta veteen liukenevat epdpuhtaudet poistuvat. Tamin jilkeen kierrdtyspumppu saa
olla toiminnassa, kunnes padistidn tasapainotilaan eli saadaan viisi peridkkiistd nidytettd, joiden
pitoisuus vaihtelee satunnaisesti korkeintaan + 30 %. Naytteiden valilld tulee olla aikavili, joka on
yhtd suuri kuin aika, joka kuluu kun eluenttia kulkee vihintiin 10 pakatun kolonnin tilavuuden
verran. -

Kolonnieluutiomenetelmd tasausastiassa

Laite (ks. kuva 4 ja 3):

Tasausastia: Yhteys tasausastiaan tehddin kiyttamallid lasihiosta, joka on yhdistetty PTFE-putkeen.
Noin 25 ml/h virtausnopeutta suositellaan kiytettidviksi. Perikkiiset eluaattifraktiot keritddn ja
analysoidaan valittua menetelmai kiyttden.
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1.6.4

1.64.1

1.6.4.2

1.6.5

Mittauksen suoritus:

Vesiliukoisuus mdiritetddn vihintdan viidestd perdkkiisesti fraktiosta, jotka kuuluvat fraktioiden
keskimmaiiseen eluaattisarjaan ja joissa pitoisuus on vakaa (+ 30 %).

Toinen koe tehdddn virtausnopeudella, joka on puolet ensimmaiisesti. Jos kummankin kokeen
tulokset ovat sopusoinnussa, testi on tyydyttiva; mikaili alemmalla virtausnopeudella saatu liukoisuus
ndyttdd olevan suurempi, yirtausnopeuden pienentimistd puoleen jatketaan, kunnes kaksi perik-
kiistd koetta antaa tulokseksi saman liukoisuuden.

Molemmissa tapauksissa (kiytettdessd kierrdtyspumppua tai tasausastiaa) on tarkastettava, sisilta-
vitko fraktiot kolloidisia hiukkasia, tutkimalla, syntyyko Tyndallin efekti (valohajontaa). Tillaisten
hiukkasten esiintyminen mitdtoi koetulokset, jolloin testi on uusittava ja kolonnin suodatustoimintaa
parannettava. Kirjataan jokaisen naytteen pH. Toinen koe on suoritettava samassa limpétilassa.

Pullomenetelmdi

Laitteet

Pullomenetelmissd kdytetddn seuraavia laitteita:
— tavallisia laboratoriolasiastioita ja instrumentteja,
— laitetta, jolla voidaan sekoittaa liuoksia siadetyssa vakiolimpotilassa,

— sentrifugia (mieluimmin termostaatilla varustettua), mikili tarpeen emulsioiden kasittelyssa,
seki

— analyysilaitteita.

Mittauksen suoritus

Halutun vesimiirin kyllastimiseen tarvittava ainemddrd arvioidaan esitutkimuksen perusteella.
Tarvittavan veden miira riippuu analyysimenetelmistd ja liukoisuusvilisti. Noin viisi kertaa ylld
arvioitu mdadrd ainetta asetetaan kuhunkin kolmeen lasitulpalla varustettuun lasiastiaan (esim.
sentrifugin putket, pullot). Valittu vesimdird lisitddn kuhunkin astiaan, jotka suljetaan tiiviisti.
Suljettuja astioita ravistellaan 30 °C:n limpétilassa. (Ravistus- tai sekoituslaitetta, joka pystyy
toimimaan vakioldmpotilassa, tulisi kdyttdd, esim. magneettisekoitusta termostaatilla sdiadellyssd
vesihauteessa). Vuorokauden kuluttua yksi astia poistetaan ja tasapainotetaan 24 tunnin ajan
koelampétilassa silloin tilldin ravistellen. Sen jilkeen astian sisilto sentrifugoidaan koelampéotilassa,
ja seoksen pitoisuus puhtaassa vesifaasissa maaritetddn sopivalla analyyttiselld menetelmilla. Kahden
muun astian kohdalla menetellddn samalla tavoin 30 °C:ssa tehdyn alustavan, kaksi ja kolme
vuorokautta kestdvin tasapainotuksen jilkeen. Jos vihintdan kahdesta astiasta saatu pitoisuustulos
vastaa vaadittua toistettavuutta, testi on tyydyttdvd. Koko koe on uusittava kiyttden pitempia
tasapainotusaikoja, jos astioista 1, 2 ja 3 saadut tulokset viittaavat nouseviin arvoihin.

Kunkin niytteen pH on kirjattava.

Analyysi

Ainekohtainen analyyttinen menetelmd on suositeltavin nditd maarityksid tehtdessa, koska pienet
maddrat liukoisia epdpuhtauksia voivat aiheuttaa suuria virheitd mitattuun liukoisuuteen. Esimerkkeja
tallaisista menetelmid ovat kaasu- tai nestekromatografia, titrausmenetelmit, fotometri- ja voltame-
trimenetelmat.
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2.1

2.2

3.1

3.2

TULOKSET

Kolonnieluutiomenetelma

Viahintdan viiden perdkkaisen kyllastymisalueelta otetun ‘niytteen keskiarvo ja keskipoikkeama
lasketaan kunkin testin osalta,

Pullomenetelma

Kunkin kolmen pullon osalta ilmoitetaan tulokset, ja vakaiksi mairitettyjen tulosten (toistettavuus
alle 15 %) keskiarvot lasketaan ja ilmoitetaan massan yksikkoina liuoksen tilavuutta kohden. Tami
voi edellyttia massan yksikoiden muuntamista tilavuusyksikoiksi kdyttamalld tiheyttd liukoisuuden
ollessa hyvin korkea (<100 grammaa litraa kohden).

RAPORTOINTI

Kolonnieluutiomenetelma

Raportin tulee, mikili mahdollista, sisiltdd esitutkimuksen tulokset seki seuraavat tiedot:
— aineen tarkka madritys (koostumus ja epapuhtaudet),

— kunkin nidytteen yksittidinen pitoisuus, virtausnopeus ja pH,

— vihintain viiden perdkkiisen kyllastymisalueelta otetun niytteen keskiarvo ja keskipoikkeama
kunkin testin osalta,

— kahden perikkiisen hyviksyttivin testin keskiarvo,

— veden lampotila kyllastamisprosessin kuluessa,

~— kiytetty analyysimenetelma,

— tdytemateriaalin laatu,

— tdytemateriaalin pakkaaminen,

— kaytetty liuotin,

~— testauksen ja kidytetyn menetelmin aikana havaittu aineen kemiallinen epidvakaisuus,

— kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat tiedot.

Pullomenetelmi
Raportin tulee, mikdli mahdollista, sisaltdd seuraavat tiedot:
— aineen tarkka maddritys (koostumus ja epipuhtaudet),

— yksittdiset analyyttiset maaritykset ja niiden keskiarvo, mikili maarityksid oli useampi kuin yksi
pulloa kohden,

— kunkin niytteen pH,

— keskiarvo niistd pulloista, joiden tulokset vastasivat toisiaan,

— koelampétila,

— kiytetty analyyttinen menetelmi,

— testauksen ja kidytetyn menetelmin aikana havaittu aineen kemiallinen epivakaisuus,

— kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat tiedot.

LAHDELUETTELO
(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 105. Decision of the Council C (81) 30 Final.
(2) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 116. Decision of the Council C (81) 30 Final.



15/Nide 05 " Euroopan yhteisojen virallinen lehti

Lisdys
Kuva 1

Kaaviokuva koejirjestelystig

_~ Atmosfairinen

——-— tasapainotus
———
. . . rokol ) Termostaattisesti
Virtausmittari ’Mlkro olonni siiéidetty pumpp
Kierréityspumppu
NV ————
[}{E‘ Kaksitieventtiili naytteen ottoa varten
[
AN
e ‘r\\
\ PEENES
~




52

Euroopan yhteiséjen virallinen lehti

15/Nide 05

Kuva 2
Tyypillinen mikrokolonni
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Kuva 3
Tyypillinen mikrokolonni
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Kuva 4

Kokeen suoritustapa mairitettiessi vesiliukoisuutta heikosti liukenevilla aineilla, joilla on alhainen haihtuvuus

m
0

1 = Tasausastia (esim. 2,5 lin kemikaalipullo)
2 = Kolonni (katso kuva 3)

3 = Fraktionkerisji

4 = Termostaatti

S = Teflonputki

6 = Lasitulppa (lasihios)

7 = Vesilinja termostaatin ja kolonnin vililld, sisildpimitta noin 8 mm
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.51

A. 7. RASVALIUKOISUUS

MENETELMA

Selostettu menetelma perustuu OECD:n testausohjeisiin (1).

Johdanto

Kokeen suorittamiseksi on tarpeen tietdd aineen jakaantumiskerroin, vesiliukoisuus, rakennekaava ja
stabiilius 50 °C:ssa. Tama menetelmi soveltuu vain aineisiin, jotka ovat oleellisesti puhtaita, stabiileja
50 °C:ssa eivitkd kovin herkisti haihtuvia niissd olosuhteissa.

Talld menetelmilld ei voi testata aineita, jotka reagoivat triglyseridien kanssa.

Miiritelmit ja yksikot

Rasvaliukoisuus on aineen massan fraktio, joka muodostaa homogeenisen faasin nestemaiisen rasvan
(6ljyn) kanssa aiheuttamatta kemiallisia reaktioita. Suurinta tillaista massan fraktiota nimitetiin
kylldisen massan fraktioksi, ja timi on lampotilan funktio.

Aineen kylldisen massan fraktio ilmoitetaan grammoina 100 g standardirasvaa kohden 37 +

0,5 °C:ssa.

Seuraava suhde on olemassa 100 g painavan liuoksen (S') ja 100 g painavan livottimen (S)
grammoina ilmoitetun liukoisuuden vililla:

100 x §' .
S = 100 —% grammaa 100 g standardirasvaa

S-arvon kertominen 1 000:lla ilmoittaa méaran milligrammoina 100 g standardirasvaa kohden.

Vertailuaineet

Uutta ainetta tutkittaessa ei aina tarvitse kiyttdi vertailuaineita. Niiti kdytetddn aika ajoin etupdissi
menetelmin toimivuuden tarkastamiseen ja jollakin muulla menetelmilld saatujen tulosten vertai-
luun. .

Menetelmin periaatteet

Ainetta lisitddn nestemiiseen ”standardirasvaan” ja sekoitetaan. Ainetta pannaan niin runsaasti, ettd
syntyy ylimiira. Aineen liuennut mairid méaritetdan sopivalla analyyttiselli menetelmalla.

Laatukriteerit

Spesifisyys
Mittauksen toistettavuutta ei tilli hetkelld tunneta.

Tulokset koskevat standardirasvoja ja ovat luotettavia suhteellisen puhtaiden aineiden ollessa
kyseessd. Jo 37 °C:ssa rasvat voivat muodostaa emulsion tai hienojakoisen suspension kiinteistd
aineista. Koska tdsti on haittaa massan fraktion maiiritykselle, niiden muodostumista tulee valetaa.
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1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.1.3

1.6.1.4

1.6.2

1.6.3

Menetelmin selostus
Valmistelevat toimenpiteet

Laitteet

— tavallisia laboratoriolasiastioita,

— vaaka,

— termostaatilla varustettu sentrifugi,

— sekoitin, johon voidaan liittidd limmonsiito,

— termostaatti.

Standardirasvat

On vilttamitonta kayttdd standardirasvoja. Niiden mairittely on yksinkertaista, ja lisiyksessi on
esimerkki tillaisesta standardirasvasta.

Esitutkimus

Yksinkertaisella esitestilli mairitetddn, kuinka paljon ainetta tarvitaan kyllistyneen massan fraktion
aikaansaamiseksi koelimpétilassa (37 °C).

Huomautus

Kylldstymistasapainon saavuttaminen voi olla suuresti riippuvainen hiukkasten koosta kiinteitd
aineita testattaessa. Tamin vuoksi tillaiset aineet on jauhettava.

Aineen valmistelevat toimenpiteet

Kahdeksan niytettd punnitaan 50 ml pulloihin. Yleensd kunkin nidytteen tulee olla kaksi kertaa
esitestissd madritettyd kyllastymiseen tarvittavaa mdirda suurempi.

Kun pulloihin on lisdtty noin 25 g nesteytettyd ja sekoitettua standardirasvaa, sekoittimilla varustetut
pullot suljetaan tiiviisti lasitulpalla. Neljaia pulloa (ryhma 1) sekoitetaan 30 °C:ssa, toisia neljaa
(ryhma 2) noin 50 °C:ssa vihintddn tunnin ajan,

Koeolosubteet

Rasvaliukoisuus mairitetdan 37 £ 0,5 °C:n limpotilassa.

Mittauksen suoritus

Kummankin ryhmin pulloja sekoitetaan 37 + 0,5 °C:n limpétilassa, kunnes sisiltd on tdysin
sekoittunut. : ’

Tasapainon saavuttamiseen kuluvaa sekoitusaikaa ei yleensi voi arvioida ennakolta. Nestemaiisten
aineiden ollessa kyseessid kyllastyminen voi tapahtua muutamassa minuutissa; kiinteiden aineiden
osalta sithen voi menni tunteja. Tavallisesti kolme tuntia riittdd. Timin ajan kuluttua kahta pulloa
kummastakin ryhmisti ei endd himmenneti, ja niiden annetaan seistd 37 °C:ssa, jotta liukenematon
osa aineesta erottuu ja homogeeninen faasi muodostuu. Mikili emulsio- tai suspensiomuodostusta
esiintyy (esim. Tyndallin efekti), timi eliminoidaan jollakin sopivalla tavalla kuten limpésiadellylld
sentrifugoimisella.
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1.6.4

Kummankin ryhmin kolmatta ja neljattd pulloa sekoitetaan vihintidin 24 tuntia ennenkuin niiden
annetaan seistd 37 * 0,5 °C:n limpdtilassa tunnin ajan.

Huomautus

Ellei pohjasakkaa (kiinteit aineet) ole muodostunut tai faasin erottumista (nestemiiset aineet) ole
tapahtunut timin ajan kuluttua, koe on uusittava kiyttimilli suurempaa ainemaaria.

Analyysi

Yksi ndyte kustakin kyllistyneestd rasvafaasista analysoidaan. Niyte punnitaan ja massan fraktio
madritetddn.

Mitd hyvinsd analyyttistdi menetelmdd voidaan kiyttii joko suoraan tai vedelli tai orgaanisella
linottimella uuttamisen tai jonkin muun erottamismenettelyn jilkeen.

Esimerkkejd niistd menetelmistd ovat:
— spektrofotometria,
— kaasu- tai nestekromatografia,

— ‘voltametria.

TULOKSET

Mikali tuloksissa on huomattavia ali- tai ylikyllistimisestid tai lyhyestd ja pitkistd aikavilistd
johtuvia eroja, koe on uusittava ja on kiytettdvd pidempid sekoitusaikoja.

RAPORTOINTI

Raportin tulee, mikali mahdollista, sisiltid seuraavat tiedot:

— aineen tarkka mairitys (koostumus ja epapuhtaudet),

— rasvan tarkka miiritys (esim. kuvaus, ominaisuudet, alkuperi, koostumus),
— analyysimenetelmi, poikkeamat ja erityispiirteet.

Tulokset on arvioitava ylli esitetylli tavalla, ja ne muodostavat osan koeraportista. Ellei todetuissa
milligrammaa 100 g kohden -arvoissa ollut merkittivid eroja, yksittdiset arvot, keskiarvo ja
keskipoikkeama ilmoitetaan. Jos merkittavid eroja on uudelleentestauksen jilkeenkin, ilmoitetaan
ainoastaan yksittdiset tulokset.

Kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat tiedot ja huomautukset on raportoitava.

LAHDELUETTELO

(1) OECD, Paris 1981, Test Guideline 116 — Decision of the Council C (81) 30 Final.
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Lisdys
ESIMERKKI STANDARDIRASVOISTA

Tyypillisen standardirasvan koostumus on esitetty alla olevassa taulukossa.

Rasvahappojen jakauma
C-atomien

maara rasvanappo-

osuudessa 6 8 10 12 14 16 18 muut
GLC-alueet (%) 0,5 7,5 10,3 50,4 13,9 7,6 8,6 1
Glyseridijakauma

C-atomien kokonaismiara

rasvahappo-
osuuksissa 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

GLC-alueet (%) 0,1 0,3 1,0 2,3 49 10,9 13,9 21,1 16,1 11,7 9,8 44 22 1,1 0,2

Puhtaus

Monoglyseridipitoisuus (entsymaattinen) = 0,1 %

Diglyseridipitoisuus (entsymaattinen) =04 %
Saippuoitumaton pitoisuus =01%
Wijs-numero =0,5%
Happonumero 0,02 %
Vesipitoisuus (K. Fischer) =0,1%
Selva sulamispiste 28,5 °C

Tyypillinen absorptiospektri (kerroksen paksuus d = 1 cm, vertailu: vesi, 35°C)
Aallon pituus (nm) 290 310 330 350 370 390 430 470 510
Lapaisy (%) 2 15 37 64 80 88 95 97 98

Vihintddn 10-prosenttinen valon ldpdisy 303 nm:ssa.

Tama rasvasimulantti on tyydytettyjen triglyseridien synteettinen sekoitus, jossa rasvahappo- ja
triglyseridijakauma on samanlainen kuin kookosrasvan.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.5.1°

1.5.2

A. 8. JAKAUTUMISKERROIN

MENETELMA

Selostettu menetelmi perustuu OECD:n testausohjeisiin (1).

Johdanto

Kokeen suorittamiseksi on tarpeen tietid testattavan aineen dissosiaatiovakio, vesiliukoisuus ja
pintajannitys.

Tilli menetelmalld voi testata ainoastaan oleellisesti puhtaita aineita, jotka liukenevat veteen ja
n-oktanoliin. Se ei sovellu pinta-aktiivisten aineiden testauksiin.

Mairitelmit ja yksikét

Jakautumiskerroin (P) on liuotetun aineen tasapainokonsentraatioiden (c;) suhde kaksifaasisystee-
missi, jossa kidytetdian kahta suurelta osin sekoittumatonta liuotinta. Kun on kyseessi n-oktanoli ja
vesi:

Cokranoli

in =
Cvesi

Jakautumiskerroin (P) on siis kahden konsentraation osamdiri, ja se ilmoitetaan yleensd kymmen-
kantaisena logaritmina (log P).

Vertailuaineet

Uutta ainetta tutkittaessa ei aina tarvitse kiyttia vertailuaineita. Niitd kdytetddn aika ajoin etupiissi
menetelmin toimivuuden tarkastamiseen ja jollakin muulla menetelmidlld saatujen tulosten vertai-
luun.

Menetelmin periaatteet

Jotta jakautumiskerroin voidaan maiirittda, jarjestelmin kaikkien komponenttien on saavutettava
tasapainotila, ja kahteen faasiin liuotettujen aineiden konsentraatiot on maiaritettiva. Tatd aihepiirid
kisittelevisti kirjallisuudesta ilmenee, ettd ongelma voidaan ratkaista monella eri tavalla, esimerkiksi
sekoittamalla nima kaksi faasia ja sitten erottamalla ne, jotta tutkittavana olevan aineen tasapaino-
konsentraatio voidaan maarittaa.

Laatukriteerit

Toistettavuus

Jakautumiskertoimen tarkkuuden varmistamiseksi kaksinkertaiset mairitykset on tehtivd kolmessa
eri kokeessa, jossa aineen miirii ja liuottimen tilavuuden suhdetta voidaan vaihdella. Jakautumis-
kertoimen miiritettyjen kymmenlogaritmiarvojen tulisi olla £+ 0,3 logaritmiyksikon vililla.

Herkkyys

Menetelmin mittausvili mdidrdytyy analyyttisen menettelyn toteamisrajojen mukaan. Niiden tulisi
olla niin viljit, ettd P,w-arvot 10%:een asti voidaan miirittdd liuenneen aineen konsentraation ollessa
korkeintaan 0,01 mmol/l kummassakin faasissa.
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1.5.3

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

Spesifisyys

Nernstin jakautumislaki on voimassa vain, kun liuenneen aineen limpétila, paine ja pH ovat
vakioita. Se koskee yksinomaan puhdasta ainetta, joka jakautuu kahteen puhtaaseen liuottimeen. Jos
toisessa tai molemmissa faaseissa esiintyy samanaikaisesti useita erilaisia liuenneita aineita, tima voi
vaikuttaa tuloksiin.

Liuenneiden molekyylien dissosiaatio tai assosiaatio aiheuttaa poikkeaman Nernstin jakautumislaista.
Poikkeamien osoituksena on, ettd liuoksen konsentraatio vaikuttaa jakautumiskertoimeen.

Koska timi testausmenetelmi edellyttdd moninkertaista tasapainoa, sitd ei tule kayttda ionisoituviin
yhdisteisiin ilman korjausta. (Puskuriliuosten kidytt64a veden asemesta tulisi harkita tillaisten yhdistei-
den ollessa kyseessd.)

Menetelmin selostus

Jakautumiskertoimen alustava arvio

Jakautumiskerroin voidaan arvioida joko yksinkertaisella laskutoimituksella (2) tai kadyttamalla
testattavan aineen liukoisuuksia puhtaissa liuottimissa (1),

jolloin

ky“ﬁil’len Ch-oktanoli
kylldinen Cye

Parvio =
Vaihtoehtoisesti se voidaan osapuilleen arvioida tekemilld yksinkertainen esitesti.

Valmistelevat toimenpiteet

n-Oktanoli: jakautumiskertoimen miiritys on tehtiva erittdin puhtaalla analyyttiselld reagenssilla.
Vesi: lasi- tai kvartsilaitteesta perdisin olevaa tislattua tai kahdesti tislattua vettd tulisi kayttaa.
Huomautus

Ioninvaihtimesta suoraan otettua vettd ei tulisi kayrtaa.

Livotteiden kyllistiminen ennakolta

Ennen jakautumiskertoimen madrittimistd liuotesysteemin faasit kyllistetiian keskenddn ravistele-
malla koelimpétilassa. Kdytinnossid timd voidaan tehdd siten, ettd kahteen isokokoiseen pulloon
pantua analyysilaatuista n-oktanolia tai vetti, joihin kumpaankin on pantu riittivd maird toista
liuotinta, ravistellaan 24 tuntia mekaanisella ravistimella ja annetaan sen jilkeen seistd, kunnes faasit
ovat eriytyneet ja kyllistymistila saavutettu.

Kokeen valmistelevat toimenpiteet

Kaksifaasisysteemin kokonaistilavuuden tulee likimain tdyttdd koeastia. Timi estdd haihtumisesta
aiheutuvaa ainehukkaa. Tilavuuden suhde ja kiytettidvit ainemiirdt midrdytyvit seuraavin perus-
tein:

— jakautumiskertoimen alustava arvio (katso ylld),
— analyysimenetelmin vaatima testattavan aineen vihimmaiismaara, seka
— kummankin faasin 0,01 mmol/l enimmaiiskonsentraatioraja.

Kokeita tehdddn kolme. Ensimmaiisessd kiytetdan laskettua tilavuussuhdetta, toisessa lisatddn kaksi
kertaa n-oktanolin miira ja kolmannessa lisitddn puolet n-oktanolin maarasta.
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1.6.3

1.6.4

1.6.4.1

1.6.4.2

1.6.5

Testattava aine

n-Oktanolista valmistetaan varastoliuos, jonka massan pitoisuus on 1-100 mg/ml. Tamén varastoliu-
oksen massan pitoisuus on mddritettdvd tarkoin, ennen kuin sitd kdytetdin jakautumiskertoimen
midrittdmiseen. Livosta siilytetddn vakaissa olosuhteissa.

Koeolosubteet

Koeldmpdtila pidetddn vakaana (+ 1 °C) 20 ja 25 °C:n vililla.

Madrityksen suoritus

Jakautumistasapainon aikaansaaminen

Jokaista testitilannetta varten tarvitaan kaksi samanlaista koeastiaa, joissa on tarvittava, tarkoin
mitattu maird kumpaakin liuotinta seki tarvittava mdiri varastoliuosta.

Oktanolimairit ovat tilavuusmittoja. Koeastiat asetetaan sopivaan sekoittajaan tai niitd ravistellaan
kasin. Suositeltava tapa on pyorittda sentrifugin putkea nopeasti 180° poikittaisakselin ympiri, jotta
loukkuun jainyt ilma nousee kummankin faasin lapi.

Faasien erotus

Seos sentrifugoidaan faasien erottamiseksi. Tdmi tehddin huoneen limpétilassa olevalla laboratori-
osentrifugilla tai, mikili kiytetddn sentrifugia, jossa ei ole limmonsaadintd, sentrifugin putkia on
tasapainotettava koelimpétilassa ainakin tunnin ajan ennen analyysia.

Analyysi

Jakautumiskertoimen méarittimiseksi testattavan aineen pitoisuus kummassakin faasissa on mairi-
tettdvd. Tdma voidaan tehdi ottamalla pieni médird molempien faasien kunkin koetilanteen jokaisesta
koeputkesta ja analysoimalla ne valitulla menetelmilli. Kummassakin faasissa esiintyvd aineen
kokonaismaira lasketaan, ja sitd verrataan aineen alkuperiiseen mairain.

Vesifaasista otetaan niyte siten, ettd oktanolijadmiriski on mahdollisimman vihiinen: irrotettavalla
neulalla varustettua lasiruiskua voidaan kiyttiad vesifaasindytteen otossa. Ruiskun tulee alussa olla
osaksi tdynni ilmaa. llmaa poistetaan varovasti, kun neula vieddin oktanolikerroksen lipi. Ruiskuun
imetddn tarvittava maiird vesifaasia. Ruisku poistetaan nopeasti liuoksesta ja neula irrotetaan.
Ruiskun sisiltoa voidaan sen jilkeen kédyttdd vesifaasindytteend. Kahden eriytyneen faasin pitoisuu-
det tulisi maarittad ainekohtaisella menetelmalld, Sopivia fysikaalis-kemiallisia maaritystapoja ovat:

— fotometriset menetelmait,
— kaasukromatografia,

— korkeapainenestekromatografia.

TULOKSET

Jos mitattu P, on suurempi kuin 10%, suositellaan tulosten vertailua laskennalliseen P,y-arvoon,
kuten esimerkiksi ldhdeluettelon kohdassa 3 esitetylld menetelmilld saatuun arvoon.

P:n maiiritettyjen arvojen luotettavuus voidaan tarkistaa vertaamalla kaksoismairitysten keskiarvoja
kokonaiskeskiarvoon.
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RAPORTOINTI

Raportin tulee, mikili mahdollista, sisiltda seuraavat tiedot:

Aineen tarkka mairitys (koostumus ja epipuhtaudet).
Mairityslampotila.
Selostus pitoisuuksien maarityksessa kaytetyistd analyyttisista menetelmista,

Molempien faasien kunkin méirityksen mitatut pitoisuudet. (Tdmi tarkoittaa sitd, ettd 12
pitoisuutta on raportoitava.)

Testattavan aineen paino, kunkin koeastian jokaisen faasin tilavuus ja testattavan aineen laskettu
kokonaismairi kussakin faasissa tasapainotuksen jilkeen.

Jakautumiskertoimen (P) lasketut arvot ja jokaisen testitilannesarjan keskiarvo seki kaikkien
maiiritysten keskiarvo on ilmoitettava. Jos jakautumiskerroin ja pitoisuus ndyttivit riippuvan
toisistaan, timd on mainittava raportissa.

Yksittdisten P-arvojen keskihajonta keskiarvosta on mainittava.

Kaikkien maairitysten keskiarvo-P ilmoitetaan myés kymmenkantaisena logaritmina.
Laskettu teoreettinen Py, kun timi arvo on mdidritetty tai kun mitattu arvo on <10*
Kokeessa kdytetyn veden ja vesifaasin pH.

Kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat tiedot ja huomautukset.

LAHDELUETTELO

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 107, Decision of the Council C (81) 30 Final.
(2) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 107, Decision of the Council C (81) 30 Final.
(3) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 107, Decision of the Council C (81) 30 Final.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.5.1

1.5.2

1.5.3

1.6

1.6.1

A. 9. LEIMAHDUSPISTE

MENETELMA

Johdanto

Ennen kokeen suorittamista on tarpeen hankkia ennakkotietoja testattavan aineen tulenarkuudesta.
Menetelma soveltuu kaupan olevien nestemadisten aineiden testaamiseen, joiden hoyryt voivat syttya.
Tekstissi mainitut menetelmit ovat luotettavia vain kunkin menetelmin kohdalla mainittujen
leimahdusvilien mittauksiin.

Mairitelmit ja yksikét

Leimahduspiste on alin 101,325 kPa:n paineeseen korjattu limpétila, jossa suljetussa koeastiassa
oleva testattava neste testausmenetelmin madirittimissd olosuhteissa kehittdd kaasuja siina mdirin,
ettd koeastiaan syntyy tulenarka kaasu-ilmaseos.

Yksikot: °C
t=T — 273,15

{t on °C, T on K)

Vertailuaineet

Uutta ainetta tutkittaessa ei aina tarvitse kdyttdd vertailuaineita. Niita kdytetddn aika ajoin etupidissi
menetelmin toimivuuden tarkastamiseen ja jollakin muulla menetelmilld saatujen tulosten vertai-
luun.

Menetelman periaatteet
Aine asetetaan koeastiaan, jota kuumennetaan asteittain, kunnes héyryn pitoisuus ilmassa on niin
suuri, ettd siitdi muodostuu tulenarka seos, joka voidaan sytyttii.

Laatukriteerit

Toistettavuus

Toistettavuus vaihtelee leimahdusvalin ja kdytetyn menetelmin mukaan; enintiin £ 2 °C.

Herkkyys

Herkkyys riippuu kiytetysti testausmenetelmisti.

Spesifisyys
Eriiden testausmenetelmien spesifisyys rajoittuu tiettyihin leimahdusvileihin ja riippuu aineeseen
liittyvistd ominaisuuksista (esim. korkea viskositeetti).

Menetelmin selostus

Valmistelevat toimenpiteet

Niyte asetetaan kohdassa 1.6.3.1 ja/tai kohdassa 1.6.3.2 mainittuun testauslaitteeseen.
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1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

1.6.3.2

Koeolosubteet

Laite asetetaan vedottomaan paikkaan, mikili mahdollista.
Kokeen suoritus

Tasapainomenetelmi

Ks. ISO 1516, ISO 3680, ISO 1523, ISO 3679.

Ei-tasapainomenetelmi

Abelin laite:

Ks. BS 2000 osa 170, NF M07-011, NF T66-009.
Abel-Penskyn laite:

Ks. (EN 57), DIN 51755 osa 1 (5—65 °C:n lampdétilassa), DIN 51755 osa 2 (alle 5°Cin
lampotilassa), NF M07-036.

Tagin laite:
Ks. ASTM D 56, ISO 2719.
Pensky-Martensin laite:

Ks. ISO 2719, (EN 11), DIN 51758, ASTM 8013, ASTM D 93, BS 2000-34, NF M07-019.

Huomautuksia

Kun kohdan 1.6.3.2 ei-tasapainolaitteella mairitetyn leimahduspisteen todetaan olevan: 0 + 2 °C, 21
+ 2°C, 55 £ 2°C, se tulisi vahvistaa samalla laitteella tasapainomenetelmadi kayttden.

Vain sellaisia menetelmii, jotka antavat leimahduspisteen limpétilan, voidaan kiyttdd asiasta
tiedotettaessa.

Viskoosisten liuottimien sisaltdvien nesteiden (maalit, liimat yms.) leimahduspisteen mairittimiseen
on kiytettivd ainoastaan viskoosisten nesteiden leimahduspisteen mairittimiseen soveltuvia laitteita
ja menetelmid. Ks. ISO 3679, ISO 3680, ISO 1523, DIN 53213 osa 1.

TULOKSET

RAPORTOINTI

Raportin tulee, mikali mahdollista, sisiltdd seuraavat tiedot:
— Aineen tarkka mdiritys (koostumus ja epdpuhtaudet).
— Kaiytetty menetelma ja siitd mahdollisesti tehdyt poikkeukset on ilmoitettava.

— Tulokset ja kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat tiedot ja huomautukset on raportoitava.

LAHDELUETTELO

Ei ole.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

A. 10. TULENARKUUS (KIINTEAT AINEET)

MENETELMA

Johdanto

Ennen kokeen suorittamista on tarpeen hankkia ennakkotietoja aineen mahdollisesta rijihdysherk-
kyydesta.

Menetelmi soveltuu ainoastaan jauhetuilla, rakeisilla ja tahnamaisilla aineilla suoritettaviin kokei-
siin.

Jotta kaikkien syttyvien aineiden asemesta ainoastaan ne otettaisiin mukaan, jotka palavat nopeasti
tai joiden palamiskidyttaytyminen on jollakin tavalla erityisen vaarallinen, vain sellaisia aineita on
pidettavd hyvin tulenarkoina, joiden palamisnopeus ylittdd tietyn raja-arvon. Niin ikddn hyvin
tulenaroiksi aineiksi luetaan metallipolyt, jotka saattavat hehkuuntua, mikili hehkuuntuminen levidd
koko niytteeseen. Tillainen hehkuuntuminen ja siithen liittyvat palonsammutusvaikeudet ovat
pidasiallinen syy metallipolyjen erityiseen vaarallisuuteen. Tavanomaiset palonsammutusaineet kuten
hiilidioksidi ja/tai vesi saattavat lisitd vaaraa huomattavasti.

Miiritelmat ja yksikot

Paloaika ilmoitetaan sekunneissa.

Vertailuyhdisteet

Ei ole maaritelty.

Menetelmin periaatteet

Kaupallisessa muodossaan olevasta aineesta muodostetaan 250 mm pitkd tanko. Sen jilkeen niyte
yritetdan sytytedd kohdassa 1.6.3 kuvatulla tavalla, ja palamisaika mitataan.

Laatukriteerit

Ei ole ilmaitettu.
Menetelmin selostus

Valmistelevat toimenpiteet

Jauhettuja ja rakeisia aineita testattaessa muotti taytetdan loysasti kaupallisessa muodossa olevalla
tuotteella. Muotti on metallia, sen pituus on 250 mm ja siind on kolmikulmainen poikkipinta, jonka
sisakorkeus on 10 mm ja sisileveys 20 mm. Muotin kumpaankin pitkddn sivaun kiinnitetdian
sivusuojiksi metallilevyt, jotka ulottuvat 2 mm kolmikulmaisen poikkipinnan ylipuolelle (kuva). Sen
jalkeen muotti pudotetaan kolmasti 2 cm:n korkeudelta kovalle alustalle. Tarvittaessa muottiin
lisdtddn testattavaa ainetta. Sivusuojat poistetaan ja ylimidiriinen aine poistetaan. Palamatonta ja
ei-huokoista ainetta oleva levy asetetaan muotin pdille, laite kddnnetddn ylgsalaisin ja muotti
poistetaan.

Tahnamaiset aineet levitetiin palamattomalle alustalle 250 mm:n mittaiseksi potkoksi, jonka
poikkileikkaus on noin 1 cm?.

Tanko sytytetddn toisesta paistd jollakin sopivalla tavalla, kuten esimerkiksi pienelld liekilld tai
kuumalla metallilangalla, jonka limpétila on vihintiin 1 000 °C.
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1.6.2

1.6.3

31

3.2

Koeolosubteet

Kosteudelle herkkida ainetta testattaessa koe on suoritettava mahdollisimman pian sen jilkeen, kuin
aine on otettu astiasta.

Kokeen suoritus

Tangon toinen pai sytytetidn. Kun tanko on palanut 80 mm:n matkan, seuraavan 100 mm:n
palamisaika mitataan. Koe suoritetaan kuudesti, ja kullakin kerralla kdytetdin viileitd, puhdasta
alustaa.

TULOKSET

Tulosten arvioimiseksi tarvitaan kuudessa kokeessa mairitetyt palamisajat.

RAPORTOINTI

Koeraportti

Raportin tulee, mikili mahdollista, sisiltdd seuraavat tiedot:

— aineen tarkka miiritys (koostumus ja epipuhtaudet),

— kuvaus testattavasta aineesta, sen fysikaalinen tila ja kosteuspitoisuus,
— mdiritystulokset,

— kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat huomautukset.

Tulosten tulkinta

Jauheet, rakeiset tai tahnamaiset aineet katsotaan herkisti syttyviksi, jos palamisaika yhdessi kohdan
1.6 mukaisesti suoritetuista kuudesta kokeesta on alle 45 sekuntia. Metalli- tai seosmetallipélyjen
katsotaan olevan herkisti syttyvid, mikili ne voidaan sytyttdd ja liekki tai reaktioalue levidd koko
ndytteeseen. ;

LAHDELUETTELO

Ei ole.
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Lisdys

Kuva

Muotti ja muut tangon valmistamiseen tarvittavat osat
(Kaikki mitat millimetreini)

90°

Lo

Muotin pituus: 250 mm

Materiaali: alumiini
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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. TULENARKUUS (KAASUT)

MENETELMA

]ohdahto

Tilld menetelmilld voidaan miiritelld, onko huoneenlimméssi ja normaalipaineessa ilmaan sekoite-
tuilla kaasuilla tulenarkuusvili. Kaasu-ilmaseoksiin, joissa testattavan kaasun pitoisuus asteittain
suurenee, johdetaan sihkokipini ja tarkkaillaan, syttyyko seos.

Madiritelmat ja yksikot

Tulenarkuusvili on alimman ja ylimmin ridjihdysrajan pitoisuusvili. Alin ja ylin rdjahdysraja
tarkoittavat ilmaseoksessa olevan tulenaran kaasun pitoisuusrajoja, joissa ei tapahdu liekin levi-
amistd.

Vertailuaineet

Ei ole midritelty.

Menetelmin periaatteet

Kaasun pitoisuutta ilmassa lisitddn asteittain ja seoksen jokaisen pitoisunden tulenarkuus testataan
sahkokipinalld.

Laatukriteerit

Ei ole maaritelty.

Menetelmin selostus

Laitteet

Koeastiana kaytetdan lasista pystysylinterid, jonka sisdldpimitta on vihintddn 50 mm ja korkeus
vahintddn 300 mm. Sytytyselektrodit ovat 3—5 mm:n paissi toisistaan, ja ne sijaitsevat 60 mm:n
korkeudella sylinterin pohjasta. Sylinterissd on paineenpaistdaukko. Laite on suojattava rijahdysva-
hinkojen varalta.

Induktiokipindi, jonka kesto on 0,5 sekuntia ja joka tuotetaan korkeajinnitemuuntajalla, jonka
jannite on 10—15 kV (korkein syottéteho 300 W), kiytetain sytytyslihteena.
Koeolosubteet

Koe on suoritettava huoneenlimmossi.

Kokeen suoritus

Lasisylinteriin pumpataan annostuspumpulla tietynpitoinen kaasu-ilmaseos. Seokseen johdetaan
kipind ja todetaan, irtoaako sytytysldhteestd liekki ja levidako se itsendisesti. Kaasun pitoisuutta
muutetaan asteittain yksi tilavuusprosentti kerrallaan, kunnes syttyminen tapahtuu ylli kuvatulla
tavalla.
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TULOKSET

Liekin levidminen on ainoa tulos, jonka perusteella tima ominaisuus mairitetian.

RAPORTOINTI

Raportin tulee, mikali mahdollista, sisiltdd seuraavat tiedot:

Aineen tarkka mairitys (koostumus ja epipuhtaudet).
Selostus kaytetystd laitteesta ja sen mitat.

Huoneen limpétila, jossa testi suoritettiin.

Testatut pitoisuudet ja saadut tulokset.

Testin tulos: syttymiton kaasu vai herkisti syttyvi kaasu.

Mikaili tulos on ”syttymidtén”, on mainittava, ettid testi tehtiin kaikilla pitoisuuksilla nostaen
pitoisuuksia 1 % kerrallaan vililld 0 ja 100 %. )

Kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat tiedot ja huomautukset on raportoitava.

LAHDELUETTELO

Ei ole.
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A. 12. TULENARKUUS (AINEET JA VALMISTEET, JOTKA OLLESSAAN KOSKETUKSISSA
VEDEN TAI KOSTEAN ILMAN KANSSA KEHITTAVAT VAARALLISIA MAARIA HERKASTI

1.1

1.2

1.3

1.31

1.3.2

1.3.3

1.34

SYTTYVIA KAASUJA)

MENETELMA

Johdanto

Titd testausmenetelmdd kaytetddn mdairittdimididn, syntyyko aineen ja veden' reaktiosta vaarallinen
madrd kaasua tai kaasuja, jotka voivat olla herkisti syttyvid tai myrkyllisia.

Testimenetelmalld voidaan tutkia sekd kiinteitd etti nestemaiisii aineita. Menetelmid ei sovellu
aineisiin, jotka syttyvit itsestidn joutuessaan kosketuksiin ilman kanssa.

Miiritelmat ja yksikot

Herkisti syttyva:

Aineet ja valmisteet, jotka ollessaan kosketuksissa veden tai kostean ilman kanssa kehittivit
vaarallisia miiria herkasti syttyvia kaasuja vahimmaismairan ollessa 1 litra/kg tunnissa. Tama raja ei
ota huomioon kaasun myrkyllisyytta.

Menetelmidn periaatteet

Ainetta testataan vaiheittain alla selostetulla tavalla, ja mikili jossakin vaiheessa tapahtuu syttymi-
nen, testid ei tarvitse jatkaa.

Vaihe 1

Testattavaa ainetta asetetaan kaukaloon, jossa on 20-asteista tislattua vettd, ja todetaan, syttyyko
kehittyva kaasu.

Vaibe 2

Testattavaa ainetta asetetaan suodatinpaperille, joka kelluu 20-asteisella tislatulla vedelld taytetyn
astian pinnalla, ja todetaan, syttyyko kehittyva kaasu. Suodatinpaperin tarkoituksena on vain pitdi
aine kasassa ja lisitd syttymismahdollisuuksia.

Vaihe 3

Testattavasta aineesta muodostetaan noin 2 cm:n korkuinen ja 3 cm:n lipimittainen keko. Kekoon
lisitddn muutama tippa vetti ja todetaan, syttyyko kehittyva kaasu.

Vaihe 4

Testattavaa ainetta sekoitetaan 20-asteiseen tislattuun veteen, ja kaasun kehitysnopeutta mitataan
seitsemin tunnin aikana yhden tunnin vilein. Jos kaasunkehitys on siinnotontd tai se lisidntyy
seitsemdn tunnin kuluttua, mittausaikaa on pidennettivi korkeintaan viiteen vuorokauteen. Koe
voidaan lopettaa, jos nopeus jossakin vaiheessa on yli 1 litra/kg tunnissa.
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1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.3

1.6.3.1

Vertailuaine

Ei ole miairitelty.

Laatukriteerit

Ei ole ilmoitettu.

Menetelmien selostus

Vaibe 1

Koeolosuhteet

Testattavaa ainetta kdytetddn siind muodossa, missa sitd markkinoidaan, ja koe suoritetaan huoneen-
limmossi (noin 20 °C).

Kokeen suoritus

Pieni miird (lipimitaltaan noin 2 mm) testattavaa ainetta asetetaan tislattua vettd sisdltdvddn
kaukaloon. Sitten katsotaan i) kehittyyko kaasua ja ii) syttyyko kaasu. Mikili kaasu syttyy, koetta ei
tarvitse jatkaa, koska aine katsotaan vaaralliseksi.

Vaibe 2

Laite

Suodatinpaperi asetetaan kellumaan tislatun veden pinnalle sopivaan astiaan, esimerkiksi 100 mm:n
lapimittaiseen haihdutusastiaan.

Koeolosuhteet

Testattavaa ainetta kdytetddn siini muodossa, missi siti markkinoidaan, ja koe suoritetaan huoneen-
limmaossi (noin 20 °C).

Kokeen suoritus

Pieni mdira (lapimitaltaan noin 2 mm) testattavaa ainetta asetetaan suodatinpaperin keskelle. Sitten
katsotaan i) kehittyyko kaasua ja ii) syttyyko kaasu. Mikali kaasu syttyy, koetta ei tarvitse jatkaa,
koska aine katsotaan vaaralliseksi.

Vaihe 3

Koeolosuhteet

Testattavaa ainetta kaytetddn siind muodossa, missa sitd markkinoidaan, ja koe suoritetaan huoneen-
limméssid (noin 20°C).
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1632

1.6.4

1.6.4.1

1.6.4.2

1.6.4.3

Kokeen suoritus

Testattavasta aineesta muodostetaan noin 2 ¢cm:n korkuinen ja 3 ¢cm:n ldpimittainen keko, jonka
huipulla on syvennys. Syvennykseen lisatiin muutama tippa vetti ja tarkastetaan i) kehittyyké
kaasua ja ii) syttyyko kaasu. Mikili kaasu syttyy, koetta ei tarvitse jatkaa, koska aine katsotaan
vaaralliseksi.

Vaihe 4

Laite

Laite kootaan kuvan osoittamalla tavalla (katso lisdys).

Koeolosuhteet

On tarkistettava, l6ytyyko testattavaa ainetta sisiltdvistd astiasta hiukkaskooltaan >500 um
jauhetta. Jos jauhetta on yli 1 % w/w kokonaismaiirasta tai jos ndyte on murenevaa, koko ainemiira
on jauhettava hienoksi ennen kokeen suorittamista, koska hiukkasten koko saattaa pienentyi
sdilytyksen ja kasittelyn aikana. Muussa tapauksessa ainetta kiytetiin sen kaupallisessa muodossa.
Koe suoritetaan huoneenlimméssi (20 °C) ja normaalissa ilmanpaineessa.

Kokeen suoritus

Laitteen tiputussuppiloon pannaan vetti ja 100—250 c¢m® suuruisen kaasumiirin tuottamiseen
tarvittava miird ainetta, korkeintaan kuitenkin 25 g, punnitaan ja pannaan Erlenmeyer-pulloon.
Kehittyvin kaasun tilavuus mitataan jollakin sopivalla menetelmalld. Tiputussuppilon hana avataan,
jotta vettd pdisee Erlenmeyer-pulloon, ja ajanottolaite kiynnistetian. Koko kaasumairin kehittymi-
seen kuluva aika kirjataan. Lisiksi kirjataan viliaikalukemia, milloin se on mahdollista. Koe
toistetaan kolme kertaa.

Mikili kaasun kemiallista koostumusta ei tunneta, kaasu on analysoitava. Mikaili kaasu sisiltda
herkisti syttyvid aineosia eikd ole tiedossa, onko koko seos hyvin tulenarka, valmistetaan samanlai-
nen seos, joka testataan kohdassa A. 11. selostetun testausmenetelmin mukaisesti.

TULOKSET

Yksi- syttymiskerta tai herkisti syttyvin kaasun kehittyminen vihintddn 1 litra/kg tuntivauhdilla
kolmen kokeen aikana on riittdvd osoitus testattavan aineen vaarallisuudesta (1.6.1, 1.6.2 ja
1.6.3).

RAPORTOINTI

Raportin tulee, mikili mahdollista, sisiltdd seuraavat tiedot:

— Tarkka midritys ja kuvaus aineesta sellaisessa muodossa, jossa se on saatu (esim. viri,
hiukkaskoko ja fysikaalinen tila).

— Testattavalle aineelle tehdyt valmistelevat toimenpiteet.
— Kokeiden tulokset.
— Kehittyneen kaasun kemiallinen koostumus.

— Kaasun kehittymisnopeus (1.6.4).

" — Kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat lisihuomautukset.
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4 LAHDELUETTELO

(1) 1SO 1773.

(2) OECD, Paris, Preliminary Test Guideline for the Determination of Substances which give of

Highly Inflammable Gases in Dangerous Amounts on Contact with Water, A/80/28. Final report
of the OECD chemical testing programme.

(3) UN Doc. No ST/SG/AC10/1 rev. 1.

Lisdys

Kuva
Laite

g
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

A. 13. TULENARKUUS (KIINTEAT AINEET JA NESTEET)

MENETELMA

Johdanto

On hyvd hankkia ennakkotietoja aineen itsestidnsyttymisominaisuuksista. Menetelmilld voi testata
kaupan olevia kiinteitd ja nestemadisid aineita, jotka syttyvit itsestddn pienissd erissd pian sen jdlkeen,
kun ne ovat joutuneet kosketuksiin ilman kanssa huoneenlimméssa.

Menetelmi ei kata aineita, jotka syttyvit itsestddn vasta oltuaan useita tunteja tai paivii huoneen-
lammossa, eikd niitd, joiden itsestddn syttymisen edellytys on huomattavasti korkeampi lampatila.
Mairitelmit ja yksikot

Nestemdisid ja kiinteitd aineita pidetain herkisti syttyvind, mikili ne syttyvidt vihintddn kerran
kohdassa 1.6 selostetun kuuden kokeen aikana.

Nesteiden itsestddnsyttymistestejd voidaan my0s joutua tekemiin A. 15:ssa kuvatulla menetelmalld
(itsestddn syttyminen: haihtuvien nesteiden ja kaasujen itsestddnsyttymislampétilan mairitys).
Vertailuaineet

Ei ole mairitelty.

Menetelmin periaatteet

Aine asetetaan ilman kanssa kosketuksiin 25 £ 10 °C:n limpétilassa viiden minuutin ajaksi. Mikili
aine syttyy, se on herkisti syttyvda.

Laatukriteerit

Toistettavuus: turvallisuussyistd johtuen riittdd yksi positiivinen tulos kuudesta kokeesta madirittele-
main aineen herkisti syttyvaksi.

Koemenetelmin selostus

Laite

Noin 10 cm:n lipimittaiseen posliiniupokkaaseen asetetaan huoneenlimméssi piimaata noin 5§ mm:n
korkuinen maara.

Huomautus

Piimaa tai jokin muu inertti helposti saatavissa oleva aine edustaa maaperai, jolle testattavaa ainetta
voi kaatua onnettomuuden sattuessa.

Kokeen suoritus

a) Jauhemaiset kiintedt aineet

Noin 1 metrin korkeudelta kaadetaan 1—2 cm? testattavaa jauhemaista ainetta palamattomalle
alustalle, ja tarkkaillaan, syttyyko aine pudotuksen aikana tai viiden minuutin kuluessa sen
jalkeen.
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b) Nesteet

Noin 5 cm?® testattavaa nestettd kaadetaan piimaata sisdltivain posliiniupokkaaseen ja tarkkail-
laan, syttyyko aine viiden minuutin kuluessa.

TULOKSET

Tulokset arvioidaan kuuden testin perusteella.

RAPORTOINTI

Raportin tulee mikili mahdollista sisdltda seuraavat tiedot:
— kuvaus testattavasta aineesta,

— testitulokset.

LAHDELUETTELO

(1) OECD, Paris, Preliminary Test Guideline for the Determination of Pyrophoric Behaviour of
Solids and Liquids, A 80/25 — Final report of the OECD chemical testing programme.
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1.1

1.2

1.3

1.4

A. 14. RAJAHDYSOMINAISUUDET

MENETELMA

Johdanto

Timin testausmenetelmin avulla voidaan mairitelld, onko kiinte3, nestemiinen tai tahnamainen aine
tai valmiste rijihdysherkki, kun se altistetaan liekille (limpoherkkyys), iskulle tai hankaukselle
(herkkyys mekaanisille drsykkeille).

Menetelmissi on kolme osaa:
a) lampoherkkyyskoe;
b) mekaaninen herkkyyskoe - iskuherkkyys;

¢) mekaaninen herkkyyskoe - hankausherkkyys.

Menetelmin avulla saadaan tietoja, joiden perusteella voidaan arvioida erdiden yleisten drsykkeiden
aiheuttaman rijahdyksen todennikoéisyys. Menetelmilld ei ole tarkoitus arvioida, rdjahtddko jokin
aine tai valmiste joissakin tietyissi olosuhteissa, eikd myoskddn mdiritelld missd mairin alkanut
hajoaminen voi leviti ja aiheuttaa koko naytteen rdjdhtamisen.

Menetelma soveltuu madrittimain, aiheuttaako aine tai valmiste rdjahdysvaaraa (limpo- tai mekaa-
ninen herkkyys) direktiivin mairittelemissa tietyissd olosuhteissa. Kokeet ovat tarpeettomia, kun
kaytettivissa olevat termodynaamiset tiedot (muodostumislampo, hajoamislimpé, tiettyjen reaktiivis-
ten ryhmien (1) puuttuminen rakennekaavasta) osoittaa kohtuullisen varmasti, ettd aine tai valmiste
ei pysty hajoamaan, kehittimdin kaasuja ja purkamaan limpod hyvin nopeasti (eli aine ei ole
rdjahdysaltista). Menetelmista tiedetdin, ettei se ole ehdottoman tarkka. Se sisiltdd maaritynlaisia
laitteita, jotka ovat kansainvalisesti laajalti kaytettyjd ja jotka yleensd antavat luotettavia tuloksia.

Kokeen suorittaja voi halutessaan kiyttdd vaihtoehtoisia laitteita kolmen selostetun menetelmin
kokeisiin edellyttden, ettd valinta on tieteellisesti perusteltavissa ja laite kansainvilisesti tunnettu.
Tallaisessa tapauksessa hinen on suhteutettava saamansa tulokset tissd madritetyilla laitteilla
saatuihin tuloksiin.

Midritelmat ja yksikot

Rijahdysherkkyys:

Aineet ja valmisteet, jotka saattavat rdjahtii liekin vaikutuksesta tai jotka ovat herkempii iskuille tai
hankaukselle kuin dinitrobentseeni.

Vertailuaine

Metadinitrobentseeni, tekninen kiteinen tuote, hankaus- ja iskumenetelmid varten.

Menetelmin periaatteet

Alustavalla seulontatutkimuksella on mairitettivi turvalliset olosuhteet kolmen herkkyystestin
suorittamiselle.
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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

Alustava seulontatutkimus

Hyvin pienid miirid (noin 10 mg) ainetta tai valmistetta kuumennetaan irrallaan bunsenliekilla,
altistetaan iskulle jossakin sopivassa laitteessa ja hankaukselle kdyttimilld puuvasaraa alasinta vasten
tai jotakin sopivaa hankauslaitetta. Tarkoituksena on selvittda, onko aine niin herkkai ja rdjihdysal-
tista, ettd suoritettavat herkkyystestit on tehtdva erityistd varovaisuutta noudattaen testaajan
loukkaantumisen vilttimiseksi.

Lampoberkkyys

Titd menetelmids kiytettiessd ainetta tai valmistetta kuumennetaan terdsputkessa, jonka tilavuutta
voidaan sdidelld vaihtelemalla suuttimien lipimittaa, jotta voidaan mddrittdd, onko aineen tai
valmisteen rijihtiminen mahdollista limporasitusolosuhteissa.

Mekaaninen herkkyys (isku)

Tatd menetelmdd kiytettdessd aine tai valmiste altistetaan vasaraniskulle terdsalasinta vasten.

Mekaaninen berkkyys (hankaus)

Titd menetelmdd kaytettdessd aine tai valmiste altistetaan standardipintojen viliselle hankaukselle
madrdtyissd kuormitusta ja suhteellista liikettd koskevissa olosuhteissa.

Laatukriteerit .

Ei ole ilmoitettu.

Menetelman selostus

Laite

Limpoherkkyys (liekin vaikutus)

Terdsputki on valmistettu vetomenetelmilld syvivetolevysta (katso lisdys). Sen sisdlipimitta on 24
mm, pituus 75 mm ja seinimdn paksuus 0,5 mm. Putken avoimessa pididssd on laippa, jolla se

‘voidaan sulkea (kuva 1). Putki on varustettu paineenkestavalld pyoreilld suutinlevylld, jonka keskelld

on reikd, ja tima levy on kiinnitetty putkeen tukevasti kaksiosaisella ruuviliitoksella (mutteri ja
umpimutteri). Suutinlevyn (katso kuvaa 1) paksuus on 6 mm ja se on valmistettu lammonkestavasta
kromiterdksesta (katso lisdys).

Saatavilla on suutinlevyji, jossa aukon lapimitta vaihtelee (1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12; 14; 16;
18; 20 mm), joiden avulla testaaja voi mdidrittda aineen tai valmisteen rijihdysvaaran. Mutteri ja
umpimutteri (kuva 1) ovat kromimangaaniteristi (katso lisdys), joka on kipinoimitonti alle 800 °C.
Terdsputkia kidytetddn vain yhteen kokeeseen.

Mekaaninen herkkyys

Tyypillisessa laitteessa, jossa on putoava massa, on jalallinen, alasimella varustettu valettu terdsalusta
(harmaavalu), pilari, pudotuspaino ja pudotusmekanismi. Terdsalusta, 230 mm (paksuus) x 250 mm
(leveys) x 200 mm (korkeus), ja valettu jalka, 450 mm (paksuus) x 450 mm (leveys) x 60 mm

_(korkeus), kannattavat teridsalasinta, 100 mm (lipimitta) x 70 mm (korkeus), joka on ruuvattu

paikoilleen. Terdsalustan takaosaan on ruuvattu pidike, johon on kiinnitetty saumattomasta vetote-
rasputkesta tehty pilari, jonka ulkoldpimitta on 90 mm ja sisildpimitta 70 mm. Pudotusvasara on
kiinnitetty neljilli ruuvilla 60 x 60 x 60 cm:n betonikuutioon siten, ettd kiskot ovat tiysin
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1.6.1.3

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

pystysuorassa ja pudotusvasara on helposti ohjattavissa. Pudotusvasaran massan painon on oltava
10 kg. Vasara on terdstd. Tormdyspinnan on oltava karkaistua terdastdi, HRC 60-63 ja lipimitan
vihintidn 25 mm. Testi suoritetaan 0,4 m:n pudotuskorkeudelta.

Tutkittava ndyte asetetaan vastinlaitteeseen, joka koostuu kahdesta tukevasta, koaksiaalisesta ja
paillekkdin olevasta umpinaisesta terissylinteristd sekd ohjausrenkaana toimivasta ontosta terdssylin-
teristd. Umpinaisten terassylintereiden lapimitan on oltava 10 (-0,003, -0,005) mm, korkeuden 10

. mm, pinnan tulee olla hiottu ja reunojen pyéristetyt (kaarevuusside 0,5 mm) ja kovuuden HRC

58-65. Onton sylinterin tulee olla ulkolipimitaltaan 16 mm, hiotun reidn sisilipimitan 10 (+ 0,005
+ 0,010) mm ja korkeuden 13 mm. Jos rijihdys tapahtuu, terdssylintereiti ja onttoa sylinterid ei saa
kayttdd uusiin kokeisiin. Vastinlaite asetetaan vilissi olevalle 26 mm (lapimitta) x 26 mm (korkeus)
terdsalasimelle ja keskitetddn keskitysrenkaalla, jossa on ohjausrengas rijihdyskaasujen poistoa
varten.

Mekaaninen herkkyys (hankaus)

Hankauslaite koostuu valetusta terdksesti (harmaavalu) tehdysti aluslaatasta, jonka piille on
asennettu itse hankauslaite, jossa on kiinted posliinipuikko ja litkkkuvat posliinilaatat. Posliinilaatta
on kiinnitetty liukutelineeseen, joka liikkuu kahden kiskon vilissi. Sahkémoottori liikuttaa telinettd
kiertokangen, epikeskotaljan ja voimansiirtopyorin avulla siten, ettd posliinilaatta litkkuu posliini-
puikon alla 10 mm:n edestakaisliikkein. Posliinipuikon kuorman tulee olla noin 360 newtonia.

Posliinilaatat ovat valkoista teknistd posliinia mitoiltaan 25 mm (pituus) x 25 mm (leveys) x 5 mm
(korkeus). Laattojen hankauspinnat on karhennettu (karhennussyvyys 9 um ~ 32 um) ennen polttoa
sienelli hieromalla.

Lieriémiinen posliinipuikko on myos teknistd posliinia. Sen pituus on 15 mm, lipimitta 10 mm ja
siind on pyored karheapintainen pai, jonka kaarevuusside on 10 mm.

Koeolosubteet

Limpdherkkyys (liekin vaikutus)

Kaupan olevassa muodossa olevaa ainetta asetetaan putkeen 60 mm:n korkeudelle kolmessa yhtd
suuressa erdssid. Kutakin eraid tiivistetdidn pinnalta varovasti 80 newtonin voimalla hiukan putkea
pienemmilli puuminnilld. Hyytelomiisen aineen ollessa kyseessd on varottava, ettei tiyttovaiheessa
synny kuplia.

Mekaaninen herkkyys (isku)

Aine testataan kuivana. Niytteen tilavuuden tulee olla 40 mm3 tai kiytettiviin laitteeseen soveltuva.
Kuiviin aineisiin tahnoja lukuun ottamatta sovelletaan seuraavaa:

a) jauhetut aineet seulotaan (seulan koko 0,5 mm); seulan lipiissyt osa kiytetddn testaukseen;

b) puristetut, valetut tai muuten tiivistetyt aineet hajotetaan ja seulotaan; 0,5 -1 mm:n lipimittainen
seulos kiytetdin testaukseen.

Testattaessa nesteitd ylempi terissylinteri painetaan alas, kunnes se on 1 mm:n piissi alemmasta
sylinteristd, ja jitetdan tihdn asentoon.
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1.6.2.3

1.6.3

1.6.3.1

1.6.3.2

1.6.3.3

Mekaaninen herkkyys (hankaus)

Aine testataan kuivana. Niytteen tilavuuden tulee olla 10 mm?. Kuiviin aineisiin tahnoja lukuunot-
tamatta sovelletaan seuraavaa:

a) jauhetut aineet seulotaan (seulan koko 0,5 mm); seulan lipdissyt osa kiytetiin testaukseen;

b) puristetut, valetut tai muuten tiivistetyt aineet hajotetaan ja seulotaan; > 0,5 mm ldpimittainen
seulos kiytetiin testaukseen.

Kokeiden suoritus

Limpoéherkkyys (liekin vaikutus)

Kuumuus tuotetaan propaanilla, joka johdetaan painesditimelld (500 mbar) varustetusta kaasupul-
losta jakoputkiston kautta neljdian polttimeen. Nimi neljd poltinta kuluttavat 3,2 litraa propaania
minuutissa. Mikili kuumentamiseen kiytetiin muita kaasuja, polttimet, kaasunkulutus ja ilman
sisddnvirtaus on valittava siten, ettd vertailumairityksissd inerteilld aineilla (hiekalla, dibutyyliftalaa-
tilla) saadaan samat lampotila/aikakdyrit kuin kuumennettaessa tdytettyjd putkia propaanilla.

Polttimet sijoitetaan koekammion ympirille kuvan 2 osoittamalla tavalla.

Polttimet sdddetiin niin, ettd liekin sinisen sisdosan karki melkein koskettaa putkea. Koe suoritetaan
teraskammiossa, jonka mitat ilmenevit kuvasta 2.

Propaanipolttimien mitat on annettu kuvissa 3 a ja 3 b. Kaksi kolmen testin sarjaa on tehtivi,
ensimmadinen sarja kdyttden suutinlevyd, jossa on 2 mm:n ldpimittainen reikd, toisessa sarjassa yli 2
mm:n (esim. 6 mm:n) ldpimittaista reikda.

.

Jos ensimmaiisen sarjan (2 mm:n reikd) aikana tapahtuu rdjihdys, toista sarjaa ei tarvitse tehda.
Mikili rijahdysti ei tapahdu viiden minuutin kuluttua, koe lopetetaan.

Mekaaninen herkkyys (isku)

Tissi selostetulla iskulaitteella tehddan kuusi testid pudottamalla 10 kg:n paino 0,4 m:n korkeudelta.
Muissa laitteissa ndytettd verrataan m-dinitrobentseeniin kidytdssi olevaa menettelytapaa noudattaen
(ylos-alas-tekniikka jne.).

Mekaaninen herkkyys (hankaus)

Posliinipuikko asetetaan testattavaan niytteeseen ja paino ripustetaan paikoilleen. Testid suoritetta-
essa posliinilaatalla olevien karhennusjilkien on oltava poikittain liikkeen suuntaan nihden. On
huolehdittava siitd, ettd puikko pysyy niytteessi, ettd puikon alla on tarpeeksi ndytetta ja ettd laatta
liikkkuu oikein puikon alla. Posliinilaatan tulee liikkua posliinipuikon alla edestakaisin 10 mm
kumpaankin suuntaan 0,44 sekunnin kuluessa. Pinnan kutakin kohtaa voidaan kiyttidd vain yhteen
testiin.
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2.1

2.2

3.1

3.2

TULOKSET

Tulosten kisittely

Kokeet voidaan lopettaa niin pian kuin jostakin testisti saadaan positiivinen tulos.

Arviointi
Direktiivin tarkoittamassa merkityksessd aine tai valmiste voi periaatteessa olla rdjahdysaltis,
mikali:

a) rdjihdys tapahtuu (eli putki hajoaa kolmeen tai useampaan osaan) tehtdessd mairdttyd madrdd
limpoherkkyystesteja, tai

b) ridjahdys (liekkiin leimahtaminen vastaa rdjihdystd) tapahtuu vihintidn kerran selostetulla
iskulaitteella tehdyn kuudén testin aikana, tai ndyte on m-dinitrobentseenia herkempi vaihtoeh-
toisessa iskukokeessa, tai

¢} ridjihdys (rdtind tai liekkiin leimahtaminen vastaa rijihdystd) tapahtuu vihintddan kerran
selostetulla hankauslaitteella tehdyn kuuden testin aikana, tai ndyte on m-dinitrobentseenii
herkempi vaihtoehtoisessa hankauskokeessa.

RAPORTOINTI

Koeraportti

Raportin tulee, mikali mahdollista, sisaltad seuraavat tiedot:

— testattavan aineen tai valmisteen nimi, koostumus, puhtaus, kosteuspitoisuus jne.,

— ndytteen fysikaalinen olomuoto ja onko se seulottu,

— testin kuluessa tehdyt huomiot (reaktiotyyppi, kipinit, liekki, rajahdys, sirujen maird jne.),
— tulokset kustakin testistd, .

— vaihtoehtoisia laitteita kiytettdessi on annettava tieteellinen perustelu laitteen valinnalle ja
osoitus vaihtoehtoisella laitteella saatujen tulosten korrelaatiosta suositellulla laitteella saatuihin
tuloksiin,

— kaikki asiaan liittyvdt huomautukset, kuten viittaukset samankaltaisilla tuotteilla tehtyihin
testeihin, joilla voi olla vaikutusta tulosten tulkintaan.

Tulosten tulkinta ja arviointi

Koeraportissa tulee olla maininta tuloksista, joita pidetain vairini, tavallisuudesta poikkeavina tai
epdtyypillisind. Mikili jokin tulos jitetidn ottamatta huomioon, timi on perusteltava ja tulokset
vaihtoehtoisesta tai lisikokeesta on annettava.

Joskus tulos voi olla viiristynyt johtuen aineen tai valmisteen fysikaalisesta olomuodosta tai
haihtuvuudesta kokeen aikana; tillaisessa tapauksessa on hyvi tietid, minkilainen tulos saadaan
aineen tai valmisteen markkinoilla olevalla muodolla. Nimi tiedot voidaan mahdollisesti saada
vaihtoehtoisella testauksella. Ellei tavallisuudesta poikkeavaa tulosta voida selittia talld tavoin, se on
hyviksyttdvi sellaisenaan ja aine tai valmiste luokiteltava sen mukaisesti.
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Lisdys
Esimerkki materiaalispesifikaatiosta'
(1) Materiaalispesifikaatio N:o 1.0336.505 g, DIN 1623, sivun 1 mukaisesti.
(2) Materiaalispesifikaatio N:o 1.4873, ”Stahl-Eisen-Werkstoff” 490-52 mukaisesti.
(3) Materiaalispesifikaatio N:o 1.3817, ”Stahl-Eisen-Werkstoff” 490-52 mukaisesti.
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Kuva 1

(Kaikki mitat millimetreini)
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Kuva 2

(Kaikki mitat millimetreina)
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Kuva 3 a
Materiaali: messinki

(Kaikki mitat millimetreini)
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Kuva 3 b
Materiaali: messinki

(Kaikki mitat millimetreini)
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A. 15. ITSESTAAN SYTTYMINEN (HAIHTUVIEN NESTEIDEN JA KAASUJEN
ITSESYTTYMISEN LAMPOTILAN MAARITTAMINEN)

1 MENETELMA

1.1 Johdanto

On hyvid hankkia ennakkotietoja aineen itsestidnsyttymisominaisuuksista. Menetelmilld voi testata
kaupan olevia kaasumaisia ja haihtuvia nestemiisid aineita, jotka tai joiden kaasut voidaan sytyttda
kuuman pinnan avulla niiden ollessa ilman kanssa kosketuksissa. Itsesyttymisen lampotila voi
alentua huomattavasti testattavassa aineessa olevien katalyyttisten epapuhtauksien ansiosta.

1.2 Maiiritelmit ja yksikot

Itsestddnsyttymisaste ilmaistaan itsesyttymisen limpétilana. Itsesyttymisen limpétila on alin 1lamp6-
tila, jossa testattava aine syttyy ilmaan sekoitettuna testausmenetelmidn mairittelemissi olosuh-
teissa.

1.3 Vertailuaineet

Ei ole mairitelty.

1.4 Menetelmin periaatteet

Kaasujen ja hdyryjen itsestddnsyttymiskidyttdytyminen mdaritetddn [EC 79-4:ss3 selostetun laitteen
avulla.

1.5 Laatukriteerit

Toistettavuus vaihtelee riippuen itsesyttymisen lampotilavilisti ja kaytetystd testausmenetelmistd
(korkeintaan = § °C).

Herkkyys riippuu kaytetystd testausmenetelmasta.

Spesifisyys riippuu kiytetystd testausmenetelmasti.

1.6 Menetelmin selostus

1.6.1 Laite

Kohdassa 1.6.3 mainittuun testausmenetelmain sisiltyy laiteselostus.

1.6.2 Koeolosubteet

Testattava niyte testataan kohdassa 1.6.3 mainitun menetelman mukaisesti.

1.6.3 Testin suoritus

Katso IEC 79-4, DIN 51794, ASTM-E 659-78, BS 4056.
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TULOKSET

Koelimpétila, ilmanpaine, ndytteen miira ja syttymiseen kuluva aika kirjataan.

RAPORTOINTI

Raportin tulee, mikili mahdollista, sisiltdd seuraavat tiedot:

— aineen tarkka mdiritys (koostumus ja epapuhtaudet),

— nédytteen mairi ja ilmanpaine,

—— mdiritystulokset (koelimpétila, syttymistulokset, syttymiseen kulunut aika),

— kaikki tulosten tulkintaan vaikuttava muut huomautukset.

LAHDELUETTELO

Ei ole.
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A. 16. ITSESTAAN SYTTYMINEN (KIINTEAT AINEET - SUHTEELLISEN ITSESYTTYMISEN

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

LAMPOTILAN MAARITTAMINEN)

MENETELMA

Johdanto

Tami testi tehddian rajihtiville aineille ja aineille, jotka syttyvit itsestidn ollessaan kosketuksissa
ilman kanssa ympdristén lampétilassa.

Testin tarkoituksena on hankkia alustavia tietoja kiinteiden aineiden itsestainsyttymisestd korkeissa
lampotiloissa.

Jos aineen reaktiosta hapen kanssa tai eksotermisestd hajoamisesta johtuva limpo ei haihdu kyllin
nopeasti ymparistoon, tapahtuu itsestidn kuumenemisesta johtuva itsesytytys. Itsesytytys tapahtuu
ndin ollen lammontuotannon ylittdessd lammonhukan.

Testimenetelmai sopii kiinteiden aineiden alustavaan seulontatestaukseen. Kiinteiden aineiden syttymi-
sen ja palamisen monimutkaisesta luonteesta johtuen tilld testimenetelmalld maaritettyd itsesyttymi-
sen lampotilaa tulee kayttdd vain vertailutarkoituksiin.

Mairitelmit ja yksikot

Tilli menetelmilli saatu itsesyttymisen limpétila on C-asteissa ilmaistu alhaisin ympariston lamp6-
tila, jossa tietty maird ainetta syttyy madrityissd olosuhteissa.

Vertailuaineet

Ei ole.

Menetelmin periaatteet

Tietty mdird testattavaa ainetta asetetaan huoneenlimpoiseen uuniin; ndytteen keskeltd mitataan
lampéotila/aikakdyrd, kun uunia kuumennetaan 400 C-asteeseen 0,5 °C:n minuuttivauhdilla. Uunin
limpétilaa, jossa niyte itsestdin kuumenemalla saavuttaa 400 °C, sanotaan tissd testissd itsesyttymi-
sen lampotilaksi.

Laatukriteerit

Ei ole.

Menetelmin selostus

Laite

Uuni

Limpétilaohjelmoitu laboratoriouuni (tilavuus noin 2 litraa), jossa on luonnollinen ilmankierto ja
rijihdysaukko. Rijihdysvaaran vilttimiseksi on varmistauduttava siitd, etteivit hajoamisesta synty-
vit kaasut padse kosketuksiin uunin kuumentamiseen kiytettivien sihkdelementtien kanssa.



15/Nide 05

Euroopan yhteisojen virallinen lehti 89

1.6.1.2

1.6.1.3

1.6.14

1.6.2

1.6.3

Metalliverkkokuutio

Ruostumatonta terasverkkoa, jonka silmukkakoko on 0,045 mm, leikataan kuvassa 1 esitetyn
kaavan mukaisesti (katso lisdys). Verkko taivutetaan ja kiinnitetddn terdslangalla pdiltd avoimiksi
kuutioiksi.

Termoparit

Sopivat termoparit.

Rekisterdintilaite

Miki tahansa kaksikanavainen 0 - 600 °C:seen tai vastaavaan jinnitteeseen kalibroitu rekisterointi-
laite.

Koeolosuhteet

Aineet testataan niiden kaupallisessa muodossa.

Kokeen suoritus

Kuutio tidytetddn testattavalla aineella, naputetaan varovasti, ja ainetta lisitdan, kunnes kuutio on
aivan tdynni. Sen jilkeen nidyte ripustetaan huoneen limpétilassa olevan uunin keskelle. Toinen
termopari asetetaan kuution keskelle ja toinen kuution ja uunin seinin viliin rekisterdimdin uunin
lampétilaa.

Uunin ja ndytteen ldmpétilat rekisteroidddn jatkuvasti, kun uunin limpétilaa nostetaan 0,5 C-asteen
minuuttivauhdilla 400 C-asteeseen tai kiintedn aineen sulamispisteeseen, mikili tima on alempi.

Kun aine syttyy, nidytteessi oleva termopari osoittaa hyvin jyrkkdd limpétilan nousua uunin
limpétilaan verrattuna.

TULOKSET

Uunin lampétila hetkelld, jolloin niytteen lampotila saavuttaa 400 °C itsesytytyksen vuoksi, on
tirked tulosten arvioimisen kannalta (katso lisayksen kuvaa 2).

RAPORTOINTI

Raportin tulee, mikili mahdollista, sisdltdd seuraavat tiedot:
— kuvaus testattavasta aineesta,
— mittaustulokset sekd lampétila/aikakdyrd,

— kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat muut huomautukset.

LAHDELUETTELO

Ei ole.
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Lisdys
Kuva 1

20 mm:n testikuution kaava
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Kuva 2
Tyypillinen limpéotila/aikakayra

T ; - ; Niytteen limpdtila
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Syttymislimpétila 4

Uunin lampétila
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

A. 17. HAPETTUMISOMINAISUUDET

MENETELMA

Johdanto

Ennen timin testin suorittamista on hyvi hankkia alustavia tietoja aineen mahdollisista rajihdyso-
minaisuuksista ja myrkyllisyydesta.

‘Tilla menetelmilld ei voi testata nesteitd ja kaasuja, rdjihtavid tai herkisti palavia aineita, orgaanisia

peroksideja eikd palavia kiinteita aineita, jotka saattavat sulaa koeolosuhteissa.

Testi on tarpeeton, kun aineen rakennekaavasta voi paitelld, ettd aine tai valmiste ei todennikdisesti
reagoi eksotermisesti palavan aineen kanssa.

Esitestilld varmistetaan, onko koe suoritettava erityistd varovaisuutta noudattaen.

Maiiritelmat ja yksikot

Palamisaika: reaktioaika sekunneissa laskettuna reaktiokohdan siirtymisend aineesta tehdyssi tan-
gossa kohdassa 1.6 selostetulla tavalla.

Palamisnopeus: ilmoitetaan millimetreind sekunnissa.

Suurin palamisnopeus: suurimmat palamisnopeusarvot, jotka on saatu seoksilla, joiden painosta
10—90 % on hapetinta.

Vertailuaine

Analyysilaatuista bariumnitraattia kiytetddn vertailuaineena kokeessa ja esitestissi.
Esitestissd voidaan myos kayttdd kaliumdikromaattia.

Kaliumdikromaattia kisiteltdessd on noudatettava erityistd varovaisuutta.

Vertailuaine on se bariumnitraatin ja jauhetun selluloosan kohdan 1.6 mukaisesti valmistettu seos,
jolla on suurin palamisnopeus (tavallisesti seos, jossa bariumnitraatin osuus on 60 % painosta).

Menetelmin periaatteet

Esitesti tehdddn turvallisuussyista. Jos esitesti selvisti osoittaa, ettd testattavalla aineella tai valmis-
teella on hapettumisominaisuuksia, timi koe riittdd. Muussa tapauksessa ainetta tai valmistetta
testataan edelleen.

Jatkotestissad testattavaa ainetta ja tiettyd palavaa ainetta sekoitetaan eri suhteissa. Kustakin seoksesta
muovataan tanko, joka sytytetdin toisesta pddsti. Miiritettyd suurinta palamisnopeutta verrataan
vertailuseoksen suurimpaan palamisnopeuteen.

Laatukriteerit

Tarvittaessa voidaan kiyttdid miti tahansa jauhamis- ja sekoitusmenetelmii edellyttien, ettd kuu-
dessa eri testissd madritetyt suurimmat palamisnopeudet eroavat aritmeettisesta keskiarvosta korkein-
taan 10 %.
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1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

1.6.2.3

Menetelmin selostus

Esitesti

Kaupallisessa muodossa oleva aine kuivataan. Kuivattu aine sekoitetaan kuivattuun selluloosaan tai
puujauhoon painosuhteessa 2 osaa testattavaa ainetta ja 1 osa selluloosaa tai puujauhoa. Seoksesta
muodostetaan pieni kartiomainen keko, jonka mitat ovat 3,5 cm (pohjan lipimitta) x 2,5 cm
(korkeus), tayttamalld 16ysisti kartionmuotoinen muotti (esim. laboratoriolasisuppilo, jonka varsi on
tukittu).

Keko asetetaan viiledlle, eristdville ja johtamattomalle alustalle sytytysldhteen yliapuolelle, jossa on
noin 1 mm testauspinnan ylipuolella oleva ja keon pohjan yli ulottuva inertti nikkeli- tai
platinalanka (joka voidaan kuumentaa sihkolld noin 1 000 C-asteiseksi). Testi tehddin vetokaapissa
kohdan 1.6.3 mukaisesti.

Sytytyslihde kidynnistetddn ja jitetdan kdyntiin. Syntyvin reaktion voimakkuutta ja kestoa tarkkail-
laan, ja huomiot kirjataan.

Aineen tai valmisteen katsotaan olevan hapettava, jos reaktio on voimakas.

Aina kun tulos on epdilyttiva, on tehtdvd koko alla selostettu testisarja.

Valmistelevat toimenpiteet
Testattava aine

Testattavan ndytteen hiukkaskoko pienennetian > 0,125 mm seuraavalla tavalla. Kaupallisessa
muodossa oleva testattava aine seulotaan, jiljelle jidva osa jauhetaan jamenettely toistetaan, kunnes
koko ndyte menee seulan lapi.

Miti tahansa laatukriteerit tiyttavidi jauhamis- ja seulontamenettelyd voidaan kiyttia.

Ennen seoksen valmistamista ainetta kuivataan 105 °C:n ldmpotilassa, kunnes vakiopaino on
saavutettu. Mikili testattavan aineen hajoamisldmpétila on alempi kuin 105 °C, aine tdytyy kuivata
sopivassa alemmassa lampotilassa.

Palava aine

Jauhettua selluloosaa kiytetadn palavana aineena. Selluloosan tulee olla laadultaan sellaista, jota
kiytetddn ohutkerros- tai pylviskromatografiassa. Laatu, jossa 85 % kuiduista on 0,020—0,075
mm:n pituisia, on osoittautunut sopivaksi. Selluloosajauhe seulotaan seulalla, jonka raekoko on
0,125 mm.

Ennen seoksen valmistamista jauhettu selluloosa kuivataan 105 °C:n lampotilassa, kunnes vaki-
opaino on saavutettu.

Mikali esitestissd kaytetddn puujauhoa, havupuujauho valmistetaan ottamalla talteen 1 600 wm:n
raekokoisen seulan lapi menevi jauho, joka sekoitetaan huolellisesti ja kuivataan 105 °C:n lammossi
enintddn 25 mm paksuna kerroksena. Sitten jauho jddhdytetddn, ja tarpeellinen mairi sailytetddn
ilmatiiviissd astiassa, kunnes se kiytetddn. Se tulisi kdyttdd vuorokauden kuluessa kuivatuksesta.

Seokset

Valmistetaan hapetin-selluloosaseokset, joissa hapettimen mairi on 10—90 % painosta 10 %
lisdyksin. Rajatapauksissa kiytetddn nididen vilissd olevia hapetin-selluloosaseoksia, jotta suurin
palamisnopeus voidaan mairittdd tismallisemmin.
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1.6.24

1.6.3

Huomautus

Hapettimen ja selluloosan seokset voivat olla rdjihdysherkkii, ja niitd on kisiteltdva tarpeellista
varovaisuutta noudattaen. : .

‘Tanko tehddin muotilla. Muotti on metallia, sen pituus on 250 mm, ja siind on kolmikulmainen

poikkipinta, jonka sisikorkeus on 10 mm ja sisileveys 20 mm. Muotin kumpaankin pitkddn sivuun
kiinnitetadn sivusuojiksi metallilevyt, jotka ulottuvat 2 mm kolmikulmaisen poikkipinnan ylipuolelle
(kuva). Muotti tiytetddn testattavalla seoksella 16ysisti jonkin verran yli reunojen. Sen jilkeen muotti
pudotetaan kerran 2 cm:n korkeudelta kovalle alustalle, ja jiljelld oleva liika aine pyyhitidn pois
viistoasennossa olevalla levylld. Sivusuojat poistetaan ja jiljelld oleva jauhe tasoitetaan telalla.
Palamaton levy asetetaan muotin pdaille, laite kddnnetddn ylosalaisin ja muotti poistetaan.

Sytytysldahde

Kaasupolttimen liekkid tai siahkolld noin 1 000 C-asteeseen kuumennettua platinalankaa kiytetdin
sytytyslihteena.

Kokeen suoritus
Niyte asetetaan vetokaappiin vasten vetoa.

Ilman nopeuden tulee olla niin suuri, ettei laboratorioon pdise kaasuja, eikd se saa vaihdella kokeen
aikana. Laitteen ympdrille asetetaan vetosuoja.

Selluloosan ja testattavan aineen kosteutta sitovien ominaisuuksien vuoksi koe on suoritettava
mahdollisimman nopeasti.

Tangon toinen pid sytytetian koskettamalla sitd liekilld tai hehkuvalla platinalangalla. Kun reakti-
oalue on siirtynyt 30 mm, seuraavan 200 mm:n reaktioaika mitataan.

Testi tehddin vertailuaineella. Sen jilkeen testataan kukin testattavasta aineesta ja selluloosasta tehty
seos ainakin kerran.

Mikili suurin palamisnopeus osoittautuu olevan huomattavasti suurempi kuin vertailuaineen pala-
misnopeus, koe voidaan lopettaa; muussa tapauksessa testi toistetaan kolmella suurimman palamis-
nopeuden saavuttavalla seoksella viisi kertaa.

TULOKSET

Turvallisuussyistd valitaan testattavan aineen tyypilliseksi hapettumisominaisuudeksi suurin palamis-
nopeus — ei keskiarvoa.

Arvioinnissa kiytetddn tietyn seoksen kuuden testin antamaa korkeinta palamisnopeusarvoa.

Kunkin seoksen korkeimmasta palamisnopeusarvosta suhteessa hapettimen mairadn piirretdan
kayra.

Kiéyristd otetaan suurin palamisnopeus.

Kuusi palamisnopeusarvoa, jotka on mitattu seoksesta suurimman palamisnopeusarvon ohella,
saavat poiketa korkeintaan 10 % aritmeettisesta keskiarvosta, muussa tapauksessa jauhamis- ja
sekoitustapaa on parannettava. :

Suurinta palamisnopeutta vetrataan vertailuaineen suurimpaan palamisnopeuteen (katso 1.3).
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3.1

32

RAPORTOINTI

Koeraportti

Koeraportin tulee, mikili mahdollista, sisdltid seuraavat tiedot:
— kuvaus testattavasta aineesta,

— testattavan aineen kisittely (esim. jauhatus, kuivatus),

— mittaustulokset,

— reaktiotapa (esim. leimahtava pinnan palaminen, koko massan palaminen, mahdolliset tiedot
palavista tuotteista jne.),

— kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat lisihuomautukset, kuten kuvaus turvallisuusesitestissi/

seulontatestissi saadun reaktion voimakkuudesta (liekit, kipinit, savu, hidas kyteminen jne.) ja
likima4riisestd kestosta sekd testattavan aineen ettid vertailuaineen osalta.

Tulosten tulkinta

Ainetta pidetdin hapettavana aineena, kun:
a) esitestissd saadaan voimakas reaktio

b) kokeen tuloksena testattavien seosten suurin palamisnopeus on suurempi tai yhtd suuri kuin
vertailuseoksena kaytetyn selluloosan ja bariumnitraatin.

LAHDELUETTELO

Ei ole.
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Lisays

Kuva

Muotti ja muut tangon valmistamiseen tarvittavat osat

(Kaikki mitat millimetreini)

@)

e

Lo

Muotin pituus: 250 mm
Materiaali: alumiini
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A.

OSA B: MYRKYLLISYYDEN MAARITYSMENETELMAT

YLEISJOHDANTO: OSA B

JOHDANTO

Ks. yleisjohdanto.

MAARITELMAT |

i) Akuutti myrkyllisyys kasittad haittavaikutukset, jotka syntyvit tietyn ajan (yleensd 14 pii-
vin) kuluessa siitd, kun ainetta on annettu yksi annos.

i) LDjp (median lethal dose) on tilastollisesti laskettu aineen yksittiisannos, jonka voidaan
odottaa tappavan 50 % annoksen saaneista eldimisti. LDsg-arvo ilmoitetaan testattavan
aineen painona suhteessa testattavan eldimen yksikkdpainoon (milligrammoina kilogram-
maa kohden).

ili) LCsp (median lethal concentration) on tilastollisesti laskettu aineen pitoisuus, jonka
voidaan odottaa tappavan 50 % miiriajaksi altistetuista eldimistd joko altistamisen aikana
tai midridajassa sen jilkeen. LCso-arvo ilmoitetaan testattavan aineen painona ilman
standarditilavuutta kohden (milligrammoina litraa kohden).

iv)  Ei myrkkyvaikutusta -taso on testissi kaytetty suurin annos tai altistamistaso, joka ei
aiheuta havaittavia haittavaikutuksia.

v)  Subakuutti/subkrooninen myrkyllisyys kisittdd koe-eldimilld esiintyvdt haittavaikutukset,
kun niille niiden arvioituun elinikddn verrattuna lyhyen ajanjakson kuluessa piivittdin
annetaan tietty kemikaaliannos tai kun ne altistetaan tietylle kemikaalille.

vi) Suurin siedetty annos (MTD, maximum tolerated dose) on suurin myrkkyvaikutuksia
aiheuttava annos, jolla ei ole suoritetun testin kannalta merkittaviai kuolleisuusvaikutusta,
esim. karsinogeenitutkimuksissa muut vaikutukset kuin kasvaimet.

vii) IThon drsytys on parannettavissa oleva, testattavan aineen kdyton seurauksena syntynyt
tulehduksellinen ihomuutos.

viii) Silmdn drsytys on silmidn parannettavissa oleva muutos, joka aiheutuu testattavan aineen
panemisesta silmin ulkopinnalle.

ix) Ihon berkistyminen (allerginen kosketusihottuma) on jostakin aineesta johtuva immunolo-
gisesti hoidettava ihoreaktio.

ARVIOINTI JA TULKINTA

Eldin- ja in vitro -kokeiden tuloksia ei suoraan voida soveltaa ihmiseen. Timi on syytd muistaa
tuloksia arvioitaessa ja tulkittaessa.

Mikali ihmisilld tehdyistd kokeista on tietoja saatavilla, niiden painoarvo on suurempi, kun
mdiritetddn kemiallisen aineen mahdollisia vaikutuksia viestdén.

MUTAGEENISYYS (mukaan lukien syépasairauksien esiseulontatesti)

Tutkittavan aineen mahdollisen mutageenisyyden alustavaksi toteamiseksi on hankittava tietoja
kahdesta kategoriasta, geenimuutoksista ja kromosomien poikkeavuudesta.

Naissd médrityksissd kdytetddn seuraavia testeji:

i) Geeni(piste)muutoksen aiheuttaminen esitumallisissa soluissa, kuten Salmonella typhimu-
rium; testi voidaan myos suorittaa kiyttden Escherichia colia. Valinta nididen kahden
testiorganismin vililli suoritetaan testattavan kemikaalin perusteella.
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i)  Nisdkkaiden soluissa tapahtuvaa kromosomien poikkeavuutta aiheuttava in vitro -testi; in
vivo -menetelmdi (mikrotumakoe tai luuytimen solujen metafaasianalyysi) voidaan myés
kiyttdd,

KIRJALLISUUSVIITTEET

Toksikologia on kehittyvd kokeellinen tieteenala, ja kirjallisuutta sen eri aihepiireisti on
runsaasti saatavilla. Taloudellisen yhteistyo- ja kehitysjirjeston (OECD:n) testausohjeissa on
lisdtietoja.

Lisahuomautuksia
Eldinten huolto

Elinolosuhteiden tarkka valvonta ja oikea eldintenhoitotekniikka ovat hyvin tirkeiti myrkylli-
syystestauksissa.

i)  Asuinolosuhteet

Koe-eldinten asuintiloissa tai aitauksissa vallitsevien olosuhteiden tulee olla lajille sopivat.
Jyrsijoille sopiva huoneen lampétila on 22 + 3 °C ja suhteellinen kosteus 30-70 %; kaneille
ja marsuille limpétilan tulee olla 20 + 3 °C ja suhteellisen kosteuden 30-70 %.

Erdit testausmenetelmit ovat erityisen herkkia limpotilan vaikutuksille. Tillin testausme-
netelman selostus sisiltdd tarvittavat olosuhteiden sidtimisohjeet. Kaikissa myrkyllisyystut-
kimuksissa limpotilaa ja kosteutta on tarkkailtava. Ne kirjataan ja ilmoitetaan tutkimuk-
sen loppuraportissa.

Keinovaloa kiytettiessd valorytmin tulisi yleensi olla 12 tuntia valoa ja 12 tuntia pimeii.
Valorytmi kirjataan ja ilmoitetaan tutkimuksen loppuraportissa.

Eldimilld suoritettujen kokeiden raportissa on mainittava, minkalaisia hikkeja on kiytetty
ja ilmoitettava kussakin hikissd pidettyjen eldinten luku altistamisen ja mahdollisen
seurannan aikana.

ii)  Ruokintaolosuhteet
Ruokavalion tulee tdyttdd kaikki testattavalle lajille asetetut ravintovaatimukset. Kun
testattavia aineita annetaan eldimille ravinnon yhteydessd, ravitsemustaso voi muuttua
testattavan aineen ja annetun ravinnon vuorovaikutuksen ansiosta.

Timi mahdollisuus on otettava huomioon testituloksia arvioitaessa.

Ruokavalio ei saa sisdltdd haitallisia mairia myrkyllisyystestitulokseen vaikuttavia kontami-
nantteja.
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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. AKUUTTI MYRKYLLISYYS (ORAALINEN)

MENETELMA

Johdanto

Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

Mairitelmit

Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

Vertailuaineet

Ei ole.

Testin periaate

Testattava aine annetaan suun kautta ruokintaletkun avulla asteittain suurenevina annoksina useille
koe-eldinryhmille, niin etti kukin ryhmid saa erisuuruisen annoksen. Sen jilkeen tarkkaillaan
vaikutusta ja todetaan kuolemantapaukset. Kokeen aikana kuolleille eldimille ja sen loputtua elossa
oleville eldimille suoritetaan ruumiinavaus. T4td menetelmid kaytetddn paidasiassa jyrsijoilla suorite-
tuissa tutkimuksissa.

Laatukriteerit

Ei ole.

Testin kuvaus

Testin valmistelu

Eldimet siirretddn koetiloihin, ja kokeen aikana annettava ruokinta aloitetaan vahintdan viisi paivad
ennen kokeen alkua. Ennen testid nuoret, terveet tiysikasvuiset eldimet randomisoidaan ja jaetaan
koeryhmiin.

Testattavasta aineesta valmistetaan tarvittaessa liuos tai seos sopivaan liuottimeen. Suositellaan
veteen liuottamista aina kun mahdollista, sen jilkeen kasvioljyd, sitten jonkin muun liuottimen
kiyttdéd tai suspension valmistamista. Kiytettdessi muita liuottimia kuin vettd linottimen toksiset
ominaisuudet on tunnettava, tai ne on maaritettiva ennen testid tai sen kuluessa. Jyrsij6illd annos saa
olla korkeintaan 10 ml/kg ruumiinpainosta, mutta vesiliuoksen ollessa kyseessd voidaan antaa 20
ml/kg. Testiliuoksen miarilliset vaihtelut on minimoitava sddtimalld liuoksen pitoisuus eri annosta-
soilla, jotta miird on vakio kaikilla annostasoilla.

Koeolosubteet

Koe-eldimet
Rotta on suositeltavin laji, jollei se ole kontraindikoitu.

On kiytettavd yleisesti kiytettyja laboratoriokantoja. Kumpaakin sukupuolta olevien koe-eldinten
paino saa vaihdella korkeintaan * 20 % tavanomaisesta keskiarvosta.
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1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.4

1.6.2.5

1.6.3

Lukumdird ja sukupuoli

Kutakin annostasoa varten tarvitaan vihintdan 10 jyrsijad (viisi naarasta ja viisi urosta). Naaraiden
on oltava synnyttimittdmii, eivitkd ne saa olla tiineeni.

Annostasot

Annostasoja on oltava vihintdin kolme, ja niiden tulee erota toisistaan niin paljon, ettd testiryhmissa
saadaan esiin myrkkyvaikutukset ja kuolleisuusaste. Koetulosten perusteella on voitava laatia
annos/vastekayri ja, mikili mahdollista, hyviksyttivda LDso-mairitys.

Rajatesti

Jos koeryhmaissa (viisi eldintd kumpaakin sukupuolta) ei esiinny yhtddn testattavaan yhdisteeseen
liittyvad kuolemantapausta 14 paivian kuluessa 5 000 mg/kg:n annoksen antamisesta, niin saatu
arvio aineen akillisestd myrkyllisyydesta on yleensi kyllin tarkka.

Tarkkailuaika

Tarkkailuajan on oltava vihintddn 14 pdivdd, mutta sen pituus ei ole tarkoin miirdtty. Se riippuu
myrkytysreaktioista, niiden alkamisnopeudesta ja toipumisajan pituudesta. Tarkkailuaikaa voidaan
siis tarpeen mukaan pidentdd. Myrkytysoireiden alkamis- ja loppumisaika sekd kuoleman ajankohta
ovat tirkeitd, varsinkin jos kuolema nayttdd viivastyvin.

Testin suorittaminen

Eldinten on paastottava ennen testattavan aineen antamista. Rotat paastoavat yon, mutta eldimille,
joilla on vilkkaampi aineenvaihdunta, riittdd lyhyempi paasto. Veden saantia ei rajoiteta. Seuraavana
pdivdni eldimet on punnittava ja testattava aine annetaan yhtenid annoksena eldimille ryhmittdin
ruokintaletkua kiyttien. Jollei aineen antaminen ole mahdollista yhtend annoksena, se voidaan antaa
osina enintddn vuorokauden aikana. Testattavan aineen antamisen jilkeen ruokaa ei tarvitse antaa
3-4 tuntiin. Kun annos annetaan pidemmin ajan kuluessa useana osa-annoksena, voi olla tarpeen
antaa eldimille ruokaa ja vettd. Annostelun jilkeen eldimid tarkkaillaan ja huomiot Kkirjataan
jarjestelmillisesti. Jokaisesta eldimestd pidetddn erikseen kirjaa. Ensimmdisend piivind tarkkailu on
suoritettava useita kertoja.

Huolellinen kliininen tutkimus on tehtdvd arkipdivisin vihintdan kerran pdivissd. Eldimid on
tarkkailtava pdivittdin ja on ryhdyttdva tarpeellisiin toimenpiteisiin, jotta tutkimuksesta menetettsi-
siin mahdollisimman vihin eldimii. Kuolleille eliimille suoritetaan ruumiinavaus tai ne pakastetaan,
ja heikot tai kuolemaisillaan olevat eldimet eristetddan tai lopetetaan. Eldimii tarkkailtaessa on
huomiota kiinnitettavi muutoksiin, joita tapahtuu karvapeitteessi ja ihossa, silmissi ja limakalvoissa
sekd hengitys- ja verenkiertoelimissd, autonomisessa ja keskushermostossa, somatomotorisissa toi-
minnoissa ja kdyttiytymistavassa. Erityisesti tarkkaillaan, esiintyykd vapinaa, kouristuksia, syljeneri-
tystid, ripulia, horros- ja unitiloja sekd koomaa. Kuolinaika on kirjattava mahdollisimman tarkasti.

Kokeen aikana kuolleille ja sen loputtua eloon jiineille eldimille suoritetaan ruumiinavaus. Kaikki
paljain silmin havaittavat patologiset muutokset on kirjattava. Kudosniytteiti on otettava tarpeen
mukaan histopatologisia tutkimuksia varten.

TULOKSET

Tulokset esitetddn taulukon muodossa, josta nikyy kuhunkin testiryhmiin kuuluvien eldinten
lukumaidrd kokeen alussa ja lopussa, kunkin eldimen kuolinaika, niiden eldinten lukumaiiri, joissa
esiintyi muita myrkytysoireita, kuvaus myrkkyvaikutuksista ja ruumiinavauksen 16ydéksistd. Kunkin
eliimen paino on kirjattava ennen testattavan aineen antamista, viikottain sen jilkeen ja eldimen
kuoltua. Painonmuutokset on laskettava ja kirjattava, jos eloonjiimisaika on vuorokautta pitempi.
LDso-arvo lasketaan jotakin hyvidksyttyd menetelmdid kayttden. Tulosten arvioinnissa on
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mainittava mahdollinen suhde eliimen testattavalle aineelle altistamisen ja kaikenlaisten poikke-
avuuksien esiintyvyyden ja voimakkuuden vililli, esimerkiksi poikkeava kayttiaytyminen, kliiniset
poikkeavuudet, paljain silmin havaittavat vammat, painonmuutokset, kuolleisuus ja muut myrkky-

vaikutukset.
3 RAPORTOINTI
3.1 Tutkimusseloste

Mikili mahdollista, tutkimusselosteen tulee sisiltia seuraavat tiedot:

— eldinlaji, kanta, hankintapaikka, ympdristéolosuhteet, ruokavalio jne.,
— koeolosuhteet,

— annostasot (kdytetty liuotin ja pitoisuus),

— taulukoidut vastetiedot sukupuolen ja annostason perusteella (kuolevien eliinten maard, myrky-
tysoireita osoittavien eldinten mairi, altistuneiden eldinten maard),

— annoksen antamisen jilkeinen kuolinaika,
— eldinten tarkkailu,

— LDsp-arvo kummankin sukupuolen osalta maaritettynd 14 paivan kuluttua (miaritystapa mainit-
tava),

— 95 %:n varmuusvili LDsg:lle

— annos/kuolleisuuskdyrd ja jyrkkyys (mikili kdytetty mairitysmenetelmi antaa nimai tiedot),
— ruumiinavausloydékset,

— mahdolliset histopatologiset 16ydékset,

— tulosten pohdinta,

- tulosten tulkinta.

3.2 Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

4 LAHDELUETTELO

Ks. yleisjohdanto, osa B (D).
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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. 2. AKUUTTI MYRKYLLISYYS (INHALAATIO)

MENETELMA

Johdanto

Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

Mairitelmit

Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

Vertailuaineet

Ei ole.

Testin periaate

Useat koe-eldinryhmit altistetaan maaraajaksi testattavan aineen asteittain suureneville pitoisuuksille,
niin ettd altistumispitoisuus on kussakin ryhmissi erilainen. Sen jilkeen tarkkaillaan aineen
vaikutusta ja todetaan kuolemantapaukset. Kokeen aikana kuolleille eldimille ja sen loputtua elossa
oleville eldimille suoritetaan ruumiinavaus.

Laatukriteerit

Ei ole.

Testin kuvaus

Testin valmistelu

Eldimet siirretddn koetiloihin, ja kokeen aikana annettava ruokinta aloitetaan vihintdan viisi paivaa
ennen kokeen alkua. Nuoret, terveet eliimet randomisoidaan ja jaetaan koeryhmiin. Simuloitua
altistusta ei tarvitse suorittaa, ellei kokeessa kiytetty laitetyyppi sitd edellyti. Testattavaan aineeseen
voidaan tarvittaessa lisitd sopivaa liuotinta, jotta vaadittu pitoisuus ilmassa saavutetaan, ja tillin on
kaytettava liuotinkontrolliryhmaa. Vain sellaisia livottimia ja lisdaineita voidaan kayttdd, joilla
aikaisempien tietojen perusteella ei ole myrkkyvaikutuksia.

Koeolosubteet

Koe-eliimet

Rotta on suositeltavin laji, jollei se ole kontraindikoitu. Yleisesti kaytettyjd laboratoriokantoja
suositellaan kaytettaviksi. Kumpaakin sukupuolta olevien koe-eldinten paino saa vaihdella korkein-
taan + 20 % tavanomaisesta keskiarvosta.
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1.6.2.2 Lukumiaira ja sukupuoli

Kutakin annostasoa varten tarvitaan vdhintddn 10 jyrsijdd (viisi naarasta ja viisi urosta). Naaraiden
on oltava synnyttamittémii, eivdtkd ne saa olla tiineend.

1.6.2.3 Altistamispitoisuudet

Altistamispitoisuuksia on oltava vihintidn kolme, ja niiden on erottava toisistaan niin paljon, ettd
testiryhmissd saadaan esiin myrkkyvaikutukset ja kuolleisuusaste. Koetulosten perusteella on voitava
laatia pitoisuus/kuolleisuus -kidyrd ja mikili mahdollista hyvaksyttava LCso-madritys.

1.6.2.4 Rajatesti

Jos viisi koe-eldintd kumpaakin sukupuolta altistetaan neljaksi tunniksi 20 mg/l kaasulle tai 5 mg/l
aerosolille tai hiukkasille (tai milloin timi ei ole mahdollista testattavan aineen fysikaalisten tai
kemiallisten (mm. rijahdysvaara) ominaisuuksien vuoksi, korkein mahdollinen pitoisuus), eiki 14
paivin kuluessa esiinny yhdisteeseen liittyvai kuolleisuutta, jatkotestaus ei yleensi ole tarpeen.

1.6.2.5 Altistamisaika

Altistamisaika on vihintdin neljd tuntia.

1.6.2.6 Laitteisto

Eldinten testauksiin kiytetddn inhalaatiolaitetta, jonka dynaamisessa ilmavirrassa ilma vaihtuu
vahintian 12 kertaa tunnissa, jotta hapen.ja tasaisesti jakautuneen altistusaineen saanti voidaan
varmistaa. Mikili kammiota kaytetddn, sen on oltava suunniteltu siten, etti koe-eldimet voidaan
sijoittaa mahdollisimman viljasti ja ettd ne joutuvat mahdollisimman tehokkaasti hengittimiin
testattavaa aineetta. Yleissiantonid kammion ilman pitimiseksi vakiona on, ettid koe-eldinten viema
tila on korkeintaan § % kammion tilavuudesta. Eliimen sieraimet ja suu, yksinomaan pii tai koko
ruumis voidaan altistaa kammiossa; kaksi ensin mainittua tapaa vihentdvidt testattavan aineen
imeytymistd muilla tavoin.

1.6.2.7 Tarkkailuaika

Tarkkailuaika on vahintdin 14 piivdda, mutta sen pituus ei ole tarkoin mdiritty. Se riippuu
myrkytysreaktioista, niiden alkamisnopeudesta ja toipumisajan pituudesta. Tarkkailuaikaa voidaan
siis tarpeen mukaan pidentdd. Myrkytysoireiden alkamis- ja loppumisaika sekd kuoleman ajankohta
ovat tirkeitd, varsinkin jos kuolema nidyttaa viivastyvan.

1.6.3 Testin suorittaminen

Elidimet punnitaan ja altistetaan sitten testattavalle aineelle vihintiin neljaksi tunniksi, kun kammion
ilman pitoisuus on tasapainotettu. Tasapainotusajan on oltava lyhyt. Testauslimpétilan on oltava 22
+ 3 °C. Suositeltavin suhteellinen kosteus on 30 - 70 %, mutta erdissi tapauksissa (esimerkiksi
aerosolitesteissd) timai ei kdytinnossi ole mahdollista. Ruokaa ja vettd ei anneta altistamisen aikana.
Kokeessa olisi kiytettivi dynaamista inhalointimenetelmid, jossa on analyyttinen pitoisuuden
valvontajirjestelmi. Esitestaus on suositeltavaa sopivien altistamispitoisuuksien maiirittimiseksi.
Vakaat altistamisolosuhteet tulisi saada aikaan mahdollisimman pikaisesti. Ilmavirta sdddetdan niin,
ettd olosuhteet ovat samat altistamiskammion joka kohdassa.
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31

Seuraavat mittaukset tai tarkkailutoimenpiteet olisi suoritettava:

a)

b)

[lmavirran nopeus (jatkuva tarkkailu).

Testattavan aineen varsinainen pitoisuus mitattuna hengityskohdassa. Altistamisen aikana pitoi-
suuden vaihtelu saa olla korkeintaan + 15 % keskiarvosta. Testattaessa polyjd ja erditd
aerosoleja timin tason saavuttaminen voi olla vaikeaa. T4lloin hyviksytddn suurempi poikke-
ama. Testattaessa hiukkasia ja aerosoleja analyysi tehdddn tarvittaessa, kuitenkin vihintdin
kerran hiukkasten koon jakauman selvittamiseksi.

Lampatila ja kosteus.

Altistamisen aikana ja sen jilkeen eldimii tarkkaillaan, ja huomiot kirjataan jirjestelmillisesti.
Jokaisesta eldimesti pidetdin erikseen kirjaa. Ensimmaiiseni piivina tarkkailu suoritetaan useita
kertoja. Huolellinen kliininen tutkimus suoritetaan arkipdivisin vihintian kerran paivissi, ja
paivittdisen tarkkailun tuloksena ryhdytiin tarpeellisiin toimenpiteisiin, jotta tutkimuksesta
menetettiisiin mahdollisimman vihin eldimii. Kuolleille eldimille on suoritettava ruumiinavaus,
tai ne on pakastettava ja heikot tai kuolemaisillaan olevat eldimet eristettiva tai lopetettava.

Eldimii tarkkailtaessa on kiinnitettdva huomiota muutoksiin, joita tapahtuu ihossa ja karvapeit-
teessd, silmissd ja limakalvoissa sekd hengitys- ja verenkiertoelimissd, autonomisessa ja keskus-
hermostossa, somatomotorisissa toiminnoissa ja kayttdytymistavassa. Erityisesti tarkkaillaan
hengitysti, vapinaa, kouristuksia, syljeneritysti, ripulia, horros- ja unitiloja sekd koomaa.

Kuolinaika on kirjattava mahdollisimman tarkasti. Kukin eldin punnitaan viikottain altistamisen
jilkeen ja kuolinhetkelli. Kokeen aikana kuolleille ja sen loputtua eloon jdineille eldimille
suoritetaan ruumiinavaus, jossa kiinnitetddn huomiota erityisesti hengitystiehsiin. Kaikki paljain
silmin havaittavat patologiset muutokset on kirjattava. Kudosniytteiti on otettava tarpeen
mukaan histopatologisia tutkimuksia varten.

TULOKSET

Tulokset esitetiin taulukon muodossa, josta nikyy kuhunkin testiryhmiin kuuluvien eldinten
lukumiiri kokeen alussa ja lopussa, kunkin eldimen kuolinaika, niiden eldinten lukumairi, joissa
esiintyi muita myrkytysoireita, kuvaus myrkkyvaikutuksista ja ruumiinavausléydokset. Painonmuu-
tokset on laskettava ja kirjattava, jos eloonjdimisaika on vuorokautta pitempi. LCsp-arvo on
laskettava jotakin hyviksyttyd menetelmad kayttden. Tulosten arvioinnissa on mainittava erityisesti
mahdollinen suhde eldimen testattavalle aineelle altistamisen ja kaikkien poikkeavuuksien esiintyvyy-
den ja voimakkuuden vililld, esimerkiksi poikkeava kayttaytyminen, kliiniset poikkeavuudet, paljain
silmin havaittavat vammat, painonmuutokset, kuolleisuus ja muut myrkkyvaikutukset.

RAPORTOINTI

Tutkimusseloste

Mikili mahdollista, tutkimusselosteen tulee sisiltii seuraavat tiedot:

— eldinlaji, kanta, hankintapaikka, ympiristoolosuhteet, ruokavalio jne.,

— koeolosuhteet:

Altistamislaitteen kuvaus; merkki, tyyppi, mitat, ilmanlihde, hiukkasten ja aerosolien tuottamis-
tapa, ilmastointitapa ja eldinten sijainti koekammiossa altistamisen aikana.

Lampétilan, kosteuden, hiukkasten koon ja aerosolin pitoisuuksien mittaustapa on mainittava.

Altistamistiedot

Altistamistiedot laaditaan taulukon muotoon, jossa esitetddn keskiarvo ja poxkkeamat {esimerkiksi
keskihajonta) ja, mikili mahdollista, seuraavat tiedot:

a)

b)

ilmavirran nopeus inhalaattorilaitteessa,

ilman limpétila ja kosteus,
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¢) nimellispitoisuudet (inhalaattorilaitteeseen asetetun testattavan aineen kokonaismdiiri jaettuna
ilman tilavuudella),

d) kaiytetty livotin, «
e) varsinaiset pitoisuudet hengitysalueella,

f) hiukkasten keskikoko,

g) tasapainotusaika,

h) altistamisaika,

— taulukoidut vastetiedot sukupuolen ja annostason mukaisesti (kuolevien eldinten miiri, myrky-
tysoireita osoittavien eldinten mairi, altistuneiden eldinten mairi),

— altistamisen aikainen tai sen jilkeinen kuolinaika,
— eldinten tarkkailu,

— LCsp-arvo kummankin sukupuolen osalta maaritettyna 14 paivan kuluttua (miiritystapa mainit-
tava),

~— 95 %:n varmuusvili LC;s:lle,

— annos/kuolleisuuskiyri ja jyrkkyys (mikaili kiytetty miiritysmenetelmd antaa nimai tiedot),
— ruumiinavausloydékset,

— mahdolliset histopatologiset 16ydokset,

— tulosten pohdinta,

— tulosten tulkinta.

Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

KIRJALLISUUS

Ks. yleisjohdanto, osa B (D).
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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. AKUUTTI MYRKYLLISYYS (IHON KAUTTA)

MENETELMA

Johdanto

Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

Mairitelmai

Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

Vertailuaineet

Ei ole.

Testin periaate

Testattavaa ainetta asetetaan useisiin ryhmiin jaettujen koe-eldinten ihoon eri pitoisuuksina, yksi
pitoisuus kullekin ryhmille. Sen jilkeen tarkkaillaan vaikutusta ja todetaan kuolemantapaukset.
Kokeen aikana kuolleille eldimille ja sen loputtua elossa oleville eldimille suoritetaan ruumiinavaus.

Laatukriteerit

Ei ole.

Testin kuvaus

Testin valmistelu

Eldimet siirretddn koetiloihin, ja kokeen aikana annettava ruokinta aloitetaan vihintdan viisi paivaa
ennen kokeen alkua. Nuoret, terveet tdysikasvuiset eldimet randomisoidaan ja jaetaan koeryhmiin.
Noin vuorokautta ennen kokeen alkua eldinten seldstd poistetaan karvapeite leikkaamalla tai
ajelemalla. Karvapeitettd poistettaessa on varottava vahingoittamasta ihoa, jotta sen lipiisevyys ei
muuttuisi. Vahintddn 10 % ruumiin pinnasta tulee olla ajeltuna, jotta sithen voidaan panna
testattavaa ainetta. Kun testataan kiinteitd aineita, jotka voidaan tarvittaessa jauhaa, aine kostute-
taan vedelld tai sopivalla liuottimella, jotta ihoon saadaan hyva kosketus. Mikili kdytetdin liuotinta,
sen vaikutus testattavan aineen thon ldpdisyyn. on huomioitava. Testattavia nesteita ei yleensi
laimenneta.

Koeolosubteet

Koe-eliimet

Taysikasvuisia rottia tai kaneja voidaan kidyttii. Muitakin lajeja voidaan kiyttdi, mutta niiden
kaytto on perusteltava. Yleisesti kiytettyjd laboratoriokantoja suositellaan kiytettaviksi. Kumpaakin
sukupuolta olevien koe-eldinten paino saa vaihdella korkeintaan * 20 % asianmukaisesta keskiar-
vosta.
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1.6.2.2 Lukumiiri ja sukupuoli

Kullakin annostasolla tarvitaan vihintddn 10 terveihoista eldintd (viisi naarasta ja viisi urosta).
Naaraiden on oltava synnyttimittomid, eivitkd ne saa olla tiineeni. Joskus eldinten miiri voi olla
pienempikin, varsinkin kun koe-eldimeni on kani.

1.6.2.3 Annostasot

Annostasoja on oltava vihintdan kolme ja niiden on erottava toisistaan niin paljon, etti testiryhmissi
saadaan esiin myrkkyvaikutukset ja kuolleisuusaste. Koetulosten perusteella on voitava laatia
annos/vastekdyri ja, mikali mahdollista, hyviksyttivia LDso-madritys.

1.6.2.4 Rajatesti

Jos alustavassa kokeessa ei koeryhmissd (viisi eldintdi kumpaakin sukupuolta) esiinny yhtdin
testattavaan yhdisteeseen liittyvdd kuolemantapausta 14 piivdan kuluessa vihintddn 2 000 mg/kg:n
annoksen levittamisestd terveelle iholle, jatkokokeita muilla annostasoilla ei yleensa tarvitse tehda.

1.6.2.5 Tarkkailuaika

Tarkkailuajan on oltava vahintddn 14 pdivai, mutta sen pituus ei ole tarkoin madaritty. Se riippuu
myrkytysreaktiojsta, niiden alkamisnopeudesta ja toipumisajan pitundesta. Tarkkailuaikaa voidaan
siis tarpeen mukaan pidentdd. Myrkytysoireiden alkamis- ja loppumisaika sekd kuoleman ajankohta
ovat tirkeitd, varsinkin jos kuolema nayttdi viivdstyvin.

1.6.3 Testin suorittaminen

Eldimet pidetiadn yksittdishikeissi. Testattavaa ainetta levitetddn tasaisesti alueelle, joka on noin
10 % ruumiin koko pinta-alasta. Testattaessa erittdin myrkyllisid aineita levitysala voi olla pienempi,
mutta aine on levitettivi alueelle mahdollisimman ohuesti ja tasaisesti.

Testattava aine pidetddn kosketuksessa ihoon huokoisen sideharson ja drsyttdmattoman teipin avulla
koko vuorokauden pituisen altistusajan. Testialueelle asetetaan sopiva peite pitimain harsosidos ja
testattava aine paikoillaan ja estimiin eldintd sydmaistd sitd. Eldimen liikkumista voidaan rajoittaa,
mutta taydellisesti lilkkumattomaksi saattaminen ei ole suositeltava menettelytapa.

Altistusajan pdatyttyd jaljelli oleva aine poistetaan vedelld tai puhdistamalla iho jollakin muulla
sopivalla tavalla.

Tehdyt huomiot on kirjattava - jirjestelmallisesti, ja jokaisesta eliimestid pidetddn erikseen kirjaa.
Ensimmadisend paivdnd tarkkailu on suoritettava useita kertoja. Huolellinen kliininen tutkimus
suoritetaan arkipdivisin vdhintdan kerran pdivdssi. Eldimia tarkkaillaan pdivittdin ja ryhdytdidn
tarpeellisiin toimenpiteisiin, jotta tutkimuksesta menetettiisiin mahdollisimman vihin eldimii. Kuol-
leille eldimille suoritetaan ruumiinavaus tai ne pakastetaan, ja heikot tai kuolemaisillaan olevat
eldimet eristetddn tai lopetetaan. Eldimid tarkkailtaessa on kiinnitettdvd huomiota muutoksiin, joita
tapahtuu karvapeitteessd ja kasitellyssa ihossa, silmissi ja limakalvoissa sekd hengitys- ja verenkierto-
elimissd, autonomisessa ja keskushermostossa, somatomotorisissa toiminnoissa ja kdyttiytymista-
vassa. Erityisesti on tarkkailtava, esiintyyké vapinaa, kouristuksia, syljeneritystd, ripulia, horros- ja
unitiloja sekd koomaa. Kuolinaika on kirjattava mahdollisimman tarkasti. Kokeen aikana kuolleille
ja sen loputtua elossa oleville eldimille suoritetaan ruumiinavaus. Kaikki paljain silmin havaittavat
patologiset muutokset on kirjattava. Kudosniytteiti on otettava tarpeen mukaan histopatologisia
tutkimuksia varten.
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TULOKSET

Tulokset esitetdidn taulukon muodossa, josta nikyy kuhunkin testiryhmiin kuuluvien eldinten
lukumiirid kokeen alussa, kunkin eliimen kuolinaika, niiden eliinten lukumdiri, joissa esiintyi
muita myrkytysoireita, kuvaus myrkkyvaikutuksista ja ruumiinavausloydoksista.

Kunkin eliimen paino on kirjattava ennen testattavan aineen antamista, viikottain sen jilkeen ja
eliimen kuoltua. Painonmuutokset on laskettava ja kirjattava, jos eloonjddmisaika on vuorokautta
pitempi. LDsp-arvo on laskettava jotakin hyviksyttyd menetelmii kayttien.

Tulosten arvioinnissa on mainittava mahdollinen suhde eldimen testattavalle aineelle altistamisen ja
kaikkien poikkeavuuksien esiintyvyyden ja voimakkuuden valilld, esim. poikkeava kiyttiytyminen,
kliiniset poikkeavuudet, paljain silmin havaittavat vammat, painonmuutokset, kuolleisuus ja muut
myrkkyvaikutukset.

RAPORTOINTI

Tutkimusseloste

Mikili mahdollista, tutkimusselosteen tulee sisiltdd seuraavat tiedot:

— elainlaji, kanta, hankintapaikka, ympiristéolosuhteet, ruokavalio jne.,
— koeolosuhteet (mm. ihonpuhdistusmenetelma),

— annostasot (kdytetty liuotin ja pitoisuus),

— taulukoidut vastetiedot sukupuolen ja annostason mukaisesti (kuolevien eldinten miird, myrky-
tysoireita osoittavien eliinten miiri, altistuneiden eldinten miiri),

— annoksen antamisen jilkeinen kuolinaika,
— elidinten tarkkailu,

— LDsp-arvo kummankin sukupuolen osalta miaritettyna 14 pdivan kuluttua (maéritystapa mainit-
tava),

~— 95 %:n varmuusvili LDsp:lle (mikili mahdollista)

— annos/kuolleisuuskdyri ja jyrkkyys, mikili kdytetty maaritysmenetelma antaa nimai tiedot,
— ruumiinavausloydokset,

— mahdolliset histopatologiset loydokset,

— tulesten pohdinta,

— tulosten tulkinta.

Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

LAHDELUETTELO

Ks. yleisjohdanto, osa B (D).
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B. 4. AKUUTTI MYRKYLLISYYS

IHON ARSYTYS

1 MENETELMA

1.1 Johdanto

Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

1.2 Maairitelma

Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

1.3 Vertailuaineet
Ei ole.
1.4 Testin periaate

Testattavaa ainetta levitetddan yhtend annoksena usean koe-eldimen ihoon. Kukin eldin toimii omana
kontrollinaan. Tietyn ajan kuluttua arsytysvaikutus arvioidaan, pisteytetddn ja selostetaan, jotta
saadaan kattava vaikutusarvio. Tarkkailuajan on oltava riittavin pitki, ettd todettujen vaikutusten
ohimenevyys voidaan tarkoin arvioida.

1.5 Laatukriteerit

Ei ole.
1.6 Testin kuvaus
1.6.1 Testin valmistelu

Noin vuorokautta ennen kokeen alkua eldinten seldsti poistetaan karvapeite leikkaamalla tai
ajelemalla.

Karvapeitettd poistettaessa on varottava vahingoittamasta ihoa. Vain terveihoisia eldimid kiytetdan
kokeessa.

Kun testataan kiinteitd aineita (jotka voidaan tarvittaessa jauhaa), aine kostutetaan vedelld tai
sopivalla livottimella, jotta ihoon saadaan hyva kosketus. Mikali kdytetddn liuotinta, sen vaikutus
testattavan aineen ihon irsytykseen on huomioitava. Testattavia nesteiti ei yleensd laimenneta.

Hyvin happamia tai alkaalisia aineita ei tarvitse testata ihon drsytysvaikutuksen toteamiseksi aineiden
tiedossa olevien syovyttiavien vaikutusten vuoksi. On tarpeetonta testata sellaisia aineita, jotka ihon
kautta annettuina ovat osoittautuneet hyvin myrkyllisiksi.

1.6.2 Koeolosubteet
1.6.2.1 Koe-eliimet

Useita nisakaslajeja voidaan kdyttad, mutta albiinokani on suositeltavin laji.
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1.6.2.2 Elidinten lukumiiri

Kokeeseen kaytetdan vihintaian kolmea tervetti tiysikasvuista eliinti. Tulkinnanvaraisen vasteen
selkeyttimiseksi voidaan tarvita lisid eldimii.

1.6.2.3 Annostaso

Jollei kontraindikaatioita ole, testauskohtaan levitetidan 0,5 ml nestetti tai 0,5 g kiintedtd tai
puolijihmeda ainetta. Eri eldimistd koostuvaa kontrolliryhmii ei tarvita, koska kunkin eliimen
testauskohdan viereinen ihoalue toimii kontrollina.

1.6.2.4 Tarkkailuaika

Tarkkailuajan pituutta ei ole tarkoin miiritty; sen on oltava niin pitki, ettd todettujen vaikutusten
ohimenevyys tai pysyvyys voidaan tarkoin arvioida, mutta se ei tavallisesti saa olla pidempi kuin
14 paivia.

1.6.3 Suoritustapa

Eldimet on sdilytettdvd yksittdishikeissa. Testattavaa ainetta on levitettiva pienelle (noin 6 cm,)
alueelle, joka peitetddan sideharsolla ja kiinnitetddn drsyttimittomin teipin avulla. Nestettd tai
tahdasta testattaessa aine voidaan levittdd sideharsolle, joka asetetaan iholle. Harsosidos pidetddn
paikoillaan sidoksen avulla. Joissakin tapauksissa saattaa olla syytd kidyttaa sulkusidosta. Eldin ei saa
pédstd kosketuksiin koealueen kanssa ja syomiin tai hengittimain testattavaa ainetta.

Altistamisaika on nelja tuntia. Jos voidaan odottaa aineen aiheuttavan vakavan ihoreaktion (esimer-
kiksi syopymisti), altistamisaikaa lyhennetdin (esimerkiksi yhteen tuntiin tai kolmeen minuuttiin).

Kun kidytetdan neljdd tuntia lyhyempidi altistamisaikaa ja vakava ihoreaktio todetaan, neljin tunnin
mittaista altistusta ei tarvitse tehdd. Eriissd tapauksissa pitempi altistamisaika voi olla tarpeen,
esimerkiksi aineen oletettu kayttotapa ja sille altistuminen ihmisilld. Altistamisajan paityttya jiljelld
oleva aine on poistettava vedelli tai sopivalla liuottimella muuttamatta syntynytti vastetta tai
vahingoittamatta ihon pintakerrosta.

1.6.3.1 Tarkkailu ja pisteytys

Eldinten tarkkailussa kiinnitetidn huomio ihon punoitukseen ja turvotukseen. Vaste on kirjattava
30-60 minuutin vilein ja 24, 48 ja 78 tunnin kuluttua sidoksen poistamisesta. lhon irsytys
pisteytetdin ja kirjataan taulukossa 1 esitetylld tavalla. Tarkkailua jatketaan tarvittaessa ohimenevyy-
den midirittamiseksi. Arsytyksen lisdksi kaikki vakavat vammat kuten syépyminen (pysyvi ihokudok-
sen tuhoutuminen) ja muut myrkkyvaikutukset selostetaan tarkoin.

2 TULOKSET

Tulokset on esitettdvi taulukon muodossa, josta niakyy kunkin eldimen ihon punoitus- ja turvotusir-
sytyspisteytys koko altistamisajalta. Vakavat vammat, selostus drsytyksen vakavuusasteesta ja luon-
teesta, ohimenevyydestd tai syOvyttavyydestd sekd kaikki muut todetut myrkkyvaikutukset on
kirjattava.
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3.2

RAPORTOINTI

Tutkimusseloste

Mikili mahdollista, tutkimusselosteen tulee sisiltdd seuraavat tiedot:

eldinlaji, kanta, hankintapaikka, ympiristoolosuhteet, ruokavalio jne.,

koeolosuhteet (mm. kemikaalin fysikaalis-kemialliset ominaisuudet ja ihon valmistelu- ja puhdis-
tusmenetelmi),

taulukko, jossa esitetddn kunkin eldimen idrsytys-vastetiedot kunakin tarkkailuajankohtana
(esim. 1, 24, 48 ja 72 tunnin jne. kuluttua sidoksen poistamisesta),

selostus todetuista vakavista vammoista ja syovyttavyydestd,

selostus havaitun drsytyksen asteesta ja laadusta sekd mahdolliset kudosloydokset,
selostus muista kuin ihon drsytykseen liittyvistd myrkkyvaikutuksista,

tulosten pohdinta,

tulosten tulkinta.

Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

LAHDELUETTELO

Ks. yleisjohdanto, osa B (D).

Lisdys

TAULUKKO: IHOREAKTIOIDEN PISTEYTYS

Thon punoitus ja ruven muodostus

Arvo
Ei punoitusta 0
Vihiinen punoitus (tuskin havaittava) 1
Selvéd punoitus 2
Kohtalainen tai voimakas punoitus 3
Erittidin voimakas punoitus (tulipunainen), myos lievdd ruven muodostusta (syvid vammoja) 4

Turvotus

Ei turvotusta 0
Vihiinen turvotus (tuskin havaittava) 1
Lievi turvotus (turvotusrajat selvisti koholla) 2
Kohtalainen turvotus (reunat koholla noin 1 mm) 3
Vaikea turvotus (koholla yli 1 mm ja alue altistettua aluetta suurempi) . 4
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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. 5. AKUUTTI MYRKYLLISYYS

SILMAN ARSYTYS

MENETELMA

s

Johdanto

Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

Miiritelma

Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

Vertailuaineet

Ei ole.

Testin periaate

Testattavaa ainetta pannaan yhtend annoksena usean koe-eldimen toiseen silmiin; toinen silma
toimii kontrollina. Arsytysvaikutus arvioidaan, pisteytetidn ja selostetaan tietyin aikavilein, jotta
saadaan kattava vaikutusarvio. Tarkkailuajan on oltava niin pitkd, ettd todettujen vaikutusten
ohimenevyys tai pysyvyys voidaan tarkoin arvioida.

Laatukriteerit

Ei ole.

Testin kuvaus

Testin valmistelu

Noin vuorokautta ennen kokeen alkua kunkin eldimen silmit on tutkittava. Eldimia, joilla esiintyy
silman Arsytystd tai sarveiskalvovaurioita, ei kdytetd kokeessa.

Hyvin happamilla tai alkaalisilla aineilla seké aineilla, jotka ihon arsytys- tai muissa kokeissa ovat
osoittautuneet selvdsti syovyttdviksi, ei tarvitse tehda silmidn drsytyskoetta.

Koeolosubteet

Koe-eliimet

Vaikka useita koe-eldinlajeja on kaytetty, terve tdysikasvuinen albiinokani on suositeltavin koe-
eldin.
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1.6.2.2 Eldinten lukumiira

Kokeeseen tarvitaan vihintddn kolme koe-eldinta. Tulkinnanvaraisen vasteen selkeyttimiseksi eldimia
voidaan tarvita enemmain.

1.6.2.3 Annostaso

Nestettd testattaessa annos on 0,1 ml. Testattaessa kiinteitd aineita, tahtaita tai hiukkasia annoksen
tilavuuden tulee olla 0,1 ml tai painon n. 0,1 g (paino on aina kirjattava). Jos testattava aine on
kiinteda tai rakeista, se on jauhettava hienoksi pélyksi. Hiukkasia tiivistetidn varovasti esim.
mittalasia naputtamalla ennen tilavuuden mittaamista.

1.6.2.4 Tarkkailuaika

Tarkkailuajan pituutta ei ole tarkoin mdirdtty. Sen on oltava riittavin pitkd, ettd todettujen
vaikutusten ohimenevyys tai pysyvyys voidaan tarkoin arvioida. Yleensa riittdi 21 piivid annoksen
antamisesta.

1.6.3 Testin suorittaminen

Eldimet on pidettava yksittaishikeissi. Testattavaa ainetta pannaan toisen silmin sidekalvolle, kun
alaluomi on vedetty varovasti irti silmdmunasta. Sitten luomet puristetaan helldvaraisesti yhteen noin
sekunnin ajaksi, jotta ainetta ei mene hukkaan. Toinen silmi, jota ei testata, toimii kontrollina.
Koe-eldinten silmid ei huuhdella vuorokauteen testattavan aineen asettamisen jilkeen. Vuorokauden
kuluttua silmd voidaan huuhdella, mikili se on tarpeen.

Mikili aine osoittautuu drsyttiviksi tissi testissi, voidaan harkita silmin huuhtelemista drsytyksen
ja muiden haittavaikutuksien vidhentimiseksi. Talloin on suositeltavaa, ettd kokeeseen kiytetdin
kuutta kania. Nelja sekuntia testattavan aineen asettamisen jilkeen kolmen kanin silmd huuhdotaan,
ja 30 sekunnin pidistd aineen asettamisesta huuhtominen suoritetaan toiselle kolmen kanin ryhmalle.
Silmid huuhdotaan molemmissa ryhmissd viiden minuutin ajan. Huuhdottaessa on huolehdittava
siitd, ettd kdytetty vesimdari ja virtausnopeus eivit vaurioita silmaa.

1.6.3.1 Tarkkailu ja pisteytys

Silmit on tutkittava 1, 24, 48 ja 72 tunnin jilkeen. Jos drsytysti ei esiinny 72 tunnin kuluttua, koe
voidaan lopettaa.

Tarkkailun jatkaminen voi olla tarpeen vammojen kehittymisen ja niiden ohimenevyyden tai
pysyvyyden maiirittimiseksi, mikili sarveiskalvon tai silmin irsytys jatkuu. Sarveiskalvon, iiriksen ja
sidekalvon tarkkailutulosten lisiksi kaikki muut todetut vammat kirjataan ja raportoidaan. Silmin
reaktioiden pisteytys (taulukko) tulee tehdid jokaisen tarkastuksen yhteydessi. (Silmidn vasteen
pisteytyksessa kdytetddn useita tulkintoja. Apuneuvona testauslaboratoriot ja tarkastuksia suorittava
ja tulkitseva henkilokunta voivat kiyttdd kuvitettua silman irsytysta kisittelevad opasta.)

Silmidn reaktioiden tutkimisen helpottamiseksi voidaan kayttdd binokulaariluppia, rakolamppua,
biomikroskooppia ja muita sopivia laitteita. Kun 24 tunnin kuluessa tehdyt tarkastukset on kirjattu,
yhden tai kaikkien kanien silmid voidaan edelleen tutkia fluoreskiinid kayttden.
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3.1

3.2

TULOKSET

Tulokset esitetdan taulukon muodossa, josta ndkyy kunkin eldimen drsytyspisteytys kunakin tarkis-
tusajankohtana. Arsytyksen aste ja luonne, vakavien vammojen esiintyminen ja kaikki muut kuin
silmain kohdistuvat myrkkyvaikutukset on kirjattava.

RAPORTOINTI

Tutkimusseloste

Mikili mahdollista, tutkimusselosteen tulee sisiltad seuraavat tiedot:
— eliinlaji, kanta, hankintapaikka, ympiristdolosuhteet, ruokavalio jne.,
— koeolosuhteet (mm. testattavan aineen fysikaalis-kemialliset ominaisuudet),

— taulukko, jossa esitetddn kunkin eldimen drsytys/sydvytystiedot kunakin tarkkailuajankohtana
(esimerkiksi 1, 24, 48 ja 72 tunnin jilkeen),

— selostus todetuista vakavista vammoista,
— selostus havaitun drsytyksen tai syovytyksen asteesta ja laadusta sekd ohimenevyydestd,

— selostus menetelmistd, jolla drsytys on pisteytetty 1, 24, 48 ja 72 tunnin jalkeen (esimerkiksi
rakolamppu, biomikroskooppi, fluoreskiini),

— selostus muista kuin silmii koskevista paikallisista vaikutuksista,
— tulosten pohdinta,

— tulosten tulkinta.

Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

LAHDELUETTELO !

Ks. yleisjohdanto, osa B (D).
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Lisdys

TAULUKKO: SILMAVAMMOJEN PISTEYTYS

Sarveiskalvo

Samentuma: tibeysaste (pisteytys tiheimmaistd kohdasta)

Ei haavautumia tai samentumia 0

Hajanaisia samentuma-alueita (paitsi normaalikirkkauden vahdinen himmeneminen), iiriksen
yksityiskohdat selvisti nikyvissi

Helposti havaittava lapikuultava alue, iiriksen yksityiskohdat lievisti hamartyneet

Helmidismainen alue, iiriksen yksityiskohdat eivit ndy, pupillin koko vaivoin havaittavissa

DWW N e

Samentunut sarveiskalvo, iiris ei ndy samentuman lipi

liris

Normaali . 0

Selvisti syventyneet rypyt, verentungos, turvotus, lievd hyperemia tai verekkyys sarveiskalvon
ympdrilld, jokin tai jotkut edelldi mainituista, iiris reagoi vield valoon (hidas reaktio on
positiivinen) 1

Ei reaktiota valoon, verenvuoto, paljain silmin erottuva vaurio (mika tahansa tai kaikki edelld
olevista) . 2

Sidekalvot

Punaisuus (koskee silmiluomien ja silmimunan sidekalvoja, sarveiskalvoa ja iiristd)
Verisuonet normaalit
Osa verisuonista selvdsti hyperemisia (verekkaitd)

Hajanainen kirkas punaisuus, yksittdiset verisuonet erottuvat huonosti

W N = O

Hajanainen tumma punaisuus

Sidekalvon turvotus: luomet jaltai rapytyskalvot

Ei turvotusta

Normaalia suurempi turvotus (myos riapytyskalvoissa)
Selvd turvotus, luomet osittain ulospdin kdantyneet

Turvotus, luomet puoleksi sulkeutuneet

B W N = O

Turvotus, luomet enemmin kuin puoleksi sulkeutuneet
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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. 6. AKUUTTI MYRKYLLISYYS

IHON HERKISTYMINEN

MENETELMA

Johdanto

Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

Miiritelma

Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

Vertailuaineet

Ei ole.

Testin periaate/marsun maksimointitesti

Eliin altistetaan testattavalle aineelle (”induktiovaihe”), ja kaksi viikkoa viimeisestd altistamisesta
tehdiin “haastealtistus”, jotta saadaan selville, onko herkistymisti tapahtunut. Herkistyminen
madritetdin vertaamalla ihoreaktiota ja haastealtistuskohtaa.

Laatukriteerit

Ei ole.

Testin kuvaus

Testin valmistelu

Terveet nuoret (alle vuoden vanhat) eldimet jaetaan sattumanvaraisesti altistamis- ja kontrolliryh-
miin. Ennen annoksen antamisesta poistetaan karvapeite lapojen alueelta leikkaamalla tai ajelemalla.
On varottava vaurioittamasta ihoa.

Koeolosubteet

Koe-eliimet

Albiinomarsua kiytetiin koe-eldimena.

Eldinten lukumiari

Uros- ja/tai naaraspuolisia marsuja voidaan kiyttdd. Mikili naaraita kdytetdin, ne eivit saa olla
synnyttineitd tai tiineitd. Altistamisryhmain tarvitaan 20 eldintd ja kontrolliryhmiin vahintidan 10.
Pienemmin eldinmairin kdytto on perusteltava.
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1.6.2.3 Annostasot

Testattavan aineen pitoisuus vahvistetaan kunkin induktioasteen korkeimmalle siedetylle tasolle.
Haastetestissd aineen pitoisuuden on oltava sellainen, ettei se aiheuta merkkejd ihon drsytyksesti
herkistimattomilld eldimilld. Pitoisuus voidaan mairittid pienimuotoisella (2—3 eldintd) esitutki-
muksella.

1.6.2.4 Tarkkailuaika
Induktioaikana iho tarkastetaan mahdollisten irsytysvaikutusten toteamiseksi. Haastealtistuksen
padtyttyd ihoreaktiot kirjataan 48 ja 72 tunnin kuluttua.

1.6.3 Testin suorittaminen
Eldimet punnitaan ennen kokeen alkua ja sen loputtua. Karvapeite poistetaan lapojen alueelta.
Kokeessa on kaksi vaihetta.

1.6.3.1 Induktio
Piivd 0 — testiryhmi

Lapojen alueelle annetaan thonalaiset ruiskeet pareittain siten, ettd ruiskeparit ovat keskiviivan
molemmin puolin:

1. 0,1 ml FCA:ta (Freunds Complete Adjuvant);

2. 0,1 ml testattavaa ainetta, tarvittaessa liuoksena;

3. 0,1 ml testattavaa ainetta FCA:ssa.

Ruiskeet 1 ja 2 annetaén lihelle toisiaan padnpuoleiseen ja ruiske 3 hinninpuoleiseen osaan.
Paiva 0 — kontrolliryh;;lé

Alla olevat ruiskeet annetaan pareittain samoihin kohtiin kuin ylla.

1. 0,1. ml FCA:ta;

2. 0,1 ml pelkkai liuotinta;

3. 0,1 ml livotinta FCA:ssa.

Pdivd 7 — testiryhmi

Testialue puhdistetaan jalleen karvoista. Testattavat aineet liuoksena (testattavat nesteet sellaisenaan)
levitetidn suodatinpaperille, joka pidetddn kosketuksessa testikohtaan sopivan siteen avulla kaksi
vuorokautta.

Piivd 7 — kontrolliryhma

Testialue puhdistetaan jilleen karvoista. Pelkkdi liuotinta pidetddn kosketuksessa testikohtaan
yllakuvatulla tavalla sopivan siteen avulla kaksi vuorokautta.

1.6.3.2 Haaste
Piiva 21
Testiryhmin ja kontrolliryhmin eldinten kyljistd poistetaan karvapeite. Testattavaa ainetta sisaltava

lappu tai testikupu kiinnitetddn testiryhmin eldinten vasempaan kylkeen ja pelkkai liuotinta sisiltivi
lappu tai testikupu oikeaan kylkeen. Lappu pidetdin paikoillaan sopivan siteen avulla 24 tuntia.

Kontrolliryhma altistetaan samalla tavoin.
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Piivi 23 ja 24
— 21 tuntia lapun poistamisen jilkeen haastealue puhdistetaan ja ajellaan tarvittaessa,

— kolmen tunnin kuluttua (48 tuntia haastealtistamisen alkamisesta) ihoreaktio maiiritetiin ja
kirjataan,

— 24 tunnin kuluttua edellisestd maarityksestd (72 tuntia haastealtistamisen alkamisesta) suorite-
taan toinen mddritys ja sen tulokset kirjataan.

Ensimmaiisen haastetestin tulosten selventimiseksi voidaan tarvittaessa tehdid toinen haastetesti
uudella liuotinkontrolliryhmilld viikon kuluttua ensimmadisesta.
1.6.3.3 Tarkkailu ja pisteytys

Kaikki induktiosta ja haastetesteistd johtuneet thoreaktiot ja havaitut muut poikkeavuudet kirjataan
ja raportoidaan.

2 TULOKSET
Tulokset esitetddn taulukkona, josta nikyvit kunkin eldimen ihoreaktiot jokaisen tarkkailukerran
osalta.

3 RAPORTOINTI

31 Tutkimusseloste

Mikili mahdollista, tutkimusselosteen tulee sisiltida seuraavat tiedot:
— marsukanta,

— koeolosuhteet,

— koe-eldinten lukumairi, ikd ja sukupuoli,

— kunkin eldimen paino kokeen alussa ja lopussa,

— kustakin eldimestd tehdyt huomiot ja mahdollinen pisteytys,

— tulosten pohdinta,

— tulosten tulkinta.

3.2 Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

4 LAHDELUETTELO

Ks. yleisjohdanto, osa B (D).

Huomautuksia

Marsun maksimointitesti (Guinea-Pig Maximization Test GPMT) on yleisesti kaytetty adjuvantti-
tyyppinen testi. Vaikka usetta muitakin lisiyksessd mainittuja menetelmii voidaan kayttad maaritta-
main, aiheuttaako jokin tietty aine ihon herkistymisreaktion, GPMT on suositeltavin menetelma. Sen
herkkyys ja kyky kartoittaa mahdolliset ihoa herkistivit aineet ihmisilld on tirked laadittaessa
kansanterveydellistd myrkkyluokitusjarjestelmai. Mikili jotakin vaihtoehtoista testid kaytetddn, sen
laatukriteerien tulee olla vastaavan tasoisia. Erds kriteeri on odotettu vaste yleisiin herkistymistid
aiheuttaviin aineisiin, kuten 2,4-dinitroklooribentseeniin tai p-fenyleenidiamiiniin tai johonkin muu-
hun testattavaan aineluokkaan sopivaan voimakkaaseen herkistdjiin.

Ei ole olemassa yksittiisti testausmenetelmii, jolla voitaisiin kartoittaa kaikki ihoa herkistivit
aineet ihmisilld, ja joka sopisi kaikkien aineiden testaukseen.

Aineen fysikaaliset ominaisuudet, mm. sen kyky tunkeutua ihon ldpi ja tapa, jolla ihmiset joutuvat
sen kanssa kosketuksiin, on otettava huomioon testausmenetelmii valittaessa. Testit, joissa kayte-
tidn marsuja, voidaan jakaa adjuvanttityyppisiin testeihin, joissa allerginen tila todetaan liuottamalla
tai sekoittamalla testattava aine FCA:han (Freunds Complete Adjuvant), sekd muihin kuin adjuvant-
titesteihin. Erdissd tapauksissa on syytd valita testaustapa, jossa aine sivellddn testauskohtaan marsun
maksimointitestissi kidytetyn ihonalaisen ruiskeen asemesta. Testattavan aineen fysikaaliset ominai-
suudet sekd vdeston oletetut altistumisolosuhteet vaikuttavat valintaan.
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Riippumatta siitd, mitd menetelmdd kiytetddn, ihon herkistymiskokeissa kiytetyn marsukannan
herkkyys on tarkistettava saannollisin viliajoin (6 kuukautta) kiyttdmailld tunnettuja voimakkaita ja
lievid herkistdjid, joilla on saatava riittivd maird positiivia reaktioita.
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Lisdys
Freundin
brawe |l | Mwew | g | Ak | g
(FCA)

Laji marsu marsu marsu marsu marsu marsu
Antotapa id id id iholle (ec) iholle (ec) id ja ec
Eliinten maddrd 20 8-10 10-10 10-20 6-8 10-20
testirybmdssd
Testiryhmien 1 1 1 1 korkeintaan 6 1
lukumdird
Eldinten madri 20 8-10 10-10 10-20 6-8 10-20
kontrolliryhmdssa
Induktioaltistustapa id id id ihoon ihoon ihooh ja id
Altistamiskerrat 10 S 9 3 20-21 4
Altistamisaika - - 24 h 6 h kerta jatkuva 48 h kerta
Sidostyyppi - - - sulkusidos avosidos sulkusidos
Testiryhmi/ryhmit TA(Y) TA FCA:ssa TA FCA:ssa TA TA TA
Kontrolliryhma - vain FCA:ta - - vain liuotinta -
Paikka vasen kylki oikea kylki taka vasen kylki oikea kylki lapa
Altistustiheys joka 2. pdiva joka 2. pdivi joka 2. paivd joka 7. piivi paivittdin 0, 2, 4, 7 pdivdi
Kesto 0-18 paivaa 0-8 paivaa 0-21 pdivad 0-14 paivaa 0-20 pdivad 0-7 pédivaa
Pitoisuus 2-10 kertaa |sama koko ajan | 0,1 ml 0,1 pro- sama koko sama ryhmaii sama koko

1. pitoisuus senttisesta ajan kohden, ero ajan

rhymien vililla
Haastealtistus
Antotapa id thoon id ihoon ihoon ihoon
Altistamiskerrat 1 2 2 1 2 1
Paivi/pdivat 35 22 ja 35 14 ja 28 28 21 ja 35 20
Altistamisaika - - 24 h 6h - 24 h
Sidostyyppi - avosidos - sulkusidos avosidos sulkusidos
Testiryhma/ryhmat TA TA TA TA TA TA
Kontrolliryhma TA TA TA TA TA TA
Paikka oikea kylki vasen kylki  pelka, toinen| oikea kylki vasen kylki lapa
kohta
Pitoisuus kuten alussa 4 erilaista 0,1 ml 0,1 pro- | sama kuin in- 4 erilaista puoli-induktio
senttista duktiossa

Ariviointi (tuntia 24, 48 23, 48, 72 - 24 24, 48 24, 48 24, 48
haasteen jilkeen) jaltai 72

(!} TA = testattava aine
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B. 7. SUBAKUUTTI MYRKYLLISYYS (ORAALINEN)

1 MENETELMA

1.1 Johdanto

Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

1.2 Mairitelmat

Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

1.3 Vertailuaineet
Ei ole.
1.4 Testin periaate

Testattavaa ainetta annetaan suun kautta ruokintaletkun avulla asteittain suurenevina annoksina
useille koe-eldinryhmille 28 pdivan aikana, niin ettd kukin ryhma saa erisuuruisen annoksen. Testin
aikana eldimid tarkkaillaan pdivittdiin myrkkyvaikutusten toteamiseksi. Testin kuluessa kuolleille
eldimille ja sen paittymisen jilkeen vield elossa oleville eldimille suoritetaan ruumiinavaus.

1.5 Laatukriteerit

Ei ole.
1.6 Testin kuvaus
1.6.1 Testin valmistelu

Eldimet siirretidin koetiloihin, ja testin aikana annettava ruokinta aloitetaan vihintddn viisi paivia
ennen testin alkua. Nuoret, terveet eliimet randomisoidaan ja jaetaan koeryhmiin. Testattavia aineita
voidaan antaa ruoan mukana, ruokintaletkulla, kapseleina tai juomavedessd. Samaa antotapaa tulee
kayttda kaikille koe-eldimille koko koeajan. Mikili liuotinta tai muita lisdaineita kdytetdidn annoste-
lun helpottamiseksi, niiden myrkyttdmyys tdytyy olla tiedossa esimerkiksi aikaisempien tutkimustu-
losten perusteella.

1.6.2 Koeolosubteet
1.6.2.1 Koe-eldimet

Rotta on suositeltavin laji, jollei se ole kontraindikoitu. Koe-eldimiksi valitaan yleisesti kiytettyd
laboratoriokantaa olevia nuoria terveitia rottia, ja annostus tulisi aloittaa, ennen kuin rotat ovat
kuuden viikon ikiisid, kuitenkin viimeistiin kun ne ovat kahdeksan viikon ikiisind. Testin alkaessa
eldinten paino saa vaihdella korkeintaan + 20 % keskiarvosta.
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1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.4

1.6.2.5

1.6.3

Lukumiddrd ja sukupuoli

Kutakin annostasoa varten tarvitaan vihintdan 10 eldintd (viisi naarasta ja viisi urosta). Naaraiden
tulee olla synnyttamattomid, eivatkd ne saa olla tiineend. Mikali eldimid lopetetaan tutkimuksen
kuluessa, eliinmairiin tulee lisatd lopetetaviksi aiottujen eldinten maira. Lisaksi voidaan muodostaa
10 eldimen satelliittiryhmd (viisi eldintd kumpaakin sukupuolta), jolle annetaan suurin annos 28
pdivin aikana ja jota tarkkaillaan 14 piivin ajan testin loputtua myrkkyvaikutusten ohimenevyyden,
pysyvyyden tai viivdstyneen esiintymisen toteamiseksi.

Annostasot

i

Testissd kiytetiin vihintiin kolmea annostasoa ja kontrolliryhmai, jolle ei anneta testattavaa
ainetta, mutta jota kisitellidn muuten aivan samoin kuin testiryhmidn eldimid. Mikili livotinta
kiytetdian annostelun helpottamiseksi, kontrollieliimille annostellaan liuotinta samalla tavoin kuin
testiryhmille, ja sen mdirdi on sama kuin suurimman annoksen saavalle testiryhmille annettu.
Suurimman annoksen tulisi aiheuttaa myrkytysoireita mutta ei lainkaan tai hyvin vihan kuolemanta-
pauksia. Pienimmailld annoksella ei tulisi olla myrkkyvaikutusta. Mikali ihmisten altistumisesta on
tietoja, pienimmain testiannoksen tulee olla titd suurempi. Keskimmaisen annoskoon tulisi aiheuttaa
pienimmit havaittavissa olevat myrkkyvaikutukset. Kdytettiessd useampia viliannostusasteita annos-
tustasot tulee porrastaa niin, ettd myrkkyvaikutukset lisddntyvit asteittain. Pienimmin ja keskisuuren
annoksen saavissa ryhmissd sekd kontrolliryhmissd kuolemantapausten luvun tulee olla pieni, jotta
tuloksia voidaan arvioida tarkoituksenmukaisesti.

Kun testattava aine annetaan ruoan mukana, voidaan kayttdd pysyvdd pitoisuutta ruoassa (ppm tai
mg/kg ruokaa) tai pysyvdd annostasoa suhteessa eliimen ruumiinpainoon. On mainittava, kumpaa
tapaa kiytetddn. Kun aine annetaan letkuruokintana, annos annetaan samaan aikaan joka piivi, ja
annosta sdidetdin mairdajoin (viikottain tai joka toinen viikko), jotta annostaso pysyy muuttumat-
tomana suhteessa eldimen painoon.

Rajatesti

Jos 28 pidivdd kestdvin, alla selostetulla menetelmalld 1000 mg/kg ruumiinpaino/pdivd tai ihmisten
altistumiseen perustuvalla suuremmalla annoksella tehdyn tutkimuksen tuloksena ei synny myrkky-
vaikutuksia, tutkimusta ei tarvitse jatkaa. Tutkittaessa lievisti myrkyllisid aineita on syyti varmistua
siitd, ettd ruoan seassa annettuna testattavat ainemdadrdt ja niiden ominaisuudet eivit vaikuta eliimen
ravinnon hyviksikadytt6on.

Tarkkailuaika

Eldimid tarkkaillaan pdivittdin ja kaikki myrkytysoireet, niiden alkamisaika, voimakkuus ja kesto
kirjataan. Kuolinaika ja myrkkyvaikutusten alkamis- ja loppumisaika kirjataan.

Testin suorittaminen

Elidimille annetaan testattavaa ainetta viikon jokaisena piivini 28 pdivin ajan. Mikili tutkimukseen
kuuluu seurantatarkkailuun tarkoitettu satelliittiryhmi, sitd tarkkaillaan 14 piivin ajan tutkimuksen
jalkeen myrkkyvaikutusten ohimenevyyden tai pysyvyyden toteamiseksi.

Eldinten tarkkailussa on kiinnitettavd huomiota muutoksiin, joita tapahtuu karvapeitteessi ja ihossa,
silmissd ja limakalvoissa sekd hengitys- ja verenkiertoelimissi, autonomisessa ja keskushermostossa,
somatomotorisissa toiminnoissa ja kiyttiytymistavassa. Ruoankulutus mitataan viikottain (ja veden-
kulutus, kun testattava aine annetaan juomavedessd) ja eldimet punnitaan viikottain.
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Tarkkailu on suoritettava saannéllisesti, jotta koe-eldimii ei menetettiisi kannibalismin, kudosten
autolyysin tai virheellisen sijoituksen vuoksi. Tutkimuksen paityttyd eloonjddneille eldimille satelliit-
tiryhmidd lukuun ottamatta suoritetaan ruumiinavaus. Kuolemaisillaan olevat eldimet poistetaan
vilittdmasti, ja niille suoritetaan ruumiinavaus.

Seuraavat tutkimukset tehddin testin padtyttyd kaikille testiryhmien ja kontrolliryhmin eldimille:

1. hematologinen tutkimus, jossa mitataan hematokriitti, hemoglobiini, erytrosyyttien miiri,
leukosyyttien miira ja erittely sekd joitakin hyytymisominaisuuksia;

2. veren kliininen biokemiallinen tutkimus seka vahintdin yksi maksan ja munuaisten toiminnan
parametri, alaniiniaminotransferaasi (aikaisemmin glutamiinipyruviinitransaminaasi) ja seerumin
aspartaattiaminotransferaasi (aikaisemmin glutamiinioksaloasetaattitransaminaasi), virtsan typpi,
albumiini, veren kreatiniini, kokonaisbilirubiini ja seerumin kokonaisproteiini.

Muita myrkyllisyysarviointiin mahdollisesti tarvittavia mairityksid ovat kalsium-, fosfori-, kloridi-,
natrium- ja kalium-mittaukset, glukoosin paastoarvo, lipidianalyysi, hormonit, happo/emistasapaino,
methemoglobiini ja kolinesteraasi.

Kliinistd biokemiaa voidaan tarpeen mukaan kdyttdd todettujen vaikutusten laajempaan tutkimi-
seen.

1.6.3.1 Ruumiinavaus

Kaikille koe-eldimille suoritetaan ruumiinavaus, jossa todetaan paljain silmin havaittavat patologiset
muutokset. Maksa, munuaiset, lisdmunuaiset ja kivekset punnitaan mirkini mahdollisimman pian
irrottamisen jilkeen, jotta ne eivit padse kuivumaan. Elimet ja kudokset (maksa, munuaiset, haima,
lisimunuaiset ja sydin seka elimet, joissa on ndkyvid vammoja tai joiden koko on muuttunut)
sdilytetddn sopivassa aineessa mahdollista myohempda histopatologista tutkimusta varten.

1.63.2 Histopatologinen tutkimus

Suurimman annoksen saaneesta ryhmisti sekd kontrolliryhmistd otetut elin- ja kudosnaytteet
tutkitaan.

Alemmista ryhmista tutkitaan ne elimet ja kudokset, joista suurimman annoksen saaneessa ryhmassi
loytyi testattavasta aineesta johtuvia vaurioita. Seurantaryhman, satelliittiryhmin, eldimille tehddin
histologinen tutkimus, ja huomiota kiinnitetddn erityisesti niihin elimiin ja kudoksiin, joissa muiden
ryhmien eldimilld oli muutoksia.

2 TULOKSET

Tulokset esitetian taulukon muodossa, josta nikyy kuhunkin testiryhmiin kuuluvien eldinten
lukumiiri testin alussa ja eldinten mdirid kutakin vammaa kohden.

Kaikki tulokset arvioidaan jotakin tilastollista menetelmai kiyttden. Kaikkia tunnettuja tilastointime-
netelmii voidaan kayttda.
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3.1

3.2

RAPORTOINTI

Tutkimusseloste

Mikili mahdollista, tutkimusselosteen tulee sisiltia seuraavat tiedot:
— eldinlaji, kanta, hankintapaikka, ympiristoolosuhteet, ruokavalio jne.,
— koeolosuhtee't,

— annostasot (kdytetty liuotin) ja pitoisuudet,

— myrkkyvaikutukset sukupuolen ja annostason perusteella,

— taso, jolla ei esiinny vaikutuksia,

— eldinten kuolinaika tutkimuksen kuluessa ja eloonjiineet,

— myrkky- ja muut vaikutukset,

— kunkin oireen toteamisaika ja sitd seuraavat toimenpiteet,

— ruokintaa ja painoa koskevat tiedot,

— hematologiset testit ja kaikki tulokset,

— kliiniset biokemialliset testit ja kaikki tulokset,

— ruumiinavausloydokset,

— tarkka kuvaus kaikista histopatologisista 1oydoksist,

— tulosten tilastointitapa,

— tulosten pohdinta,

— tulosten tulkinta.
Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

LAHDELUETTELO

Ks. yleisjohdanto, osa B (D).
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B. 8. SUBAKUUTTI MYRKYLLISYYS (INHALAATIO)

1 MENETELMA

1.1 Johdanto
Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

1.2 Mairitelmit

Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

1.3 Vertailuaineet
Ei ole.
1.4 Testin periaate

Useita koe-eldinryhmia altistetaan pdivittdin tietyn pituisen ajan testattavalle aineelle asteittain
suurenevina annoksina 28 paivdn ajan, niin ettd kukin ryhmi saa erisuuruisen annoksen. Mikaili
liuotinta kiytetddn sopivan ilmaseospitoisuuden aikaansaamiseksi, on perustettava liuotinkontrolli-
ryhma. Testin aikana eldimid tarkkaillaan paivittdin myrkkyvaikutusten toteamiseksi. Testin aikana
kuolleille eldimille ja sen pdittymisen jilkeen vieli elossa oleville eldimille suoritetaan ruumiina-

vaus.
1.5 Laatukriteerit

Ei ole.
1.6 Testin kuvaus
1.6.1 Testin valmistelu

Eldimet siirretddn koetiloihin, ja testin aikana annettava ruokinta aloitetaan vihintidin viisi paivai
ennen testin alkua. Nuoret, terveet eliimet randomisoidaan ja jaetaan koeryhmiin. Testattaviin
aineisiin voidaan tarpeen mukaan lisatd liuotinta, jotta saadaan halutun pitoinen ilmaseos. Mikili
livotinta tai muita lisdaineita kdytetddn annostelun helpottamiseksi, niiden myrkyttomyys taytyy olla
tiedossa esimerkiksi aikaisempien tutkimustulosten perusteella.

1.6.2 Koeolosubteet

1.6.2.1 Koe-eldimet

Rotta on suositeltavin laji, jollei se ole kontraindikoitu. Koe-eldimiksi valitaan yleisesti kiytettyi
laboratoriokantaa olevia nuoria terveiti rottia.

Testin alkaessa eldinten paino saa vaihdella korkeintaan + 20 % tavanomaisesta keskiarvosta.

1.6.2.2 Lukumiird ja sukupuoli

Kuhunkin ryhmain tarvitaan vihintdian 10 eldinti (viisi naarasta ja viisi urosta). Naaraiden tulee olla
synnyttamattomid, eiviatki ne saa olla tiineend. Mikili eldimid lopetetaan tutkimuksen kuluessa,
eliinmiiriian tulee lisiti lopettaviksi aiottujen eldinten mdarid. Lisiksi voidaan muodostaa 10
eldimen satelliittiryhma (viisi eldintd kumpaakin sukupuolta),

jolle annetaan suurin annos 28 piivdn aikana ja jota tarkkaillaan 14 piivdn ajan testin loputtua
myrkkyvaikutusten ohimenevyyden, pysyvyyden tai viivistyneen esiintymisen toteamiseksi.

1.6.2.3 Altistamispitoisuudet

Altistamispitoisuuksia tulee olla vihintdin kolme seki kontrolliryhma tai liuotinkontrolliryhmai (jolle
annostellaan livotinta suurimman annoksen livotinmairin verran). Kontrolliryhmin eldimii kasitel-
ladn aivan samoin kuin testiryhmin eldimia, paitsi ettd niille ei anneta testattavaa ainetta. Suurim-
man pitoisuuden tulisi aiheuttaa myrkytysoireita, mutta ei lainkaan tai hyvin vidhin kuolemanta-
pauksia. Pienimmalld pitoisuudella ei tulisi olla myrkkyvaikutusta. Mikali ihmisten altistumistasosta
on tietoja, pienimman testipitoisuuden tulee olla titd suurempi. Keskimmiinen pitoisuus tulee sdatia
sellaiseksi, etti se aiheuttaa vahdisimmit havaittavissa olevat myrkkyvaikutukset. Kiytettiessd
useampia vilipitoisuuksia ne tulee porrastaa niin, ettd myrkkyvaikutukset lisddntyvit asteittain.
Pienimmiille ja keskisuurelle pitoisuudelle altistetuissa ryhmissd sekd kontrolliryhmassd kuolemanta-
pausten luvun tulee olla pieni, jotta tuloksista voidaan tehdd luotettava arviointi.
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1.6.2.4

1.6.2.5

1.6.2.6

1.6.3

Altistusaika

Piivittdinen altistusaika on kuusi tuntia, mutta erikoistapauksissa ajan pituus voi vaihdella.

Laitteet

Eliinten testauksiin kiytetdin inhalaatiolaitetta, jonka dynaamisessa ilmavirrassa ilma vaihtuu
vihintddn 12 kertaa tunnissa, jotta hapen ja tasaisesti jakautuneen altistusaineen saanti voidaan
varmistaa. Mikili kdytetdin kammiota, sen tulee olla suunniteltu siten, etti koe-eldimet voidaan
sijoittaa mahdollisimman viljdsti, ja etti ne joutuvat hengittimiin mahdollisimman tehokkaasti
testattavaa ainetta. Yleissiintond kammion ilman pitimiseksi vakaana on, etti koe-eliinten “tila-
vuus” on korkeintaan 5 % kammion tilavuudesta. Eliimen sieraimet ja suu, yksinomaan pii tai
koko ruumis voidaan altistaa kammiossa; kaksi ensinmainittua tapaa vihentivit testattavan aineen
imeytymistd muulla tavoin.

Tarkkailuaika

+

Eldimia tarkkaillaan pdivittdin testin ja toipumisen aikana myrkytysoireiden toteamiseksi. Kuolinaika
ja myrkkyvaikutusten alkamis- ja loppumisaika kirjataan.

Testin suorittaminen

Eldimet altistetaan testattavalle aineelle pdivittdin viidestd seitsemddn pdivdnd vitkossa 28 pdivin
ajan. Mikali tutkimukseen kuuluu seurantatarkkailuun tarkoitettu satelliittiryvhma, sitd tarkkaillaan
vield 14 pdivin ajan altistamisen jilkeen myrkkyvaikutusten ohimenevyyden tai pysyvyyden toteami-
seksi. Testilimpotilan tulee olla 22 + 3 °C. Suositeltavin suhteellinen kosteus on 30—70 %, mutta
tietyissd tapauksissa (esim. aerosolitesteissi) timid el ole mahdollista kdytinndssi. Altistamisen
aikana ei anneta ruokaa eiki vetta.

Testissd tulee kdyttid dynaamista inhalointimenetelmai, jossa on analyyttinen pitoisuuden valvonta-
jdrjestelmi. Esitestaus on suositeltavaa tarvittavien altistamispitoisuuksien miirittimiseksi. [lman
virtaus siidetddn siten, etti olosuhteet ovat samat altistamiskammion joka kohdassa. Vakaisiin
altistamisolosuhteisiin on piistivda mahdollisimman lyhyessd ajassa.
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1.6.3.1

Seuraavat mittaukset tai tarkkailutoimenpiteet tulee suorittaa:

a) Ilmavirran nopeus (jatkuva tarkkailu).

b) Testattavan aineen todellinen hengityskohdassa mitattu pitoisuus. Piivittdisen altistuksen aikana
pitoisuuden vaihtelu saa olla korkeintaan + 15 % keskiarvosta. Testattaessa polyjd ja aerosoleja
timin tason saavuttaminen voi olla vaikeaa, ja tilléin voidaan hyviksyi suurempi poikkeama.
Piivittdisten pitoisuuksien tulisi pysyd mahdollisimman vakaina koko tutkimusajan. Hiukkas- ja
aerosolitestauksissa hiukkasten koko on mitattava tarvittaessa hiukkasten koon jakautuman
selvittamiseksi.

¢) Limpétila ja kosteus.

d) Altistamisen aikana ja sen jilkeen eldimii tarkkaillaan, ja huomiot kirjataan jirjestelmallisesti.
Jokaisesta eldimesti pidetdin erikseen kirjaa. Eldimia tarkkaillaan piivittdin ja kaikki myrkyty-
soireet, niiden alkamisaika, voimakkuus ja kesto kirjataan. Eldimii tarkkailtaessa on kiinnitet-
tivd huomiota muutoksiin, joita tapahtuu karvapeitteessid ja ihossa, silmissi ja limakalvoissa
sekd hengitys- ja verenkiertoelimissd, autonomisessa ja keskushermostossa, somatomotorisissa
toiminnoissa ja kayttaytymistavassa. Elidimet punnitaan, viikottain ja on suositeltavaa mitata
my0s viikottainen ruoankulutus. Tarkkailu on suoritettava saannollisesti, jotta koe-eldimii ei
menetettiisi kannibalismin, kudosten autolyysin tai virheellisen sijoituksen vuoksi. Tutkimuksen
paityttya eloonjidneille eldimille satelliittiryhmdd lukuun ottamatta suoritetaan ruumiinavaus.
Kuolevat eldimet poistetaan, ja niille suoritetaan ruumiinavaus.

Seuraavat tutkimukset tehdddn testin paityttyd kaikille eldimille, mukaan lukien kontrolliryhmin
eldimet: ¢

i) hematologinen tutkimus, jossa mitataan hematokriitti, hemoglobiini, erytrosyyttien maara,
leukosyyttien maira ja erittely sekd joitakin hyytymisominaisuuksia;

ii) veren kliininen biokemiallinen tutkimus sekd viahintddn yksi maksan ja munuaisten toiminnan
parametri, alaniiniaminotransferaasi (aikaisemmin glutamiinipyruviinitransaminaasi) ja seerumin
aspartaattiaminotransferaasi (aikaisemmin glutamiinioksaloasetaattitransaminaasi), virtsan typpi,
albumiini, veren kreatiniini, kokonaisbilirubiini ja seerumin kokonaisproteiini. Muita myrkylli-
syysarviointiin mahdollisesti tarvittavia maarityksid ovat kalsium-, fosfori-, kloridi-, natrium- ja
kalium-mittaukset, glukoosin paastoarvo, lipidianalyysi, hormonit, happo/emistasapaino, methe-
moglobiini ja kolinesteraasi. Kliinistd biokemiaa voidaan tarpeen mukaan kiyttid todettujen
vaikutusten laajempaan tutkimiseen.

Ruumiinavaus

Kaikille koe-eldimille suoritetaan ruumiinavaus, jossa todetaan paljain silmin havaittavat patologiset
muutokset. Maksa, munuaiset, lisimunuaiset ja kivekset punnitaan mirkind mahdollisimman pian
irrottamisen jilkeen, jotta ne eivdt pddse kuivumaan. Elimet ja kudokset (hengitystichyet, maksa,
munuaiset, haima, lisimunuaiset ja sydin seki elimet, joissa on nikyvid vammoja tai joiden koko on
muuttunut) sdilétddn mahdollista myohempadd histopatologista tutkimusta varten. Neninielu ja
keuhkot poistetaan kokonaisina, punnitaan ja kisitellddn fiksatiivilla, jotta keuhkojen rakenne siilyy.
Fiksatiiviperfuusio on tehokas menettelytapa.
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1.6.3.2

3.1

Histopatologinen tutkimus

Suurimman annoksen saaneesta ryhmistd sekd kontrolliryhmistid/ryhmista otetut elin- ja kudosniyt-
teet tutkitaan. Alemmista ryhmistid tutkitaan ne elimet ja kudokset, joista suurimman annoksen
saaneessa ryhmassd 16ytyi testattavasta aineesta johtuvia vaurioita. Satelliittiryhmin eldimille tehddan
histologinen tutkimus, ja huomiota kiinnitetddn erityisesti nithin elimiin ja kudoksiin, joissa muiden
ryhmien eldimilld oli vaurioita.

TULOKSET

Tulokset esitetddn taulukon muodossa, josta nakyy kuhunkin testiryhmidin kuuluvien eldinten
lukumaiiri testin alussa ja luettelo erilaisista vammoista seki eldinten lukumiird kunkin vamman
osalta. Kaikki tulokset on arvioitava jotakin tilastollista menetelmid kiyttien. Kaikkia tunnettuja
tilastointimenetelmid voidaan kayttia.

RAPORTOINTI

Tutkimusseloste

Mikili mahdollista, tutkimusselosteen tulee sisaltdd seuraavat tiedot:

— eldinlaji, kanta, hankintapaikka, ymparistdolosuhteet, ruokavalio jne.,
— koeolosuhteet:

Altistamislaitteen kuvaus; merkki, tyyppi, mitat, ilmanldhde, hiukkasten ja aerosolien tuottamis-
tapa, ilmastointitapa, poistoilman kisittelytapa ja eldinten sijainti koekammiossa altistamisen
aikana. Limpétilan, kosteuden, hiukkasten koon ja aerosolin pitoisuuden mittaustapa on
mainittava.

Altistamistiedot:

Altistamistiedot laaditaan taulukon muotoon, jossa esitetddn keskiarvo ja, poikkeamat (esim.
keskihajonta) ja mikili mahdollista, seuraavat tiedot:

a) ilmavirran nopeus inhalaattorilaitteessa,
b) ilman limpatila ja kosteus,

¢) nimellispitoisuudet (inhalaatiolaitteeseen asetetun testattavan aineen kokonaismiiri jaettuna
ilman tilavuudella),

d) kiytetty liuotin,

e) todelliset pitoisuudet hengitysalueella,

f) hiukkasten keskikoko,
— myrkkyvaikutukset sukupuolen ja pitoisuustason perusteella,
— eldinten kuolinaika tutkimuksen kuluessa ja eloonjiineet,
— myrkky- ja muut vaikutukset, oireeton taso,
— kunkin oireen toteamisaika ja sitd seuraavat toimenpiteet,
— ruokintaa ja painoa koskevat tiedot,

— hematologiset testit ja niiden tulokset,
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— kliiniset biokemialliset testit ja niiden tulokset,

— ruumiinavausloydékset,

— tarkka kuvaus kaikista histopatologisista 16ydoksista,
— tulosten tilastointimenetelma,

— tulosten pohdinta,

— tulosten tulkinta.

Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

LAHDELUETTELO
Ks. yleisjohdanto, osa B (D).
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B. 9. SUBAKUUTTI MYRKYLLISYYS (IHON KAUTTA)

1 MENETELMA

1.1 Johdanto

Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

1.2 Madiritelma

Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

1.3 Vertailuaineet
Ei ole.
1.4 Testin periaate

Testattavaa ainetta pannaan pdivittdin 28 pidivin ajan useisiin ryhmiin jaettujen koe-eldinten ihoon
eri pitoisuuksina, yksi pitoisuus kullekin ryhmalle. Tutkimuksen kuluessa eldimid tarkkaillaan
paivittiin myrkkyvaikutusten toteamiseksi. Testin aikana kuolleille eldimille ja sen loputtua elossa
oleville eldimille suoritetaan ruumiinavaus.

1.5 Laatukriteerit

Ei ole.
1.6 Testin kuvaus
1.6.1 Testin valmistelu

Eldimet siirretddn koetiloihin, ja testin aikana annettava ruokinta aloitetaan vihintdin viisi pdivdd
ennen testin alkua. Nuoret, terveet aikuiset eldimet randomisoidaan ja jaetaan koeryhmiin. Juuri
ennen testin alkua eldinten seldsti poistetaan karvapeite leikkaamalla. Karvapeite voidaan myos
ajella, mutta se on tehtidvd noin vuorokautta ennen testin alkua. Karvapeitettd poistettaessa on
varottava vahingoittamasta ihoa. Vahintdin 10 % ruumiin pinnasta tulee olla ajeltuna, jotta siihen
voidaan panna testattavaa ainetta. Koealueen suuruus ja peitesiteen mitat riippuvat eldimen painosta.
Kun testataan kiinteitd aineita, jotka voidaan tarvittaessa jauhaa, aine kostutetaan vedelli tai
sopivalla liuottimella, jotta ihoon saadaan hyva kosketus. Testattavia nesteitd ei yleensd laimenneta.
Piivittdinen altistus tehddidn 5—7 kertaa viikossa.

1.6.2 Koeolosubteet

1.6.2.1 Koe-eldimet

Tdysikasvuisia rottia, kaneja tai marsuja voidaan kayttad. Muitakin lajeja voidaan kiyttdd, mutta
niiden kayttd on perusteltava. Tutkimuksen alkaessa koe-eldinten paino saa vaihdella korkeintaan +
20 % keskiarvosta. :
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1.6.2.2 Lukumiiari ja sukupuoli

Kutakin annostasoa varten tarvitaan vihintdin 10 terveihoista eldinti (viisi naarasta ja viisi urosta).
Naaraiden tulee olla synnyttimittomid, eivitkd ne saa olla tiineend. Mikili tutkimussuunnitelma
edellyttii eldinten lopettamista tutkimuksen kuluessa, eliinmadrain tulee lisitd lopetettaviksi aiottu-
jen eldinten madra. Lisiksi voidaan muodostaa 10 eldimen satelliittiryhma (viisi eldintad kumpaakin
sukupuolta), jolle annetaan suurin annos 28 piivdn ajan ja jota tarkkaillaan 14 pdivin ajan testin
loputtua myrkkyvaikutusten ohimenevyyden, pysyvyyden tai viivdstyneen esiintymisen toteamiseksi.

1.6.2.3 Annostasot

Testissd kdytetddn vihintdan kolmea annostasoa ja kontrolliryhmaii tai liuotekontrolliryhmai, mikali
livotetta kdytetddn. Piivittdinen altistusaika on vihintddn kuusi tuntia. Eldimet altistetaan testatta-
valle aineelle samaan aikaan joka piivi, ja annosta sdddetddn mairdajoin (viikottain tai joka toinen
viikko), jotta annostaso pysyy muuttumattomana suhteessa eliimen painoon. Kontrolliryhmin
eldimille ei anneta testattavaa ainetta, mutta muuten niitd kasitellddn aivan samoin kuin testiryhmin
eldimid. Mikdli kidytetddn linotetta annostelun helpottamiseksi, kontrollieldimille annostellaan liu-
otinta kuten testiryhmille, ja sen miird on sama kuin suurimman annoksen saavalle testiryhmalle
annettu. Suurimman annoksen tulisi aiheuttaa myrkytysoireita, mutta ei lainkaan tai hyvin vihin
kuolemantapauksia. Pienimmailld annoksella ei tulisi olla myrkkyvaikutusta. Mikali ihmisten altistus-
tasosta on tietoja, pienimmin testiannoksen tulee olla titd suurempi. Keskimmiinen annoskoko tulee
saatai sellaiseksi, ettd se aiheuttaa vahiisimmat havaittavissa olevat myrkkyvaikutukset. Kiytettiessa
useampia viliannostasoja ne tulee porrastaa niin, ettd myrkkyvaikutukset lisddntyvit asteittain.
Pienimmin ja keskisuuren annoksen saavissa ryhmissa sekd kontrolliryhmissi kuolemantapausten
luvun tulee olla pieni, jotta tuloksista voidaan tehdi luotettava arviointi.

Mikali testattava aine aiheuttaa voimakasta ihon drsytystd, aineen pitoisuutta pienennetdin ja timi
voi aiheuttaa muiden myrkkyvaikutusten poisjidmisen tai vihenemisen korkeimmalla annostasolla.
Mikili iho on pahoin vaurioitunut, voi olla tarpeen lopettaa tutkimus ja aloittaa uusi pienemmilld
pitoisuuksilla.

1.6.2.4 Rajatesti

Jos esitutkimuksessa ei esiinny testattavaan aineeseen liittyvid myrkkyvaikututuksia 1 000 mg/kg:n
tai sitd suuremmalla, ihmisten altistumistason perusteella valitulla annostasolla, jatkokokeita ei
yleensi tarvitse tehdi.

1.6.2.5 Tarkkailu-aika

Eldimid tarkkaillaan piivittdin myrkytysoireiden toteamiseksi. Kuolinaika sekd myrkytysoireiden
alkamis- ja loppumisaika kirjataan.

1.6.3 Testin suorittaminen

Eldimet siilytetdan yksittdishikeissa. Niitd kasitellddn testattavalla aineella mieluimmin viikon
jokaisena paivana 28 paivin ajan. Mikali tutkimukseen kuuluu satelliittiryhma, sitd tarkkaillaan vield
14 pdivin ajan altistamisen loputtua myrkkyvaikutusten ohimenevyyden tai pysyvyyden toteamiseksi.
Altistamisaika on vihintdan kuusi tuntia pdivdssd. Testattavaa ainetta levitetddn tasaisesti alueelle,
joka on n. 10 % ruumiin koko pinta-alasta. Testattaessa erittdin myrkyllisid aineita levitysala voi olla
pienempi, mutta aine tulee levittdd alueelle mahdollisimman ohuesti ja tasaisesti.

Testattava aine pidetdan kosketuksessa ihoon huokoisen sideharson ja drsyttimattdman teipin avulla.
Testialueelle asetetaan jokin sopiva peite pitimdin harsosidos ja testattava aine paikoillaan ja
estimain eldintd syémaistd sitd. Eldimen likkkumista voidaan rajoittaa, mutta tdydellisesti likkkumat-
tomaksi saattaminen ei ole suositeltava menettelytapa.

Altistamisajan paityttyd jaljelld oleva aine poistetaan vedelld tai puhdistamalla iho jollakin muulla
sopivalla tavalla.
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1.6.4

1.6.5

Eldimid tarkkaillaan, paivittidin ja myrkytysoireet, niiden alkamis- ja kestoaika sekd voimakkuus
kirjataan. Eldimii tarkkailtaessa kiinnitetdan huomiota muutoksiin, joita tapahtuu karvapeitteessi ja
ihossa, silmissd ja limakalvoissa sekd hengitys- ja verenkiertoelimissd, autonomisessa ja keskusher-
mostossa, somatomotorisissa toiminnoissa ja kiyttiytymistavassa. Eliimet punnitaan viikottain.
Ruoankulutus on my&s syytd mitata viikottain. Tarkkailua on suoritettava saannéllisesti, jotta
koe-eldimid ei menetettdisi kannibalismin, kudosten autolyysin tai virheellisen sijoituksen vuoksi.
Tutkimuksen piityttyd eloonjdineille eldimille satelliittiryhmaé lukuun ottamatta suoritetaan ruumii-
navaus. Kuolevat eldimet poistetaan viipymatti ja niille suoritetaan ruumiinavaus.

Seuraavat tutkimukset tehdddn testin paityttyd kaikille eldimille, mukaan lukien kontrolliryhmin
eldimet:

1  hematologinen tutkimus, jossa mitataan hematokriitti, hemoglobiini, erytrosyyttien mairai,
leukosyyttien miiri ja erittely seki joitakin hyytymisominaisuuksia;

2 veren kliininen biokemiallinen tutkimus sekd vihintidin yksi maksan ja munuaisten toiminnan
parametri, alaniiniaminotransferaasi (aikaisemmin glutamiinipyruviinitransaminaasi) ja seerumin
aspartaattiaminotransferaasi (aikaisemmin glutamiinioksaloasetaattitransaminaasi), virtsan typpi,
albumiini, veren kreatiniini, kokonaisbilirubiini ja seerumin kokonaisproteiini.

Muita myrkyllisyysarviointiin mahdollisesti tarvittavia mairityksid ovat kalsium-, fosfori-, kloridi-,
natrium- ja kalium-mittaukset, glukoosin paastoarvo, lipidianalyysi, hormonit, happo/emastasapaino,
methemoglobiini ja kolinesteraasi.

Kliinistd biokemiaa voidaan tarpeen mukaan kiyttdd todettujen vaikutusten laajempaan tutkimi-
seen.

Ruumiinavaus

Kaikille koe-eldimille suoritetaan ruumiinavaus, jossa todetaan paljain silmin havaittavat patologiset
muutokset. Maksa, munuaiset, lisimunuaiset ja kivekset punnitaan mirkind mahdollisimman pian
irrottamisen jilkeen, jotta ne eivit padse kuivumaan. Elimet ja kudokset, kuten normaali ja altistettu
iho, maksa, munuaiset, haima sekid kohde-elimet (eli elimet, joissa on nikyvii vammoja tai joiden
koko on muuttunut) siilétddn sopivassa aineessa mahdollista myohempdd histopatologista tutki-
musta varten.

Histopatologinen tutkimus

Suurimman annoksen saaneesta ryhméstd sekd kontrolliryhmistd otetut elin- ja kudosnidytteet
tutkitaan. Alemmista ryhmistd tutkitaan ne elimet ja kudokset, joista suurimman annoksen saaneessa
ryhmassa 10ytyi testattavasta aineesta johtuvia vaurioita. Satelliittiryhmin eldimille tehdidin histologi-
nen tutkimus kiinnittden erityistd huomiota niihin elimiin ja kudoksiin, joissa muiden ryhmien
eldimilld oli muutoksia.
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341

3.2

TULOKSET

Tulokset esitetiin taulukon muodossa, josta nikyy kuhunkin testiryhmiin kuuluvien eliinten
lukumaari testin alussa ja luettelo erilaisista vammoista sekd eldinten lukumaiiri kunkin vamman
osalta.

Kaikki tulokset on arvioitava jotakin tilastointimenetelmii kayttien. Kaikkia tunnettuja tilastointi-
menetelmid voidaan kayttia.

RAPORTOINTI

Tutkimusseloste

Mikili mahdollista, tutkimusselosteen tulee sisiltad séuraavat tiedot:
— tiedot eldimistd (laji, kanta, hankintapaikka, ympiristoolosuhteet, ruokavalio jne.),
— koeolosuhteet,

— annostasot (kdytetty liuotin) ja pitoisuudet,

— oireeton taso,

— myrkkyvaikutukset sukupuolen ja annostason perusteella,

— eldinten kuolinaika tutkimuksen kuluessa ja eloonjiineet,

— myrkky- ja muut vaikutukset,

— kunkin oireen toteamisaika ja sitd seuraavat toimenpiteet,

— ruokintaa ja painoa koskevat tiedot,

— hematologiset testit ja niiden tulokset, -

— kliiniset biokemialliset testit ja niiden tulokset,

— ruumiinavausléydékset,

— tarkka kuvaus kaikista histopatologisista loydoksista,

— tulosten tilastointitapa,

— tulosten pohdinta,

— tulosten tulkinta.

Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

LAHDELUETTELO

Ks. yleisjohdanto, osa B (D).
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1.1

1.2

1.3

14

1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

B. 10. MUUT VAIKUTUKSET — MUTAGEENISUUS

NISAKASSOLUVILJELMALLA SUORITETTAVA SYTOGEENISUUSTESTI IN VITRO

MENETELMA

Johdanto

Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

Mairitelma

Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

Vertailuaineet

Ei ole.

Testin periaate

Nisikissoluviljelmilla suoritettava sytogeenisuustesti in vitro on lyhytaikainen mutageenisuustesti,
jolla pyritddn 16ytimain rakenteellisia kromosomimuutoksia viljellyistad nisakassoluista. Sekd pysyvid
solulinjoja ettd primaarisia soluviljelmid voidaan kdyttda. Kun solut on altistettu testattaville
kemikaaleille sekd ilman maksaentsyymiaktivointijirjestelmdi ettd sen lisndollessa (entsyymeji
indusoivilla aineilla kisiteltyjen jyrsijdiden maksoista eristetty postmitokondriaalinen fraktio, johon
on lisdtty kofaktoreita) soluja kisitellidn tumasukkulan muodostumisen inhibiittorilla, esimerkiksi
kolkisiinilla, solujen pysiyttimiseksi mitoosin metafaasivaiheeseen (c-metafaasiin). Solut keritdin
asianmukaisina aikoina, ja niistd tehdidin kromosomipreparaatit. Preparaatit virjdtiin, ja metafaasi-
vaiheessa olevat solut analysoidaan kromosomimuutosten 16ytimiseksi.

Laatukriteerit

Ei ole.

Testin kuvaus

Testin valmistelu
Tutkittavat aineet voidaan sekoittaa kasvatusalustaan tai liuottaa soveltuviin kantaja-aineisiin ennen

solujen altistamista. Testissid kiytetdin pysyvid solulinjoja tai primaarisia soluviljelmis, esim. kiinan-
hamsterin soluja ja ihmisen lymfosyytteja.

Koeolosubteet

Soluviljelmien lukumaari:

Kutakin parametriyhdistelmii kohti tulee olla vihintidin kaksi rinnakkaista viljelyi.

Negatiiviset ja positiiviset kontrollit:

Liuotinta (kun liuotin ei ole kantaja-ainetta tai vettd), maksaentsyymiaktivointiseosta, maksaentsyy-
miaktivointiseoksen ja liuottimen seosta sekad kisittelemattomid kontrolleja kiytetdin negatiivisina
kontrolleina.

Kuhunkin kokeeseen sisiltyy positiivinen kontrolli. Kun tutkittavan aineen aktivoimiseen kiytetiin

maksaentsyymiaktivointiseosta, on positiivisena kontrollina kaytettiva yhdistettd, jonka tiedetiin
vaativan metabolista aktivointia.
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1.6.3

1.6.3.1

1.6.3.2

1.6.3.3

Annostasot:

Vihintidn kolme annosta vihintdan yhden logaritmin annosvililli testattavaa yhdistettd; korkein
annos estii noin 50 % mitoottisesta aktiviteetista.

Viljelyolosuhteet:

Koe suoritetaan asianmukaisella viljelyalustalla ja asianmukaisissa viljelyolosuhteissa (esim. lampo-
tila, viljelymaljat, CO,-pitoisuudet ja kosteus).

Testin suorittaminen

Viljelmien valmistus

Pysyvit solulinjat: Solut erotetaan kantaviljelmistd (esim. trypsiinin avulla tai ravistelemalla),
kylvetddn kasvatusastioihin sopivaan tiheyteen ja inkuboidaan 37 °C:ssa.

Ihmisen lymfosyytit: Heparinisoitua verta lisatiddn kasvatusalustaan, joka sisiltdd fytohemaglutiinia,
vasikan sikidseerumia ja antibiootteja, ja inkuboidaan 37 °C:ssa.

Viljelmien altistus tutkittavalle yhdisteelle
i) Altistus ilman maksaentsyymiaktivaatiota

Kaikkien altistusten tulee kestdd yhden solysyklin ajan, ja fiksaatiolla tulee varmistaa syklin eri
vaiheissa altistettujen solujen analysointi ensimmiisessa altistuksen jilkeisessid mitoosissa. Kun
altistusaika ei ole yhden koko solusyklin mittainen, valitaan useita fiksaatioaikoja, jotta voidaan
ottaa naytteitd soluista, jotka ovat altistuksen aikana solusyklin eri vaiheissa, esimerkiksi Gy, S ja
G,. Pysyvistd solulinjoista koostuvat viljelmit altistetaan tutkittavalle aineelle niiden ollessa
eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa. Thmisen lymfosyyttiviljelmit altistetaan niiden ollessa puoli-
synkroonisessa vaiheessa. Mikili testattava kemikaali muuttaa solusyklin pituutta, fiksaatiovilid
tulee muuttaa vastaavasti.’

ii) Altistus maksaentsyymiaktivaation lisniollessa

Tutkittavan aineen ja aktivaatiosysteemin tulisi vaikuttaa niin kauan kuin mahdollista, ilman ettd
se aiheuttaa soluihin myrkkyvaikutusta. Jos timi kisittely ei myrkkyvaikutuksen vuoksi kata
koko solusyklid, valitaan useita fiksaatioaikoja, jotta voidaan ottaa niytteitd soluista, jotka ovat
altistuksen kuluessa solusyklin eri vaiheissa, esimerkiksi Gy, S ja Ga.

Solujen kerdaminen

Soluviljelmat kisitelldan tumasukkulan muodostumisen inhibiittorilla 1-—2 tuntia ennen solujen
kerddmistd. Jokaisen viljelmin solut kerdtdin ja kisitellidn erikseen kromosomipreparaattien
valmistamiseksi.

Kromosomipreparaattien valmistus

Kromosomiprepaattien tekoon kuuluu solujen hypotoniakasittely, kiinnitys, levitys objektilasille ja
varjays.

Analyysi:

Kustakin viljelmistd analysoidaan ainakin 100 hyvin levinnyttd metafaasia kromosomimuutosten
l6ytimiseksi. Objektilasit koodataan ennen analyysid.

Thmisen lymfosyyteisti analysoidaan vain 46 sentromeeria sisdltivit metafaasit. Pysyvistd solulin-
joista analysoidaan vain metafaasit, joiden sentromeerien lukumiiri on moodi + 2.
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3.1

3.2

TULOKSET

Tiedot esitetdian taulukon muodossa. Kromatidimuutokset (aukot, murtumat, vaihdot), kromosomi-
muutokset (aukot, murtumat, renkaat, kaksikeskuksiset ja monikeskuksiset) sekd poikkeavien
metafaasien lukumaiidri (aukot mukaan luettuina ja pois luettuina) esitetdin erikseen kustakin
kisitellysti ja kontrolliviljelmasti. Tulosten merkitsevyys arvioidaan soveltuvin tilastollisin menetel-
min.

RAPORTOINTI
Tutkimusseloste

Tutkimusraportin tulee, mikili mahdollista, sisiltid seuraavat tiedot:

— kiytetyt solut,

— koeolosuhteet: kasvatusalustojen koostumus, CO,-pitoisuus, inkubaatioaika, inkubaatiolimpé-
tila, annostasot, altistusaika, kiytetty tumasukkulan muodostumisen inhibiittori ja sen pitoisuus
sekd kdyttdaika, kiytetty maksaentsyymiaktivaatioseostyyppi, positiiviset ja negatiiviset kontrol-
lit,

— soluviljelmien lukumaiara,
— analysoitujen metafaasien lukumairid (tiedot annetaan erikseen kustakin viljelmisti),
— mitoosi-indeksi,

— kunkin kasitellyn ja kontrolliviljelmin aberraatioiden lukumaiira ja tyyppi, pysyvien solulinjojen
kromosomien moodi,

— tulosten tilastollinen kisittely,
— tulosten pohdinta,

— tulosten tulkinta.

Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

LAHDELUETTELO
Ks. yleisjohdanto, osa B (D).
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B. 11. MUUT VAIKUTUKSET — MUTAGEENISUUS

NISAKKAAN LUUYDINSYTOGEENISUUSTESTI IN VIVO, KROMOSOMIANALYYSI

1 MENETELMA

1.1 Johdanto

Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

1.2 Mairitelma

Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

1.3 Vertailuaineet
Ei ole.
1.4 Testausmenetelman periaatteet

Timi sytogeenisuustesti i# vivo on lyhytaikainen mutageenisuustesti, jonka avulla pyritidn loyta-
miin rakenteellisia kromosomiaberraatioita. Ne mddritetddn tavallisesti ensimmadisestd kisittelyn
jilkeisestd mitoosivaiheesta. Koska on kyse kemiallisista mutageeneista, suurin osa aiheutetuista
aberraatioista on kromatidiaberraatioita.

Menetelmissd kdytetdan nisakkiiden luuydinsoluja, jotka altistetaan tavanomaisin keinoin tutkitta-
ville kemikaaleille, jonka jilkeen nisikkait lopetetaan mdaairiviliajoin. Eldimille annetaan ennen
lopetusta jotakin tumasukkulan muodostumisen inhibiittoria, esimerkiksi kolkisiinia, solujen pysayt-
timiseksi mitoosin metafaasivaiheeseen (c-metafaasiin). Soluista tehddin ilmakuivatut preparaatit,
jotka virjitain, ja metafaaseista mikroskopoidaan kromosomimuutokset. ’

1.5 Laatukriteerit

Ei ole.
1.6 Testin kuvaus
1.6.1 Testin valmistelu

Tutkittavat kemikaalit liuotetaan tavalliseen suolaliuokseen. Mikili ne ovat liukenemattomia, ne
liuotetaan tai sekoitetaan sopiviin liuotteisiin.

Testattavia yhdisteitid kadytetddn vastavalmistettuina liuoksina. Mikali liuotinta kiytetddn helpotta-
maan annostelua, se ei saa vaikuttaa yhdisteeseen eiki aiheuttaa myrkkyvaikutuksia.

1.6.2 Koeolosubteet

1.6.2.1 Koe-eldimet

Koe-eldimind kiytetddn jyrsijoitd, kuten rottia, hiirid tai kiinanhamstereita. Terveet, nuoret aikuiset
eldimet randomisoidaan ja jaetaan koe- ja kontrolliryhmiin.
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1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.4

1.6.2.5

1.6.3

Lukumiddrd ja sukupuoli

Kutakin koe- ja kontrolliryhmii kohden tarvitaan vihintddn viisi naarasta ja viisi urosta. Niin ollen
tullaan lopettamaan 10 eldintd kutakin ryhmai ja kutakin aikavilid kohden, mikili koesuunnitelma
edellyttdd useita testausaikoja altistuksen jilkeen.

Annostustapa

Testattavat yhdisteet tulee yleensi antaa kerta-annoksena. Toksikologisista syistd annoksia voi olla
useita. Useita annoksia voidaan kuitenkin kidyttii ainoastaan, mikili testattava yhdiste ei vaikuta
luuytimeen sytotoksisesti. Annostelu tapahtuu yleensd suun kautta tai ruiskeena vatsaonteloon.
Muutkin annostustavat voivat tulla kysymykseen.

Negatiivisten ja positiivisten kontrollien kiytto

Positiivisena kontrollina kdytetdin yhdistetti, jonka tiedetdan aiheuttavan kromosomiaberraatioita in
vivo, ja negatiivista (liuotin)kontrolliryhmai kaytetdan niin ikddn kussakin kokeessa.

Annostasot

Perustasolla annetaan testattava yhdiste yhteni annoksena, joka on joko suurin siedetty tai sellainen
annos, joka aiheuttaa jonkinasteisen sytotoksisuusoireen (esimerkiksi mitoosin osittaisen inhibi-
tion).

Annostasojen miiriid voidaan lisitd, mikali se on tieteellisistd syistd perusteltua.

Mikaili testi tehdddn varmistustarkoituksessa, on lisiksi kdytettivi vihintiin kahta muuta annosta-
soa.

Testin suorittaminen
Koe voidaan tehdi kahdella tavalla:

i) Eldimille annetaan testattava yhdiste korkeimpana siedettyni kerta-annoksena. Naytteitd otetaan
kolmasti kisittelyn jalkeen. Niytteen keskiottovili on 24 tuntia. Koska testattava kemikaali voi
vaikuttaa solusyklin kinetitkkaan, kdytetddn yhtid aikaisempaa ja yhtd mydhempiad naytteenotto-
vilid, jotka on asianmukaisesti porrastettu kuuden ja 48 tunnin viliin. Useampia annostasoja
kiytettiessd ndytteet tulee ottaa erityisen herkissi vaiheessa tai, ellei timi ole tiedossa, 24 tuntia
annostuksen jilkeen.

ii) Jos farmakokineettiset ja metaboliset syyt puoltavat toistuvaa altistusta, useita annoksia voidaan
kiyttda ja niytteet otetaan kuuden ja 24 tunnin kuluttua viimeisestd kisittelysta.

Luuytimen preparointi

Ennen elidinten lopettamista niille annetaan ruiskeena vatsaonteloon tarpeellinen maéara tumasukku-
lan muodostumisen inbiittoria, jotta c-metafaasissa olevia soluja saadaan riittdvisti. Luuydin
poistetaan vastalopetettujen eldinten molemmista reisistd huuhtomalla isotonisella liuoksella. Asian-
mukaisen hypotonisen kisittelyn jilkeen solut fiksoidaan ja levitetddn objektilaseille. Lasit virjitain
ilmakuivatuksen jilkeen.

Analyysi

Lasit koodataan ennen mikroskooppista analyysia. Vahintddn 50 tidysimairdistd sentromeeria sisalti-
vid hyvin levinnyttd metafaasia analysoidaan kustakin eldimestd rakenteellisten kromosomiaberraati-
oiden l6ytamiseksi. Lisdksi voidaan mdirittad kunkin eldimen mitoosi-indeksit.
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3.1

32

TULOKSET

Tulokset esitetddan taulukon muodossa. Kromatidi- ja isokromatidipoikkeamat (aukot, vilit, vaihdot)
ja mdadritetyt mitoosi-indeksit ilmoitetaan erikseen kaikista koe- ja kontrollieldimista. Keskiarvot ja
keskipoikkeamat jokaisen ‘koe- ja kontrolliryhmin osalta ilmoitetaan niin ikddn. Tulosten merkitse-
vyys arvioidaan soveltuvin tilastollisin menetelmin.

RAPORTOINTI

Tutkimusseloste

Tutkimusselosteen tulee, mikili mahdollista, sisidltdd seuraavat tiedot:

koe-eldinten laji, kanta ja ikd,
naaraitten ja koiraitten lukumiird koe- ja kontrolliryhmissa,

koeolosuhteet: tarkat tiedot altistuksesta ja niytteiden aikataulusta, annostasot, kiytetty tuma-
sukkulan muodostumisen inhibiittori ja sen pitoisuus ja kisittelyaika,

analysoitujen metafaasien lukumairi eldintid kohden,

mitoosi-indeksit, mikili mdaritetty,

aberraatioiden tyyppi ja lukumdiri erikseen kustakin koe-eldimestd ja kontrollista,
tulosten tilastollinen kasittely,

tulosten pohdinta,

tulosten tulkinta.

Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

LAHDELUETTELO

Ks. yleisjohdanto, osa B (D).
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B. 12. MUUT VAIKUTUKSET — MUTAGEENISUUS
MIKROTUMATESTI

1 MENETELMA

1.1 Johdanto
Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

1.2 Maiiritelma
Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

1.3 Vertailuaineet
Ei ole.

1.4 Testin periaate
Mikrotumakoe on nisiakkdilld tehty lyhytaikainen iz vivo -koe kemikaalien aiheuttamien kromosomi-
ja mitoottisten vaurioiden toteamiseksi. Koe perustuu altistettujen eldinten polykromaattisten erytro-
syyttien mikrotumien lisddntymiseen kontrolliryhmén eldimiin verrattuna.
Mikrotumia muodostuu kromosomien osista tai kokonaisista kromosomeista mitoosin hidastuessa.
Kun erytrosyytteihin kehittyy erytroblasteja, pdatuma karkoitetaan, kun taas sytoplasmaan voi jaida
mikrotumia. Kokeessa kdytetddn testattaville aineille altistettujen koe-eldinten luuytimestd saatuja
nuoria polykromaattisia erytrosyytteja. Luuytimestd tehdddn sivelypreparaatit, jotka virjitian.
Mikroskoopilla lasketaan polykromaattisten erytrosyyttien mikrotumat, ja polykromaattisten ja
normokromaattisten erytrosyyttien suhde mdaritetdan.

1.5 Laatukriteerit
Ei ole.

1.6 Testin kuvaus

1.6.1 Testin valmistelu
Tutkittavat kemikaalit liuotetaan isotoniseen liuokseen. Jos ne ovat liukenemattomia, ne liuotetaan
tai sekoitetaan sopiviin livotteisiin. Mikali livotinta kdytetadn, se ei saa vaikuttaa yhdisteeseen eikd
aiheuttaa myrkkyvaikutuksia. Testattavia yhdisteitd kdytetidn yleensd vastavalmistettuina liuoksina.

1.6.2 Koeolosubteet

1.6.2.1 Koe-eldimet
Hiiret ovat suositeltavia, mutta muitakin nisiakkaitd voidaan kayttii. Terveet, nuoret, tiysikasvuiset
eliimet randomisoidaan ja jaetaan koe- ja kontrolliryhmiin.

1.6.2.2 Lukumididrd ja sukupuoli

Kutakin koe- ja kontrolliryhmii kohden tarvitaan vahintidn viisi naarasta ja viisi urosta. Niin ollen
tullaan lopettamaan 10 eldintd kutakin ryhmai ja kutakin aikavilii kohden, mikaili tutkimussuunni-
telma edellyttdd useita testausaikoja altistamisen jilkeen.
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1.6.2.3 Annostustapa

Testattavat yhdisteet tulee yleensi antaa kerta-annoksena. Toksikologisista syistd annoksia voi olla
useita. Useita annoksia voidaan kuitenkin kidyttdd ainoastaan, mikili testattava yhdiste ei vaikuta
luuytimeen sytotoksisesti. Annostelu tapahtuu yleensd suun kautta tai ruiskeena vatsaonteloon.
Muutkin annostustavat voivat tulla kysymykseen.

1.6.2.4 Negatiivisten ja positiivisten kontrollien kidytto

Sekd positiivisia ettd negatiivisia (livotin)kontrolliryhmid kaytetain jokaisessa kokeessa.

1.6.2.5 Annostasot

Perustasolla annetaan testattava yhdiste yhteni annoksena, joka on joko suurin siedetty tai sellainen
annos, joka aiheuttaa jonkinasteisia sytotoksisuusoireita, esimerkiksi polykromaattisten ja normokro-
maattisten erytrosyyttien suhde muuttuu.

Annostasojen miarda voidaan lisitd, mikali se on tieteellisistd syistd perusteltua.

Mikili testi tehddin varmistustarkoituksessa, on lisiksi kiytettivi vihintiin kahta muuta annosta-
soa.

1.6.3 Testin suorittaminen
Koe voidaan tehdi kahdella tavalla:

i) Eldimille annetaan testattavaa yhdistettd korkeimpana siedettynd kerta-annoksena. Naytteet
otetaan kokeen maksimivastevaiheessa, joka vaihtelee testattavan yhdisteen mukaan. Korkeinta
annosta kiytettdessi luuydinnidyte otetaan vihintdin kolmasti, ensimmdinen aikaisintaan 12
tuntia altistamisen jilkeen ja seuraavat sopivin vilein, ei kuitenkaan yli 72 tuntia altistami-
sesta. '

Useita annostasoja kdytettdessd naytteet tulee ottaa mahdollisimman herkissid vaiheessa tai, ellei
tami ole tiedossa, 24 tuntia altistamisen jalkeen.

i) Jos farmakokineettiset ja metaboliset syyt puoltavat toistuvaa altistamista, useita annoksia
voidaan kiyttdd, ja nidytteet otetaan vihintiidn kolme kertaa alkaen 12 tunnin kuluttua
viimeisestd altistamisesta ja seuraavat sopivin vilein, mutta kuitenkin 72 tunnin aikana.

Luuytimen preparointi
.

Luuydin huuhdotaan vastalopetettujen eldinten molemmista reisiluista vasikan sikioseerumilla. Solut
sedimentoidaan sentrifugoimalla ja supernatantti heitetian pois. Homogeenistd solususpensiota
sivellddn objektilaseille. Lasit virjatdan ilmakuivatuksen jilkeen.

Analyysi

Lasit koodataan ennen mikroskooppista analyysia. Mikrotumien esiintymistd tutkitaan vdhintdin 1
000 polykromaattisesta erytrosyytisti eldintd kohden.

Normokromaattisten ja polykromaattisten erytrosyyttien suhde midritetddn kustakin eldimestd
laskemalla 1 000 erytrosyyttia.
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3.1

3.2

TULOKSET

Tulokset esitetddn taulukon muodossa. Polykromaattisten erytrosyyttien ja mikrotumallisten poly-
kromaattisten erytrosyyttien laskettu miird sekd mikrotumallisten solujen prosentuaalinen osuus
ilmoitetaan erikseen kaikista koe- ja kontrollieldimistd, kuten myos normokromaattisten ja polykro-

maattisten erytrosyyttien suhde. Keskiarvot ja keskipoikkeamat jokaisen koe- ja kontrolliryhmin
osalta ilmoitetaan niin ikddn. Tulosten merkitsevyys arvioidaan soveltuvin tilastollisin menetelmin.

RAPORTOINTI

Tutkimusseloste

Tutkimusselosteen tulee, mikili mahdollista, sisiiitéié seuraavat tiedot:
— koe-eliinten laji, kanta ja ika,

— naaraitten ja koiraitten lukumiiri koe- ja kontrolliryhmissa,

— koeolosuhteet: tarkat tiedot altistamisesta ja niytteiden ottoajasta, annostasot, tiedot myrkylli-
syydestd, negatiiviset ja positiiviset kontrollit,

— mikrotumien laskentakriteerit,
— mahdollinen annos/vastesuhde,
— tulosten tilastollinen kisittely,
— tulosten pohdinta,

— tulosten tulkinta.

Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

LAHDELUETTELO

Ks. yleisjohdanto, osa B (D).



142 Euroopan yhteis6jen virallinen lehti 15/Nide 05

B. 13. MUUT VAIKUTUKSET — MUTAGEENISUUS

ESCHERICHIA COLI -TAKAISINMUTAATIOTESTI

1 MENETELMA
1.1 Johdanto

Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

1.2 Mairitelma

Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

1.3 Vertailuaineet .
Ei ole.
1.4 Testin periaate

Escherichia coli tryptofaani (trp) -takaisinmutaatiotesti on mikrobiologinen menetelmi, jolla voidaan
todeta bakteerin genomissa emdsmuutoksia aikaansaavien aineiden aiheuttamat trp~ > trp* -takaisin-
mutaatiot. .

Bakteerit altistetaan tutkittaville aineille sekd metabolisen aktivaatiojdrjestelmdn lasnd ollessa ettd
ilman sitd. Kun bakteereja on kasvatettu sopiva aika minimaalialustalla, revertanttipesikkeet
lasketaan, ja saatua lukua verrataan altistamattoman ja/tai ainoastaan testattavan aineen liuottimelle
altistetun viljelmin spontaanirevertanttien maarain.

1.5 Laatukriteerit
Ei ole.
1.6 Testin kuvaus

Testissi voidaan kiyttdd joko i) preinkubaatiomenetelmdd tai ii) suoraa altistusmenetelmii, jossa
bakteerit ja tutkittava aine sekoitetaan paillysagariin ja seos kaadetaan selektiivisen agarmaljan

pinnalle.
1.6.1 Testin valmistelu
1.6.1.1 Bakteerit

Bakteereja kasvatetaan 37 °C:ssa myohdiseen eksponentiaalivaiheeseen tai varhaiseen stationiirivai-
heeseen saakka. Solutiheyden tulee olla 108—10° solua millilitrassa.

1.6.1.2 Metabolinen aktivaatio
Bakteerit tulee altistaa tutkittavalle aineelle sekd ilman metabolista aktivaatiojarjestelmidd ettd

soveltuvan, entsyymeja indusoivilla aineilla kisiteltyjen hiirten tai rottien maksaentsyymejd sisiltivin
aktivaatioseoksen (postmitokondriaalinen fraktio, johon on lisitty kofaktoreita) lisni ollessa.
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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

1.6.3

Koeolosubteet

Testikannat

Testissd kdytetddn kolmea kantaa: WP2, WP2 uvr A ja WP2 uvr A pKM 101. Kantaviljelmien
kasvatuksessa ja sdilytyksessa tulee kdyttdd yleisesti hyviksyttyjda menetelmii. Kantojen kasvuvaati-
mukset, kantojen muut geneettiset ominaisuudet, herkkyys ultraviolettivalolle ja mitomysiini-C:lle
sekd WP2 uvr A pKM 101 -kannan ampisilliiniresistenssi tulee tarkistaa. Myos spontaanirevertant-
tien ilmaantuvuuden tulee olla kannoilla odotusarvojen mukaisella tasolla.

Kasvatusalustat

Mutanttien identifioimiseen kiytetidan soveltuvaa kasvatusalustaa ja sopivaa piillysagaria.

Negatiiviset ja positiiviset kontrollit

Testissi on kiytettivd rinnakkaisia altistamattomia ja testattavan aineen liuottimelle altistettuja
kontrolliviljelmia. Myos positiivisia kontrolleja on kiytettivd kahdesta syysta:

i) Bakteerikantojen herkkyyden varmistamiseks. Testeissd, joissa ei kaytetd metabolista aktivaati-
ota, voidaan positiivisina kontrolleina kidyttdd metyylimetaanisulfonaattia, 4-nitrokinoliinioksidia
tai etyylinitrosoureaa.

ii) Testissd kdytetrivin metabolisen aktivaatiojdrjestelmidn toimivuuden varmistamiseks. Kaikille
kannoille sopiva metabolisen aktivaatiojdrjestelmdn toimivuuden positiivinen kontrolli on 2-
aminoantraseeni. Jos mahdollista, positiivisen kontrollin tulisi kuulua samaan kemiallisten
aineitten ryhmdédn kuin tutkittava aine.

Tutkittavan aineen midrd maljaa kohti

Tutkittava aine testataan vahintddn viitend eri pitoisuutena, siten ettd pitoisuuserot maljojen vililla
ovat puolilogaritmiset. Aineen liukoisuus tai toksisuus miirdd korkeimman tutkittavan pitoisuuden.
Toksisuus ilmenee spontaanirevertanttien midrdn pienemisend, maljan taustakasvun puuttumisena
tai altistettujen viljelmien normaalia suurempana kuolleisuutena. Ei-toksisia aineita tulee testata aina
pitoisuuteen 5 mg/malja saakka, ennen kuin mutageenisuustestin tuloksen voidaan katsoa olevan
negatiivinen.

Inkubaatio-olosuhteet

Maljoja inkuboidaan 48-72 tuntia 37 °C:ssa.

Testin suorittaminen

Suorassa altistusmenetelmidssd ilman metabolista aktivaatiota tutkittava aine ja 0,1 ml tuoretta
bakteeriviljelmada sekoitetaan 2,0 ml:aan pdillysagaria. Metabolista aktivaatiota kdytettdessa paally-
sagariin sekoitetaan tutkittava aine ja bakteerit, minki jilkeen sithen lisitdan 0,5 ml maksaentsyy-
meji sisiltivdd aktivaatioseosta, jossa on sopiva mdiri postmitokondriaalista fraktiota. Kunkin
koeputken sisiltd sekoitetaan ja kaadetaan selektiivisen agarmaljan pinnalle. Paillysagarin annetaan
jahmettyd, ja maljoja inkuboidaan 48-72 tuntia 37 °C:ssa. Inkubaation jilkeen lasketaan revertantti-
pesikkeiden lukumiiri kultakin maljalta.
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Preinkubaatiomenetelmdssd tutkittava aine, 0,1 ml tuoretta bakteeriviljelmdd ja sopiva mairi
maksaentsyymejd sisdltdvdi aktivaatioseosta tai vastaava tilavuus puskuria sekoitetaan keskendin ja
seosta inkuboidaan, minki jilkeen siihen lisatdin 2,0 ml piillysagaria. Kaikki muut vaiheet ovat
samoja kuin suorassa altistusmenetelmassa.

2 TULOKSET

Sekd kontrolliviljelmistd ettd altistetuista viljelmistd ilmoitetaan revertanttipesikkeiden lukumiira
maljaa kohti. Sekd kontrolliviljelmisti ettd altistetuista viljelmistd ilmoitetaan maljakohtaiset pesike-
mairdt sekd keskimiiriiset revertanttipesdkkeiden lukumairidt maljaa kohti ja keskipoikkeamat.
Kaikki tulokset tulee varmistaa erilliselld kokeella. Tulosten merkitsevyys tulee arvioida soveltuvin
tilastollisin menetelmin.

3 - RAPORTOINTI

3.1 Tutkimusseloste

Tutkimusselosteen tulee, mikili mahdollista, sisidltdd seuraavat tiedot:
bakteerit, kdytetyt bakteerikannat,

koeolosuhteet: annostukset, toksisuus, kasvatusalustojen koostumus, altistusmenetelma (preinkubaa-
tio, inkubaatio), maksaentsyymeja sisiltdva aktivaatioseos, vertailuaineet, negatiiviset kontrollit,

maljakohtaiset pesikemdirit, keskimairiiset revertanttipesikkeiden lukumaiirit maljaa kohti, keski-
poikkeamat ja annos/vastesuhde, jos mahdollista,

tulosten pohdinta,

tulosten tulkinta.

32 Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

4. LAHDELUETTELO

Ks. yleisjohdanto, osa B (D).
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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. MUUT VAIKUTUKSET - MUTAGEENISUUS

SALMONELLA TYPHIMURIUM -TAKAISINMUTAATIOTESTI

MENETELMA

Johdanto

Ks. yleisjohdanto, osa B (A).

Mairitelma

Ks. yleisjohdanto, osa B (B).

Vertailuaineet

Ei ole.

Testin periaate

Salmonella typhimurium bistidiini (bis) -takaisinmutaatiotesti on mikrobiologinen menetelmi, jolla
voidaan todeta bakteerin genomissa emisvaihdoksia tai lukuraaminsiirtomutaatioita aikaansaavien
aineiden aiheuttamat his~ > his* -takaisinmutaatiot.

Bakteerit altistetaan tutkittaville aineille sekd metabolisen aktivaatiojirjestelmin lisni ollessa ettd
ilman sitd ja maljataan minimaalialustalle. Kun bakteereja on kasvatettu sopiva aika, revertanttipe-
sikkeet lasketaan, ja saatua lukua verrataan altistamattoman ja/tai ainoastaan testattavan aineen
liuottimelle altistetun viljelmin spontaanirevertanttien mairain.

Laatukriteerit

Ei ole.

Testin kuvaus
Testin valmistelu

Bakteerit

Tuoreita bakteeriviljelmia kasvatetaan 37 °Cissa myohaiseen eksponentiaalivaiheeseen tai varhaiseen
stationdirivaiheeseen saakka. Solutiheyden tulee olla 108-10° solua millilitrassa.

Metabolinen aktivaatio

Bakteerit tulee altistaa tutkittavalle aineelle sekd ilman metabolista aktivaatiojdrjestelmdd ettd
soveltuvan, entsyymeji indusoivilla aineilla kisiteltyjen hiirten tai rottien. maksaentsyymeja sisaltdvin
aktivaatioseoksen (postmitokondriaalinen fraktio, johon on lisdtty kofaktoreita) lisnd ollessa.

Koeolosubteet

Testikannat

Testissd tulee kayttdid vihintiidn neljad kantaa: TA 1535, TA 1537, TA 98 ja TA 100. Lisiksi
voidaan kiyttdd muita kantoja, kuten TA 1538.
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Kantaviljelmien kasvatuksessa ja sdilytyksessa tulee kayttida yleisesti hyviksyttyja menetelmia.

Kantojen kasvuvaatimukset, kantojen muut geneettiset ominaisuudet, herkkyys ultraviolettivalolle ja
kristallivioletille sekid niiden ampisilliiniresistenssi tulee tarkistaa. Myds spontaanirevertanttien
ilmaantuvuuden tulee olla kannoilla odotusarvojen mukaisella tasolla.

1.6.2.2 Kasvatusalustat

Testissd kdytetddn soveltuvaa selektiivistd kasvatusalustaa ja sopivaa paillysagaria.

1.6.2.3 Negatiiviset ja positiiviset kontrollit

Testissi on kdytettivd rinnakkaisia altistamattomia ja testattavan aineen liuottimelle altistettuja
kontrolliviljelmid. Myds positiivisia kontrolleja on kiytettdvd kahdesta syysti:

i) Bakteerikantojen herkkyyden varmistamiseksi.

Seuraavat yhdisteet soveltuvat testeihin, joissa ei kdytetd metabolista aktivaatiota:

Kanta Takaisinmutaatiota aiheuttava yhdiste
TA 1535, TA 100 natriumatsidi

TA 1538, TA 98 2-nitrofluoreeni

TA 1537 9-aminoakridiini

ii) Testissd kiytettivan metabolisen aktivaatiojirjestelmin toimivuuden varmistamiseksi. Kaikille
kannoille sopiva metabolisen aktivaatiojirjestelmin toimivuuden positiivinen kontrolli on 2-
aminoantraseeni. Jos mahdollista, positiivisen kontrollin tulisi kuulua samaan kemiallisten
aineitten ryhméin kuin tutkittava aine.

1.6.2.4 Tutkittavan aineen mdidrid maljaa kohti

Tutkittava aine testataan vahintadn viitena eri pitoisuutena, siten etta pitoisuusero maljojen vililla on
puolilogaritminen. Aineen liukoisuus tai toksisuus maiidrdd korkeimman tutkittavan pitoisuuden.
Toksisuus ilmenee spontaanirevertanttien miirin pienemisend, maljan taustakasvun puuttumisena
tai altistettujen viljelmien normaalia suurempana kuolleisuutena. Ei-toksisia aineita tulee testata aina
pitoisuuteen 5 mg/malja saakka, ennen kuin mutageenisuustestin tuloksen voidaan katsoa olevan
negatiivinen.

1.6.2.5 Inkubaatio-olosuhteet

Maljoja inkuboidaan 48-72 tuntia 37 °C:ssa.

1.6.3 Testin suorittaminen

Suorassa altistusmenetelmdssd ilman metabolista aktivaatiota tutkittava aine ja 0,1 ml tuoretta
bakteeriviljelmida sekoitetaan 2,0 ml:aan piillysagaria. Metabolista aktivaatiota kiytettiessd paally-
sagariin sekoitetaan tutkittava aine ja bakteerit, minka jilkeen siihen lisitdan 0,5 ml maksaentsyy-
mejd sisdltdvdd aktivaatioseosta, jossa on sopiva mddrd postmitokondriaalista fraktiota. Kunkin
koeputken sisdltd sekoitetaan ja kaadetaan selektiivisen agarmaljan pinnalle. Paillysagarin annetaan
jihmettyi, ja maljoja inkuboidaan 48-72 tuntia 37 °C:ssa. Inkubaation jilkeen lasketaan revertantti-
pesikkeiden lukumaiird kultakin maljalta. Preinkubaatiomenetelmassid tutkittava aine, 0,1 ml tuo-
retta bakteeriviljelmii ja sopiva middrd maksaentsyymeja sisdltavdi aktivaatioseosta tai vastaava
tilavuus puskuria sekoitetaan keskendin, ja seosta inkuboidaan, minki jilkeen sithen lisatiin 2,0 ml
piillysagaria. Kaikki muut vaiheet ovat samoja kuin suorassa malja-altistusmenetelmassi.

Kummassakin menetelméssd kaikki maljat tehdddn ainakin kolmena kappaleena.
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3.1

3.2

TULOKSET

Sekd kontrolliviljelmistd ettd altistetuista viljelmistd ilmoitetaan revertanttipesikkeiden lukumaara
maljaa kohti. Sekd kontrolliviljelmistd ettd altistetuista viljelmistd ilmoitetaan maljakohtaiset pesike-
mdarit seka keskimaardiset revertanttipesikkeiden lukumairit maljaa kohti ja keskipoikkeamat.

Kaikki tulokset tulee varmistaa erilliselli kokeella.

Tulosten merkitsevyys tulee arvioida soveltuvin tilastollisin menetelmin.

RAPORTOINTI

Tutkimusseloste

Tutkimusselosteen tulee, mikili mahdollista, sisdltdd seuraavat tiedot:

bakteerit, kiytetyt bakteerikannat,

koeolosuhteet: annostukset, toksisuus, kasvatusalustojen koostumus, altistusmenetelma (preinku-
baatio, inkubaatio), maksaentsyymejd sisiltivd aktivaatioseos, vertailuaineet, negatiiviset kon-
trollit,

maljakohtaiset pesikemiirat, keskimdidridiset revertanttipesikkeiden lukumiirit maljaa kohti,
keskipoikkeamat ja annos/vastesuhde, jos mahdollista,

tulosten pohdinta,

tulosten tulkinta.

Arviointi ja tulkinta

Ks. yleisjohdanto, osa B (C).

LAHDELUETTELO

Ks. yleisjohdanto, osa B (D).
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OSA C: YMPARISTOMYRKYLLISYYDEN MAARITYSMENETELMAT

C. 1. AKUUTTI MYRKYLLISYYS KALOILLA

1 MENETELMA

1.1 Johdanto

On hyva hankkia etukiteistietoja testattavan aineen vesiliukoisuudesta, hoyrynpaineesta, kemialli-
sesta stabiiliteetista, dissosiaatiovakioista ja biologisesta hajoamisesta, jotta voidaan valita sellainen
testausmenetelmd (staattinen, puolistaattinen tai ldpivirtaus-), jossa testattavan aineen pitoisuus
pysyy riittdvan vakaana testin ajan.

Muut tarvittavat tiedot kuten rakennekaava, puhtausaste, merkittivien epdpuhtauksien laatu ja
prosentuaalinen osuus, lisdaineiden esiintyminen ja miird sekd n-oktanolin/veden jakautumiskerroin
on otettava huomioon seki testin suunnittelussa etti tulosten tulkinnassa.

1.2 Mairitelmit ja yksikot

Akuutti myrkyllisyys on organismiin lyhytaikaisen (paivissi laskettavan) tietylle aineelle altistamisen
tuloksena syntynyt nakyva haittavaikutus.

Tissd kokeessa akuutti myrkyllisyys ilmoitetaan tappavan pitoisuuden (LCso) mediaanina, jolla
tarkoitetaan pitoisuutta vedessd, joka tappaa 50 % testattavasta kalaeristid ilmoitetun pituisen
altistusajan kuluessa. Testattavan aineen kaikki pitoisuudet ilmoitetaan painona tilavuudesta (milli-
grammoina litraa kohden) ja lisaksi painona painosta (ppm).

1.3 Vertailuaineet

Vertailuainetta voidaan testata osoittamaan, etti laboratoriotestiolosuhteissa testattavan lajin vaste ei
ole muuttunut merkitsevisti.

Titd testid varten ei ole madritelty vertailuaineita.

1.4 Testin periaate

Kalat altistetaan limpimdan veteen eri suuruisina pitoisuuksina lisdtylle testaavalle aineelle/aineille
vahintiin 48 tunnin ajan, mutta mielvimmin 96 tuntia. Kuolleisuus kirjataan vahintdin 24 tunnin
vilein, ja pitoisuudet, jotka tappavat 50 % kaloista (LCso), lasketaan, mikili mahdollista, jokaisella
huomiointikerralla.

1.5 Laatukriteerit
Kontrollien kuolleisuus saa olla korkeintaan 10 % testin lopussa.
Happipitoisuuden tiytyy olla yli 60 % ilman kylldstysarvosta koko ajan.

Analyysin, kemiallisten ominaisuuksien tai testausmenetelmin avulla tulisi voida osoittaa, ettd
testattavan aineen pitoisuus on pysynyt tyydyttdvdn vakaana (esim. 80 % alkuperdisestd pitoisuu-
desta koko testausajan).



15/Nide 05 Euroopan yhteis6jen virallinen lehti 149

1.6 Testin kuvaus
Kolmea menettelytapaa voidaan kayttda:
Staattinen testi:

Vesiorganismeille tehty myrkyllisyystesti, jossa testattava liuos ei virtaa. (Liunokset pysyviat muuttu-
mattomina koko testin kestoajan.)

Puolistaattinen testi:

Testi, jossa testattava liuos ei virtaa, mutta jossa testiliuosannos uusitaan siinnéllisin, pitkin
viliajoin (esim. 24 tunnin).

Lapivirtaustesti:

Toksisuustesti, jossa vesi vaihtuu koekammioissa jatkuvasti ja testattava kemikaali kulkeutuu
vaihdettavassa vedessa.

1.6.1 Reagenssit

1.6.1.1 Testausaineliuokset

Varastoliuosten tarvittavat pitoisuudet valmistetaan liuottamalla ainetta ionisoimattomaan tai koh-
dassa 1.6.1.2 maiiriteltyyn veteen.

Heikosti vesiliukoisista aineista voidaan tehdd varastoliuos ultradinidispersion avulla tai tarpeen
mukaan orgaanisten liuottimien, emulgaattoreiden tai dispergoivien aineiden avulla. Tillaisia aineita
kaytettiessd kontrollikalat altistetaan apuaineen sille pitoisuudelle, jota kiytetddn testattavan aineen

korkeimmassa pitoisuudessa. Tillaisten apuaineiden pitoisuus saa olla korkeintaan 0,1 g litraa
kohden.

Valitut pitoisuudet valmistetaan varastoliuosta laimentamalla. Korkeita pitoisuuksia testattaessa aine
voidaan liuottaa suoraan laimennusveteen.

Testi suoritetaan pH-arvoa sdatdmattd. Mikali pH ndyttda huomattavasti muuttuvan, on suositelta-
vaa saitdd pH-arvo, toistaa testi ja raportoida tulokset. Tdssi tapauksessa on varastoliuoksen
pH-arvo sididettivi vastaamaan laimennusveden pH-arvoa, ellei titid vastaan ole erityisid syitd. HCI
ja NaOH sopivat parhaiten tihin tarkoitukseen. Tdma pH-arvon sditiminen on tehtidvi niin, ettei
testattavan aineen pitoisuus varastoaineessa merkittdvasti muutu. Siadostd mahdollisesti aiheutuva
testattavan aineen kemiallinen reaktio tai fysikaalinen saostuminen on raportoitava.

1.6.1.2 Sdilytys- ja laimennusvesi

Juomavetti (jossa ei ole vaarallisia kloori-, raskasmetalli- ym. kontaminaatiopitoisuuksia), korkealaa-
tuista luonnon- tai rekonstruoitua vetti (katso lisiys 1) voidaan kayttda. Vesi, jonka kokonaiskovuus
on 50-250 mg litraa kohden (CaCOj3) ja pH 6,0-8,5, on sopivinta.

1.6.2 Laitteet
Kaikkien laitteiden on oltava kemiallisesti inerttii materiaalia:

— automaattinen laimennusjirjestelma (ldpivirtaustestid varten),
— happimittari,

— veden kovuuden mdarityslaitteet,

— lampétilan sddtamiseen tarvittavat laitteet,

— pH-mittari.
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1.6.3 Testattavat kalat
Yhti tai useampaa lajia voidaan kayttda testauslaboratorion valinnan mukaan.

Lajivalinta ehdotetaan tehtdviksi kdytinnoén nidkokohtien perusteella, esim. kalojen saatavuus
kaikkina vuodenaikoina, niiden helppohoitoisuus ja sopivuus testattavaksi, niiden suhteellinen
herkkyys ja asiaan mahdollisesti vaikuttavat taloudelliset, biologiset tai ekologiset seikat. Kalojen
terveydentilan on oltava hyvi, eikd niissd saa olla nikyvid epimuodostumia.

Testeihin suositeitavia kalalajeja on lueteltu lisiyksessa 2.

1.6.3.1 Sailytys

Testattavien kalojen tulisi olla samaa kantaa ja samanmittaisia ja -ikdisid. Kaloja on siilytettava
vihintddn 12 piivad seuraavissa olosuhteissa:

— tankit:
kylmin veden kaloille suositellaan kiytettivaksi vahintddn 300 litran tankkia ja limpimin veden

kaloille vahintdan 100 litran tankkia,

—  taytto:

Menetelmin (uudelleenkierratys tai lapivirtaus) seki kalalajin mukaan,

—  vesi:

katso kohta 1.6.1.2,

— valo:

pdivittdin 12-16 tunnin mittainen valojakso,

— liuenneen hapen pitoisuus:

vihintddn 80 % ilman kyllastysarvosta,

— ruokinta:

kolmasti viikossa tai piivittdin, ruokinta lopetetaan vuorokautta ennen kokeen alkua.

1.6.3.2 Kuolleisuus
Kuolleisuus kirjataan, ja seuraavia kriteerejd noudatetaan 48 tunnin sopeuttamisajan kuluttua:
— Yli 10 % koko midiridstd seitsemin paivin kuluessa: koko era hylitiin.

— Koko miiristi 5-10 %: sdilytysaikaa jatketaan vield seitsemin paivda. Ellei kuolleita tule lisida,
erd voidaan hyviksyi, muussa tapauksessa se hyldtiin.

— Korkeintaan 5§ % koko miiristi: erd hyviksytadn.

1.6.4 ~ Sopeuttaminen

Kaikkia kaloja on pidettivd vedessd, joka on laadultaan ja lampétilaltaan samanlaista kuin testissd
kiytettdvd vesi, vihintddn seitsemidn pdivdn ajan ennen niiden kayttoa.

1.6.5 Testin suorittaminen

Varsinaista testii voi- edeltdd tasotesti, jolla hankitaan tietoja varsinaisessa testissd kiytettdvistd
pitoisuustasoista.
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Testisarjan ohella tehdddn yksi kontrollitesti ilman testattavaa ainetta, mutta kdyttden piitestissi
mahdollisesti kdytettyd apuainetta.

Testin kuluessa pitoisuudet saavat laskea korkeintaan 20 %. Testattavan yhdisteen fysikaalisista ja
kemiallisista ominaisuuksista riippuu, valitaanko staattinen, puolistaattinen vai ldpivirtaustesti, jotta
tdmd vaatimus tulee tiytetyksi.

Kalat altistetaan testattavalle aineelle alla selostetulla tavalla:

—  kesto:

vihintdin 48 tuntia, mutta mieluimmin 96 tuntia,

— kalojan lukumairi:

vahintddan 10 pitoisuutta kohden,

— tankit:

tarpeeksi tilavia suhteessa suositeltuun tiyttdasteeseen,

— kalojen suhde vesimddraan:
suositeltava suurin kuormitus on 1,0 g litraa kohden staattisessa ja puolistaattisessa testissi,
lapivirtausmenetelmaa kaytettidessd kuormitus voi olla suurempi,

— testauspitoisuudet:
yksi kontrolli ja vahintddn viisi pitoisuutta, joiden vakioero on korkeintaan 1,8 ja jotka kattavat
0-100 %:n kuolleisuuden,

— vesl:

katso kohtaa 1.6.1.2,

— valo:

pdivittdin 12-16 tunnin mittainen valojakso,

— lampétila:

lajille sopiva (ks. isdys 2), mutta + 1 °C:n rajoissa kussakin testissi,

— liuenneen hapen pitoisuus:

vihintddn 60 % ilman kylldstysarvosta valitussa lampatilassa,

— ruokinta:

ei ruokintaa.

Kalat tutkitaan ensimmaiisten 2-4 tunnin kuluttua ja vihintddn 24 tunnin viliajoin. Kala katsotaan
kuolleeksi, jos pyrstoruodon koskettaminen ei aiheuta reaktiota eikd hengitysliikkeitd niy. Kuolleiksi
todetut kalat poistetaan ja kirjataan.

Nikyvit poikkeavuudet (esim. tasapainon menetys, uintitavan muutokset, hengitystoiminnot, pig-
mentaatio jne.) kirjataan.

Piivittdin mitataan pH, liuennut happi sekd limpétila.

TULOKSET JA NIIDEN ARVIOINTI

Kunkin suositellun altistusajan kuolleisuusprosentti ja testattavan aineen pitoisuus merkitdan logarit-
mipaperille. Pisteisiin piirretddn silmimaiariisesti viiva ja todetaan, mikid pitoisuus vastaa 50 %:n
vastetta (katso lisays 3).
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Tami on kyseessi olevan altistusajan LCso-arvio.

Kun tuloksia on tarpeeksi, LCsp-mediaani ja sen varmuusrajat (p = 0,05) voidaan arvioida
tavanomaisin menetelmin.

LCsp-arvo pyoristetddn yhteen (tai korkeintaan kahteen) merkitseviin numeroon.

Kun pitoisuus/prosentuaalinen vaste -kdyra on niin jyrkkai, ettei siitd voi laskea LCsq-arvoa, graafinen
arvio on riittava.

Kun kaksi toisiaan seuraavaa pitoisuutta 1,8 suhteessa antavat tulokseksi vain 0 %:n ja 100 %:n
kuolleisuuden, nimi kaksi arvoa riittivit ilmoittamaan sen vilin, johon LCsp-arvo asettuu.

Mikili todetaan, ettd testattavan aineen stabiliteetti tai homogeenisuus ei pysy vakaana testin
kuluessa, timi on raportoitava ja otettava huomioon tulosten tulkinnassa.

3 - RAPORTOINTI
Tutkimusselosteen tulee, mikili mahdollista, sisdltda:

— tiedot testattavasta organismista (nimi, kanta, hankintapaikka, mahdollinen esikisittely, koko ja
lukumiira kunkin testattavan pitoisuuden osalta),

— luettelo kiytetyistd pitoisuuksista ja kaikki saatavissa olevat tiedot testattavan kemikaalin
pitoisuuden stabiliteetista testausliuoksessa,

— selostus testauslaitteista,

— mikali kemiallisia analyyseja tehdiin, ilmoitetaan kiytetyt menetelmit ja tulokset,

— laimennusveden alkuperi ja kemialliset piiominaisuudet (pH, kovuus, limpétila),

— apuaineiden pitoisuudet,

— huonosti veteen liukenevien aineiden osalta varasto- ja testausliuoksen valmistustapa,

— kiytetyn testausmenetelmin valintaperusteet ja yksityiskohdat (esim. testin kesto, staattinen,
puolistaattinen, annosvilit, ldpivirtausnopeus, mahdollinen ilmastus, kalojen ja vesimidirin
suhde,

— valoisuusaika,

— korkein testattu pitoisuus, joka ei aiheuttanut kuolleisuutta testin aikana,

— pienin testattu pitoisuus, joka aiheutti 100 %:n kuolleisuuden testin aikana,

— kumulatiivinen kuolleisuus kunkin pitoisuuden ja kontrollin (tai kontrollin, jossa on kiytetty
apuainetta) osalta suositeltuihin tarkkailuaikoihin mennessi,

— LCse-arvot kunakin suositeltuna tarkkailuaikana (95 %:n varmuusrajoin mikili mahdollista),
— LCsp-arvojen mddrityksessd kaytetyt tilastointimenetelmat,
— graafinen kiyri pitoisuus/prosenttivasteesta testin paittyessi,

— mikili mahdollista, graafinen kaltevuuskidyrd pitoisuus/prosenttivasteesta testin padttyessi
95 %:n varmuusrajoin,

— testiliuoksien liuenneen hapen pitoisuus, pH-arvot ja limpétila 24 tunnin vilein,
— mahdollisen vertailuaineen kiytostd saadut tulokset,

— ndytto siitd, ettd laatukriteerit on tiytetty.

4 LAHDELUETTELO

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 203, Decision of the Council C (81) 30, Final.
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Lisdys 1

Rekonstruoitu vesi

Esimerkki sopivasta laimennusvedestd

Kaikkien kemikaalien tulee olla analyyttistd laatua.

Veden tulee olla hyvinlaatuista tislattua vettd tai ionisoimatonta vettd, jonka johtavuus on alle
S uScm!

Varastoliuokset

CaCl,2H,0 (kalsiumklorididihydraatti): 11,76 g
Liuotetaan veteen ja tehdddn 1 litran annos.

MgSO47H,0 (magnesiumsulfaattiheptahydraatti): 493 ¢
Liuotetaan veteen ja tehdidin 1 litran annos.

NaHCO; (natriumvetykarbonaatti): T 2,59g
Liuotetaan veteen ja tehddan 1 litran annos.

KCI (kaliumkloridi): 0,23 g

Liuotetaan veteen ja tehddan 1 litran annos.

Rekonstruoitu laimennusvesi

Sekoitetaan 25 ml kutakin neljdd varastoliuosta, ja valmistetaan veden kanssa 1 litran annos.
Ilmastetaan, kunnes liuenneen hapen pitoisuus on sama kuin ilmakyllistyksen arvo.
pH-arvon tulee olla 7,9 + 0,3.

Tarvittaessa sadadetddn pH-arvo natriumhydroksidilla (NaOH) tai swolahapolla (HCI).

Niin valmistetun laimennusveden annetaan seistd noin 12 tuntia, eiki sitid saa endd ilmastaa.

Ca- ja Mg-ionien summa tissi liuoksessa on 2,5 mmol/l. Ca:Mg-ionien suhde on 4:1 ja Na:K-ionien
10:1. Timin livoksen kokonaisalkaalisuus on 0,8 mmol/l.

Poikkeaminen laimennusveden valmistusohjeista ei saa muuttaa veden koostumusta eiki ominaisuuk-
sia.
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Lisdys 2

Testattavaksi suositeltavia kalalajeja

Suositeltu Suositeltu kalan
Suositeltu laji koelampotilavili kokonaispituus
(°C) (cm)

Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton-
Buchanan)
Seeprakala 20-24 3,0+0,5
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae)
Fathead minnow 20-24 5020
Cyprinus carpio (Teleostei, Cypriridae) (Linnaeus 1758) v
Karppi 20-24 6,0 £2,0
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) (Schlegel 1850)
Hammaskarppi 20-24 3,0+ 1,0
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) (Peters 1859)
Miljoonakala 20-24 3,0+ 1,0
Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) (Linnaeus
1758)
Isoaurinkoahven 20-24 50%2,0
Salmo gairdneri (Teleostei, Salmonidae) (Richardson 1836)
Kirjolohi 13-17 6,0 £ 2,0
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) (Linnaeus 1758)
Sdyndvd 20-24 6,0 £ 2,0

Valikoima

Edelld lueteltuja kaloja on helppo kasvattaa, ja niitd on helposti saatavilla kaikkina vuodenaikoina.
Niitd voi kasvattaa ja viljelld kalanviljelylaitoksissa tai laboratoriossa, joissa tauti- ja loistilanne on
valvonnassa siten, ettd koe-eldin on terve ja sen alkuperd tiedossa. Naitd kaloja on saatavilla eri
puolilla maailmaa.
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Lisdys 3
Pitoisuusesimerkki: kuolleisuusprosentti

LCsp-arvon miiritysesimerkki log-probittipaperia kdyttiden

100

50

Kuolleisuusprosentti (probitteina)

LC;s
0 1 0 >

Log-pitoisuus (mg/l)
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

C. 2. AKUUTTI MYRKYLLISYYS DAPHNIALLA

MENETELMA

Johdanto

On hyvd hankkia etukiteistietoja testattavan aineen vesiliukoisuudesta, hoyrynpaineesta, kemialli-
sesta stabiliteetista, dissosiaatiovakioista ja biologisesta hajoamisesta ennen testin suorittamista.

Muut tiedot (kuten rakennekaava, puhtausaste, merkittivien epipuhtauksien laatu ja prosentuaali-
nen osuus, lisdaineiden esiintyminen ja mairid sekd n-oktanolin/veden jakautumiskerroin) on otettava
huomioon seka testin suunnittelussa etti tulosten tulkinnassa.

Mairitelmat ja yksikot

Direktiivin LCso-vaatimus Daphnian suhteen katsotaan tulleen tiytetyksi mairittelemilli ECsp-arvo
tdssd testausmenetelmassi selostetulla tavalla.

Tissd kokeessa akuutti myrkyllisyys ilmoitetaan tehokkaan pitoisuuden (effective concentration,
ECs0) mediaanina, joka aiheuttaa likkkumattomuuden. Tama on pitoisuus (ilmaistuna alkupitoisuu-
tena), joka tekee 50 % testattavan erin Daphnioista liikkumattomaksi 24 tunnin altistusajan
kuluessa. Tarvittaessa voidaan myos tehdd 48 tunnin ECso-liikkumattomuusmairitys.

Liikkumattomuus:

Eldinten, jotka eivit pysty uimaan 15 sekuntia testausastian kevyen sekoittamisen jilkeen, katsotaan
olevan litkkkumattomia.

Testattavan aineen kaikki pitoisuudet ilmoitetaan painona painosta (ppm).

Vertailuaineet

Vertailuainetta voidaan testata osoittamaan, ettd laboratoriotestiolosuhteissa testattavan lajin vaste ei
ole muuttunut merkittavisti.

Tatd testid varten ei ole mdaritelty vertailuaineita.

Testin periaate

Daphniat altistetaan vedessd testattavan aineen eri pitoisuuksille 24 tunnin ajan. Tarpeen vaatiessa
aikaa voidaan pidentid 48 tuntiin.

Kun muuten samoissa testiolosuhteissa testataan riittivin monella eri pitoisuudella, testattavan
aineet erilaiset pitoisuudet aiheuttavat erisuuruisia keskimaaraisid vaikutuksia Daphnian uintikykyyn.
Eri pitoisuudet antavat tulokseksi erilaiset prosenttiosuudet Daphnioiden uintikyvyttdmyydesta testin
lopussa. Pitoisuudet, jotka aiheuttavat 0 tai 100 %:n liikkumattomuuden, saadaan suoraan testih-
avainnoista, mutta 24 tunnin ECso (tai 48 tunnin ECso) maiiritetdan laskennallisesti milloin
mahdollista.

Téssd testissa kdytetddn staattista menetelmad, joten testausliuosta ei uusita altistusaikana.

Laatukriteerit

Kontrolliryhmin liikkumattomuus saa olla korkeintaan 10 % testin lopussa.
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Happipitoisuus ei saa olla alle 2 mg litraa kohden testin lopussa.

Testattavia Daphnioita ei pitdisi jaada kiinni vedenpintaan ainakaan kontrolliryhmaissa.

1.6 Testin kuvaus
1.6.1 Reagenssit
1.6.1.1 Testausainelinokset

Varastoliuosten tarvittavat pitoisuudet valmistetaan liuottamalla ainetta jonisoimattomaan tai koh-
dassa 1.6.1.2 mddriteltyyn veteen.

Varastoliuos heikosti vesiliukoisista aineista voidaan tehdi ultraddnidispersion avulla tai tarpeen
mukaan orgaanisten liuotteiden, emulgaattoreiden tai dispergoivien aineiden avulla. Tillaisia aineita
kaytettdessd kontrolliryhmidn Daphniat altistetaan apuaineen sille pitoisuudelle, jota kaytetiin
testattavan aineen korkeimmassa pitoisuudessa. Tillaisten apuaineiden pitoisuus saa olla korkeintaan
0,1 g litraa kohden.

Valitut pitoisuudet valmistetaan varastoliuosta. laimentamalla. Korkeita pitoisuuksia testattaessa aine
voidaan liuottaa suoraan laimennusveteen.

Testi suoritetaan pH-arvoa muuttamatta. Mikili pH nédyttda huomattavasti muuttuvan, on suositel-
tavaa saatdd pH-arvo, toistaa testi ja raportoida tulokset. Tédssi tapauksessa on varastoliuoksen
pH-arvo sidddettivd vastaamaan laimennusveden pH-arvoa, ellei titd vastaan ole erityisid syitd. HCI
ja NaOH sopivat parhaiten tihidn tarkoitukseen. Tamd pH-arvon sditiminen on tehtdva niin, ettei
testattavan aineen pitoisuus varastoaineessa merkittivdsti muutu. Saadostd mahdollisesti aiheutuva
testattavan aineen kemiallinen reaktio tai fysikaalinen saostuminen on raportoitava.

1.6.1.2 Viljely- ja laimennusvesi

Tidssd testissd voidaan kayttda kaikenlaatuista Daphnian viljelyyn soveltuvaa joko luonnon- tai
rekonstruoitua vetta.

On suositeltavaa, ettd testissd kdytettdvd viljelyvesi ja Daphnioiden viljelyvesi ovat samaa laatua,
jolloin ei tarvita testid edeltivad sopeutumisvaihetta.

1.6.2 Laitteet

Testissd kiytetidn normaalia laboratoriolaitteistoa. Testattavien liuosten kanssa kosketuksiin tule-
vien laitteiden on mieluimmin oltava kokonaan lasia.

— happimittari (jossa on mikroelektrodi tai muu sopiva laite liuenneen hapen mittaamiseksi
ndytteistd, joiden tilavuus on pieni),

— lampétilan sddtimiseen tarvittavat laitteet,
— pH-mittari,

— veden kovuuden mdirityslaite.

1.6.3 Testattava organismi

Daphnia magna tai Daphnia pulex, testin alkaessa iiltddn yli kuusi tuntia ja alle 24 tuntia,
kasvatettu laboratoriossa, ei nikyvii tauteja ja alkuperd tiedossa (esim. kasvatus, ennakkokisittelyt
ym.).
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1.6.4

Testin suorittaminen
Varsinaista testid voi edeltdd tasotesti, jolla hankitaan tietoja varsinaisessa testissa kaytettavistd
pitoisuustasoista. Testisarjan ohella tehddin yksi kontrollitesti ilman testattavaa ainetta, mutta
kiyttden testisarjassa mahdollisesti kaytettyd apuainetta.
Daphniat altistetaan testattavalle aineelle alla selostetulla tavallal”
— kesto:

vihintiin 24 tuntia,

— eldinten lukumairi:

vahintddn 20 eldintd pitoisuutta kohden jaettuna neljddn viiden tai kahteen 10 eldimen
ryhmain,

—  tdytto:
vihintdian 2 ml testattavaa liuosta kutakin eldintd kohden,

— testauspitoisuudet:
Daphniat pannaan vastavalmistettuun testiliuokseen, jossa on liuottimena kiytetty mieluimmin
ainoastaan vettd. Pitoisuudet valmistetaan geometrisend sarjana, jonka pitoisuussuhde on 1,8.
Kontrolliryhmin lisdksi testataan pitoisuudet, jotka aiheuttavat 0 %:n ja 100 %:n liikkkumatto-
muuden 24 tunnin kuluttua, ja sarja niiden vilisid litkkumattomuusvaikutuksia, jotta 24 tunnin
ECso voidaan laskea,

— vesi:
katso kohtaa 1.6.1.2,

— valo:
valon ja pimeyden vaihtelu on valinnaista; tdysi pimeys hyviksytdan,

— lampéotila:

o,

testilimpétilan tulee olla 18 - 22 °C, mutta pysyd vakiona * 1
sessa testissd.

C:n rajoissa kussakin yksittai-

— ilmastus:

testattavia liuoksia ei saa ilmastaa niin, ettid syntyy kuplia,
— ruokinta:

ei ruokintaa.

Kontrolliryhmin ja kaikkien testattavien pitoisuuksien pH ja happipitoisuus mitataan testin jilkeen;
testattavien pitoisuuksien pH-arvoa ei tule sddtda.

Haihtuvia yhdisteitd testataan kokonaan tiytetyissd suljetuissa astioissa, jotka ovat niin suuria, ettd
happikatoa ei synny.

Daphniat tutkitaan viimeistddn 24 tunnin kuluttua altistamisesta-ja uudelleen 48 tunnin kuluttua,
mikali testid on jatkettu.

TULOKSET JA NIIDEN ARVIOINTI

Kunkin suositellun altistusajan kuolleisuusprosentti ja testattavan aineen pitoisuus merkitiin logarit-
mipaperille. Pisteisiin piirretddn silmdmaardisesti viiva ja todetaan, mikd pitoisuus vastaa 50 %:n
vastetta.

Kun tuloksia on tarpeeksi, keskipitoisuus ja sen varmuusrajat (p = 0,05) voidaan arvioida
tavanomaisin menetelmin.
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ECsp-arvo pyoristetdan yhteen (tai korkeintaan kahteen) merkitsevdan numeroon.

Kun pitoisuus/prosentuaalinen vaste-kdyra on niin jyrkka, ettei siitd voi laskea ECso-arvoa, graafinen
arvio on riittava.

Kun kaksi toisiaan seuraavaa pitoisuutta 1,8 suhteessa antavat tulokseksi vain 0 %: ja 100 %:n
kuolleisuuden, nama-kaksi arvoa riittivit ilmoittamaan sen vilin, johon ECsg-arvo asettuu.

Mikili todetaan, ettd testattavan aineen stabiliteetti tai homogeenisuus ei pysy vakaana testin
kuluessa, timi on raportoitava ja otettava huomioon tulosten tulkinnassa.

3 RAPORTOINTI
Tutkimusselosteen tulee, mikali mahdollista, sisdltaa:
— tiedot testattavasta organismista (tieteellinen nimi, kanta, toimittaja tai hankintapaikka, mahdol-
linen esikisittely, kasvatusmenetelmi - mukaan lukien hankintapaikka, ruoan laatu ja maiira,
ruokinnan tiheys),

— Daphnioiden miird kutakin testattua pitoisuutta kohden,

— luettelo kaytetyistd pitoisuuksista ja kaikki saatavissa olevat tiedot testattavan kemikaalin
pitoisuuden stabiliteetista testausliuoksessa,

— selostus testausastioista, liuoksen tilavuus ja eldinten maira kussakin astiassa,

— mikili kemiallisia analyysejd tehdiin, ilmoitetaan kiytetyt menetelmit ja tulokset,
— laimennusveden alkuperi ja kemialliset pddominaisuudet

— varasto- ja testausliuosten valmistustapa,

— apuaineiden pitoisuudet (orgaaniset linottimet, dispergoivat aineet jne.),

— valoisuusaika,

— korkein testattu pitoisuus, joka ei aiheuttanut liikkkumattomuutta testin aikana,
— pienin testattu pitoisuus, joka aiheutti 100 %:n liikkumattomuuden testin aikana,

— kumulatiivinen liikkumattomuus nollakokeen, - kontrolliryhmin ja kunkin pitoisuuden osalta
suositeltuina tarkkailuajankohtina (24 tuntia tai 24 ja 48 tuntia),

— ECso-arvot kunakin suositeltuna tarkkailuaikana (95 %:n varmuusrajoin mikili mahdollista),
— graafinen kiyrd pitoisuus/prosenttivasteesta testin paattyessa,
— ECso-arvojen miirityksessa kaytetyt tilastointimenetelmit,

— mikdli mahdollista, graafinen kaltevuuskiyrd pitoisuus/prosenttivasteesta 24 tunnin kohdalla
95 %:n varmuusrajoin,

— testiliuoksien liuenneen hapen pitoisuus, pH-arvot ja lampétila,
— mahdollisen vertailuaineen nimi ja sen kiytostd saadut tulokset,

— ndyttd siitd, ettd laatukriteerit on tiytetty.

4 LAHDELUETTELO
(1) OECD, Paris, 1981, Test Guidelines 202, Decision of the Council C (81) 30, Final.
(2) ISO Inhibition of mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera - crustacea) 1SO/6341.

(3) AFNOR Inhibition of mobility of Daphnia magna Straus' (Cladocera - crustacea) NFT 90 301
(April 1974).

(4) DIN Testverfahren mit Wasserorganismen 38412 (L1) und (L11).
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Lisdys
Rekonstruoitu vesi

Esimerkki sopivasta laimennusvedesti

Kaikkien kemikaalien tulee olla analyyttistd laatua.

Veden tulee olla hyvilaatuista tislattua vettd tai ionisoimatonta vettd, jonka johtavuus on alle

5 uScm™!

Varastoliuokset

CaCl; 2H,0 (kalsiumklorididihydraatti):
Liuotetaan veteen ja tehdddn 1 litran annos.
MgSO4 7H,0 (magnesiumsulfaattiheptahydraatti):
Liuotetaan veteen ja tehddin 1 litran annos.
NaHCO; (natriumvetykarbonaatti):

Liuotetaan veteen ja tehddin 1 litran annos.

KCl (kaliumkloridi):

Liuotetaan veteen ja tehdddn 1 litran annos.

Rekonstruoitu laimennusvesi

11,76 g

493 g

2,59 ¢

0,23 g

Sekoitetaan 25 ml kutakin neljdi varastoliuosta, ja valmistetaan veden kanssa 1 litran annos.

Ilmastetaan, kunnes liuenneen hapen pitoisuus on sama kuin ilmakyllastyksen arvo.

pH-arvon tulee olla 7,9 £ 0,3. Tarvittaessa sdddetdan pH-arvo natriumhydroksidilla (NaOH) tai

suolahapolla (HCI).

Niin valmistetun laimennusveden annetaan seisti noin 12 tuntia, eiki sitid saa enii ilmastaa.

Ca- ja Mg-ionien summa téssi liuoksessa on 2,5 mmol/l. Ca:Mg-ionien suhde on 4:1 ja Na:K-ionien

10:1. Tamin liuoksen kokonaisalkaalisuus on 0,8 mmol/l.

Poikkeaminen laimennusveden valmistusohjeista ei saa muuttaa veden koostumusta eiki ominaisuuk-

sia.
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C. 3. HAJOAMINEN
BIOLOGINEN HAJOAMINEN: MODIFIOITU OECD:N SEULONTATESTI
1 MENETELMA

1.1 Johdanto

Menetelman tarkoituksena on mitata vesiliukoisten, haihtumattomien orgaanisten yhdisteiden biolo-
gista hajoamista aerobisessa vesielatusaineessa, jossa testattava alkupitoisuus vastaa 5—-40 mg
liuennutta orgaanista hiiltd (DOC, dissolved organic carbon) litraa kohden. Jos orgaanisen hiilen
analysaattoreiden toteamisrajat paranevat, alempien testipitoisuuksien kiytt6 voi olla eduksi varsin-
kin toksisten yhdisteiden osalta. Testattavan aineen orgaanisen hiilen pitoisuus on mairitettiva.

Menetelmid soveltuu ainostaan sellaisten orgaanisten aineiden testaukseen, jotka kokeessa kiytetyn
pitoisuuden osalta tiyttavit seuraavat edellytykset:

— ovat vesiliukoisia ainakin testattavan pitoisuuden osalta (5-40 mg DOC litraa kohden),
— joilla on mitdtén hdyrynpaine,

— eivit inhiboi bakteeritoimintaa,

— eivdt merkittidvasti adsorboidu lasipintoihin.

Testattavan aineen paidkomponenttien suhteellista osuutta koskevat tiedot auttavat tulosten tulkin-
nassa varsinkin niissd tapauksissa, joissa tulokset ovat alhaisia tai marginaalisia.

Tiedot kemikaalin toksisuudesta mikro-organismeille ovat hyodyksi alhaisten tulosten tulkinnassa ja
sopivien testipitoisuuksien valinnassa.

1.2 Mairitelmat ja yksikot

Hajoaminen miiritetddan DOC-poistuman prosentteina suhteessa testattavaan aineeseen:

Cr - Chl(t) ]
Di=}11-—— 100
' [ Co - Chio) )

jossa:

D, = hajoaminen DOC-poistuman prosentteina aikana t,

Co =DOCin alkupitoisu;ls viljelyaineessa (mg DOC litraa kohden),
Ce = DOC-pitoisuus viljelyaineessa aikana t, (mg DOC litraa kohden),
Chioy = DOC in alkupitoisuus nollakokeessa (mg DOC litraa kohden),

Cpiy = DOC-pitoisuus nollakokeessa aikana t (mg DOC litraa kohden).

1.3 Vertailuaineet

Sopivien vertailukemikaalien kiyttd inokulaatin tehokkuuden tarkistamiseksi on suositeltavaa. Esi-
merkiksi aniliinia, natriumasetaattia tai natriumbentsoaattia voidaan kayttda tdhdn tarkoitukseen, ja
niiden tulee osoittaa = 70 % DOC-poistumia 10 pdivan kuluessa siitd piivistd, jolloin biologisen
hajoamisen todettiin ensimmaiistd kertaa ylittivin 10 %. Naihin tuloksiin on pdastivd kokeen 28
pitvin keston aikana. Muussa tapauksessa testi on mitdton, ja se tdytyy uusia kidyrtamailld toisesta
ldhteestd saatua inokulaattia.
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1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

Testin periaate

Ennalta méiritty madrd yhdistettd liuotetaan epdorgaaniseen aineeseen (mineraaliravinneliuokseen,
joka on vikevéity hivenaineista ja tirkeistid vitamiineista valmistetulla liuoksella), jotta saadaan 540
mg DOC/l vastaava pitoisuus. Liuokseen ympitdin pieni miiri eri kantoja olevia mikro-
organismeja, ja sitd ilmastetaan 20-25 °C:n limmossd pimeissi tai korkeintaan hajavalossa.

Hajoamista seurataan 28 pdivin mittaisen jakson ajan DOC-analyysien avulla.
Menettely tarkistetaan kiyttimailla kontrolliainetta.

DOC-nollatesti, jossa ei kdytetd testattavaa eikd kontrolliainetta, on tehtivid samanaikaisesti.

Laatukriteerit
Testin toistettavuus on todettu OECD:n ja EEC:n rengasreaktioiden avulla.

Testattavan yhdisteen alin pitoisuus, jota tilli menetelmilld voidaan testata, mairdytyy pddasiassa
orgaanisen hiilianalyysin maidritysrajojen (0,5 mg hiiltd litraa kohden nykyiselld tekniikalla) seka
ravinnelinoksessa esiintyvin liuenneen orgaanisen hiilipitoisuuden perusteella.

Testin kuvaus

Reagenssit
Vesi

Yleiskidyttoon linottimena ionisoimatonta tai tislattua vettd, jossa ei ole toksisia aineita (erityisesti
kuparia). Tislaamalla tai ioninvaihdolla ionisoimaton vesi soveltuu kaytettavaksi.

Tislattu vesi saa sisiltdd korkeintaan 10 % testattavan aineen tuomasta orgaanisesta hiilesta.

Erittdin hyvin puhdistettu vesi on tarpeen 0—40 mg/l pitoisuusasteiden DOC-analyyseihin. Saastumi-
nen johtuu luontaisista epdpuhtauksista mutta myos ioninvaihtohartseista ja mikrobiologisesta
kasvusta (bakteerit, valon vaikutuksesta syntynyt leva jne.). Vain yhti vesierdd saa kdyttdd yhdessi
testisarjassa, ja se on tarkistettava etukiteen DOC-analyysilli. Sopivaa vettd voidaan tarvittaessa
tuottaa UV-siteilylla tai jollakin muulla tavoin.

Ravinneliuos

Litrassa ravinneliuosta on 1 ml kutakin seuraavaa liuosta a—f-vedessi (1.6.1.1) (AR tarkoittaa
analyyttistd reagenssia):

a) KH,PO, (kaliumdivetyfosfaatti): 8,50 g AR
KoHPO, (dikaliumvetyfosfaatti): 21,75 g AR
Na,HPO, 2H,0 (dinatriumvetyfosfaattidihydraatti): 33,40 g AR
NH,Cl (ammoniumkloridi): 20,00 g AR

Liuotetaan veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesiliuos (1.6.1.1).
pH-arvon tulisi olla 7,2.

b) MgSO,4 7H,0 (magnesiumsulfaattiheptahydraatti): 22,50 g AR

Liuotetaan veteen ja valmistetaan 1 000 ml vesiliuos (1.6.1.1)

¢) CaCl, (kalsiumkloridi) 27,50 g AR

Liuotetaan veteen ja valmistetaan 1.000 ml:n vesiliuos (1.6.1.1)
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d) FeCls 6H;0 (rauta-(Ill)-kloridiheksahydraatti): 0,25 g AR

Liuotetaan veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesiliuos (1.6.1.1)

e) Hivenaineliuos

MnSO4 4H,0 (mangaani-(II)-sulfaattitetrahydraatti)

(= 30,23 mg MnSO4 H,0): 39,9 mg AR
H3BO; (boorihappo): 57,2 mg AR
ZnSO,4 7H,O (sinkkisulfaattiheptahydraatti): 42,8 mg AR
(NH4)¢Mo070,4 (ammoniumheptamolybdaatti (IV))

(= 36,85 mg (NH4)sMo0;0,4 4H,0): 34,7 mg AR
Fe-kelaatti (FeCl; EDTA): 100,0 mg AR

Liuotetaan veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesiliuos (1.6.1.1).
Hivenaineiden varastoliuoksen sterilointi 120 °C:ssa, 2 atm, 20 minuuttia.

f) Vitamiiniliuos

Biotiini: 0,2 mg AR
Nikotiinihappo: 2,0 mg AR
Tiamiini: 1,0 mg AR
p-Aminobentsoehappo: "1,0 mg AR
Pantoteenihappo: 1,0 mg AR
Pyridoksamiini: 5,0 mg AR
Syanokobalamiini: 2,0 mg AR
Foolihappo: 5,0 mg AR

Liuotetaan veteen ja valmistetaan 100 ml:n vesiliuos (1.6.1.1).

Liuos suodatetaan steriiliksi 0,2 wm:n kalvosuodattimilla. Kohdassa 1.6.1.2 f mainitun liuoksen
asemesta voidaan kiyttdd 15 mg hiivauutetta/100 ml veted (1.6.1.1).

1.6.1.3 Kontrolliaineet
Aniliini (vastatislattu), natriumasetaatti, natriumbentsoaatti.
1.6.1.4 Elohopeakloridiliuos

1 % HgCl, vedessd (1.6.1.1).

1.6.2 Laitteet

1.6.2.1 Ravistin, johon mahtuu kahden litran erlenmeyerpulloja, ja jossa on joko automaattinen Ammén-
sdatd tai jota kdytetddn 20-25 °C:n vakiolampshuoneessa.

1.6.2.2 Kapeakaulaisia kahden litran erlenmeyerpulloja (poimutetut tai uurrospullot ovat suositeltavia).
Ennen kdyttod pullot on puhdistettava huolellisesti esim. alkoholisella vetykloridihapolla, huuhdot-
tava ja kuivattava, jotta edellisten testien jatteiden aiheuttamalta kontaminaatiolta viltytiin. Pullot
on puhdistettava my6s ennen ensimmadistd kayttod, koska niissd voi olla epiapuhtauksia.

1.6.2.3 Kalvosuodatinlaite.
1.6.2.4 Kalvosuodattimia 0,2 um.
1.62.5 Hiilianalysaattori.

163 Inokulaatin valmistus

Kaikista edempini luetelluista neljisti lihteestd saatua inokulaattia voidaan kiyttii edellyttien, ettd
sen elinvoimaisuus tarkastetaan kontrolliaineella (1.6.1.3).
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1.6.3.1

1.6.3.2

1.6.3.3

1.6.3.4

1.6.4

Kertaalleen selkeytetystd jiatevedesta tehty inokulaatti

Piddasiassa kotitalousjitteitd kisittelevin jitevedenpuhdistamon esiselkeytetystd jitevedesti otetaan
nidyte. Se on pidettivd aerobisissa olosuhteissa niytteenoton ja kiyton vilisen ajan. Inokulaatin
valmistamiseksi niyte suodatetaan karkean suodattimen livitse, ja ensimmaiiset 200 ml heitetdin
pois. Suodatettu niyte pidetdin aerobisena, kunnes se kdytetiin. Inokulaatti on kiytettdvd hankin-
tapdivina. '

Maaperistd tehty inokulaatti
Tehdidn seos, jossa on 100 g maata (viljavaa, ei steriilid) ja 1 000 ml klooritonta juomavetti

(maalaadut, joissa on hyvin suuri osuus savea, hiekkaa tai orgaanista hiiltd, eivdt ole sopivia).
Sekoituksen jilkeen seoksen annetaan asettua 30 minuuttia.

Supernatantti suodatetaan karkean suodatinpaperin ldvitse, ja ensimmadiset 200 ml heitetddn pois.

Suodatettu neste ilmastetaan vilittomisti ja ilmastusta jatketaan kiyttoon asti. Inokulaatti on .

kiytettdvd sind piivind, jona se on tehty.
Pintavedestd tehty inokulaatti

Inokulaatti tehddin sopivasta pintavedesti. Niyte suodatetaan karkean suodattimen ldvitse ja
ensimmiiset 200 ml heitetddn pois. Suodatettu niyte pidetddn aerobisena, kunnes sé kiytetdin.
Inokulaatti on kaytettivi sind piivdnd, jona se on tehty.

Yhdistetty inokulaatti

Yhté suuri osa kutakin kolmea inokulaattia sekoitetaan hyvin, ja lopullinen inokulaatti otetaan tasta
seoksesta.

Inokulaatin sopivuus tarkistetaan kontrolliaineen avulla (1.6.1.3).

Testin suorittaminen

Testattavilla aineilla ja kontrolliaineella (1.6.1.3) tehdiin kaksi samanaikaista testid. Lisdksi tehddin
nollatesti inokulaatilla ilman testattavaa tai kontrolliainetta DOC-nollatestiarvojen miarittimiseksi.

Testattavasta aineesta ja vedestd (1.6.1.1) tehddidn varastolinos. Titd varastolinosta lisdtddn ravinne-
liuokseen (1.6.1.2) siten, ettd hiilipitoisuus on 5-40 mg DOC litraa kohden. Kontrolliainetestin
(1.6.1.3) alkupitoisuus on 20 mg DOC litraa kohden.

.
Kahteen koeastiaan (1.6.2.2) pannaan 900 ml ravinneliuosta, ja litraa kohden lisitiin 0,5 ml
inokulaattia (1.6.3). Astian suu peitetdan esimerkiksi alumiinifoliolla siten, ettei ilmanvaihto astiasta
tarpeettomasti vaikeudu (vanu ei sovellu DOC-analyysin vuoksi). Sitten astiat asetetaan ravistimeen.
Limpétilan on oltava 20-25 °C koko testin ajan, ja astiat on suojattava valolta. [lmassa eiki saa olla
epipuhtauksia ei toksisia aineita (kloorattuja linottimia jne.).

Biologisen hajoamistestin kuluessa DOC-pitoisuudet madritetdin kahdesti ensimmaiiseni seki 27. ja

28. piivdnd. Vihintidn kolmella lisdanalyysilli (suunnilleen seitseminteni, 14. ja 21. piivini)

seurataan hajoamisen edistymista.

Kutakin miiritystd varten otetaan ainoastaan tarvittava miiri elatusainetta. Varsinaista hiilimairi-
tystd edeltidvddn sentrifugointiin tai kalvosuodatukseen tarvittava maira vaihtelee laitteesta riippuen.
Elatusaineen haihtumishivio korvataan lisiamilld vettd (1.6.1.1). Elatusainetta sekoitetaan hyvin
ennen naytteen ottamista.
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Astian seindmiin tarttunut aine linotetaan ennen niytteen ottamista. Kalvosuodatus tai sentrifugointi
tehddin valittdmasti. Suodatetut tai sentri-fugoidut néytteet on analysoitava samana pédivdnd; muussa
tapauksessa ne on sdiléttava lisdadmalld 0,05 ml HgCly-livosta (1.6.1.4) per 10 ml elatusainetta tai
varastoimalla niytteet 2-4 °C:n limpétilassa korkeintaan vuorokausi tai alle -18 °Cin lampétilassa
titd pidemmin ajan.

Mikili tasanne todetaan ennen 28. pdivii, testi voidaan lopettaa. Jos hajoaminen on selvisti alkanut
28. piivddn mennessi, mutta tasannetta ei ole vield saavutettu, hyvin tutkimustavan mukaista on
jatkaa testid yhden tai kahden viikon ajan.

Kaikki toimenpiteet edellyttavit suurta huolellisuutta, ja astioiden, pipettien ym. puhtaudesta (mutta
ei steriiliydestd) on varmistauduttava.

1.6.5 DOC-madritykset

Kalvosuodattimet ovat sopivia, mikidli on varmaa, etti ne eivdt vapauta hiilti eivitkid adsorboi
suodatettavaa ainetta.

Jos niytteet sentrifugoidaan, timi on tehtivi 40 000 ms? (~ 4 000 g) 15 minuutin ajan mieluimmin
jadhdytetyssd sentrifugissa, mutta joka tapauksessa alle 40 °C:n limpotilassa.

Huomautus

Hyvin alhaisten pitoisuuksien TOC/DOC-differentiointi sentrifugoimalla ei niyti onnistuvan tyydyt-
tavasti, koska joko kaikkia bakteereja ei saada poistetuksi tai hitli liukenee uudelleen bakteeriplas-
man osana. Suurempia pitoisuuksia (= 10 mg C/l) yhtd pienelld ympilli testattaessa sentrifugointi-
virhe nayttdi olevan suhteellisen pieni.

Elatusaineesta otettu nidyte (noin 30 ml) sentrifugoidaan tai suodatetaan vilittomasti kalvosuodatin-
laitteessa (1.6.2.3) kdyttden kohdassa 1.6.2.4 mainittuja kalvosuodattimia. Ensimmaiiset 20 ml
suodosta heitetddn pois.

DOC-pitoisuus médritetddn kahdesti jiljelle jadvidstd suodatteesta (noin 10 ml) TOC/DOC-laitteen
(1.6.2.5) avulla. Jollei suodatetta voida analysoida samana pdivini, se on siilottivi kohdassa 1.6.4
selostetulla tavalla.

2 TULOKSET JA NIIDEN ARVIOINTI

Analyyttiset tulokset merkitdin liitteend olevalle kaavakkeelle (lisiys 1), ja biologiset hajoamisarvot
laskgtaan kohdan 1.2 mukaisesti.

DOC-pitoisuudet lasketaan lihimpadan 0,1 mg:aan litraa kohden. Di-arvojen keskiarvot pyoristetian
lahimpiin kokonaiseen prosenttiin.

Hajoamistestin kulkua seurataan graafisesti kidyrian avulla liitteend olevan esimerkin mukaisesti
(lisdys 2).

Hajoamistestin tulokset hyviksytddn, mikali seuraava ehto tdytetddan: samassa testisarjassa kontrolli-
aineisto antaa tulokseksi = 70 % DOC:-poistumia 10 pdivin kuluessa laskettuna siitd paivisti,
jolloin biologisen hajoamistason todettiin ensimmdistd kertaa ylittdvin 10 %. Tdmi tulos on
saavutettava testin 28 pdivin keston aikana, muussa tapauksessa koko sarja hyldtdan.

3 RAPORTOINTI

3.1 Tutkimusselosteet

Tutkimusselosteen tulee, mikili mahdollista, sisaltdi:

— Tulokset raportoidaan kaavakkeessa esitetylld tavalla (lisdys 1).
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— Hajoamistestin kulku esitetdan graafisesti kdyrin muodossa, josta nikyy viivevaihe, hajoamis-
) e €8 graat yran o Josta naxyy ; joam
vaihe, kaltevuus ja aikaikkuna (”aikaikkuna” tarkoittaa tissid 10 piivin jaksoa, joka alkaa siitd
pdivistd, jolloin biologisen hajoamistason todettiin ensimmdistd kertaa ylittdvin 10 %).

— Niytto testin patevyydestd (kontrolliaineisto antaa tulokseksi = 70 % DOC-poistuman 10
piivin kuluessa laskettuna siitd paivastd, jolloin biologisen hajoamistason todettiin ensimmaisti
kertaa ylittavin 10 %, tulos saavutettava testin 28 paivin keston aikana).

Tulosten tulkinta

Testin tiukoista vaatimuksista johtuen alhainen tulos ei vilttamaittd tarkoita, ettd testattava yhdiste ei
ole ympiristdolosuhteissa biologisesti hajoava, mutta se osoittaa, ettd timin seikan varmistamiseksi
tarvitaan lisitutkimuksia.

Testattavia kemikaaleja, jotka tdssi testissd osoittavat korkeaa DOC-poistumaa, pidetdin biologisesti
helposti hajoavina edellyttiden, ettd timid taso on saavutettu 10 piivdn aikaikkunan puitteissa
laskettuna siitd paivistd, jolloin biologinen hajoamistaso ensi kertaa ylitti 10 %.

LAHDELUETTELO

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 301E, Decision of the Council C (81) 30 Final.

2) Gerike, P., Fischer, W.K., A correlation study of biodegrability determinations with various
chemicals in various tests, Ecotoxicology and Environmental Safety, Vol. 3, N:o 2, 1979, s.
159-173. )

3) Gerike, P., Fischer, W.K., A correlation study of biodegrability determinations with various
chemicals in various tests II. Additional results and conclusions, Ecotoxicology and Environmen-
tal Safety, Vol. 5, N:o 1, 1981, s. 45-55.
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Lisdys 1

Biologinen hajoaminen: modifioitu OECD:n seulontatesti

e T 4 Yo J OO
Testitiedot
Teoreettinen pitoisuus........ mg DOC/
Hiilimddaritykset
Pullo DOC-pitoisuudet x pdivian kuluttua (mg/l)
e 0 (Co)
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liuos ilman testatta- 1 a
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D ja inokulaatin bl, + bl
anssa Coyy = —————
2
Kisittelemdttomien tietojen arviointi
% DOC-poistuma x paivin kuluttua
Pullo n:o Tulosten laskenta
0
Cyy - C
1 D1=(1_u)x100 0
Co - Gyl
Can - C
2 Dz_(l-u)xloo 0
Co - Cuioy
i D, +D
Kest:z)lrvo D, = 1 : 2 0

(*) D1 ja D, —luvuista ei lasketa keskiarvoa, jos niiden vililli on huomattava ero.
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Biologinen hajoaminen: modifioitu OECD:n seulontatesti (kaavake)

TEStaAVA JaIE08 & ot vttt ettt e e e e e e e e

Tutkimuksen JORtaja .. ..ottt i e e

Kokeen aloituspdivAmaard . ......coeviiiiiinenneennnennnnn. Koe n:o

TEStALAVA AIME « o o vttt ettt et ettt e e e e e e e e

Kemiallinen rakenne . ........iuiiiriiti it it et et

Varastoliuos:

mg/l mg/l m
TOC (*) mg/l per liter TOC (*) DO

OF

x--r)

Testattavan aineen pitoisuus

(*) Ristiriita DOC- ja TOC-arvojen vililld viittaa testattavan aineen riittimattémaan liukoisuuteen.
(**) Kaikki DOC-arvot miiritetddn kalvosuodatuksen tai sentrifugoinnin jilkeen.

Hiilianalysaattors ... ... ve ittt it e it e e e i

TNOKUIAAtt] oottt e e

Testin tulos

Di=..o.o.t % DOC-poistuma . ....... piivin kuluttua.

Tuloksen vabvistus ... .. ...t
Kontrollikemikaali .. .. .. o e e
Tulos........ % DOC-poistuma ........ paivin kuluttua.

Vertailutestin M0 « oottt ittt it et e e e
Huomautuksia:

.............. (Paways) ‘ (Ancklr]mtus)
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C. 4. HAJOAMINEN

BIOLOGINEN HAJOAMINEN: MODIFIOITU AFNOR-TESTI NF T 90/302

1 MENETELMA

1.1 Johdanto

Menetelmin tarkoituksena on mitata vesiliukoisten, haihtumattomien orgaanisten yhdisteiden biolo-
gista hajoamista aerobisessa vesielatusaineessa, jossa testattava alkupitoisuus vastaa 40 mg liuennutta
orgaanista hiiltd (DOC, dissolved organic carbon) litraa kohden. Jos orgaanisen hiilen analysaattorei-
den toteamisrajat paranevat, alempien testipitoisuuksien kidyttd voi olla eduksi varsinkin toksisten
yhdisteiden osalta.

Testattavan aineen orgaanisen hiilen pitoisuus on madritettava.

Menetelmi soveltuu ainostaan sellaisten orgaanisten aineiden testaukseen, jotka kokeessa kaytetyn
pitoisuuden osalta tdyttdvit seuraavat edellytykset:

— ovat vesiliukoisia ainakin testattavan pitoisuuden osalta (40 mg DOC litraa kohden),
— joilla on mitdtén hoyrynpaine,
— eivit inhiboi bakteeritoimintaa,

— eivat merkittdvasti adsorboidu lasipintoihin.

Testattavan aineen pididkomponenttien suhteellista osuutta koskevat tiedot auttavat tulosten tulkin-
nassa varsinkin niiden ollessa alhaisia.

Tiedot kemikaalin toksisuudesta mikro-organismeille ovat hyodyksi alhaisten tulosten tulkinnassa.

1.2 Maiiritelmat ja yksikot

Hajoaminen mairitetdan DOC-poistuman prosentteina suhteessa testattavaan aineeseen:

Ct - Cb[(t) ]
D=]1-— 100
! [ Co - Chy) x

jossa:

D, = hajoaminen’DOC-poistuman prosentteina aikana t,

Co = DOC in alkupitoisuus viljelyaineessa {mg DOC litraa kohden),
C = DOC-pitoisuus viljelyaineessa aikana t (mg DOC litraa kohden),

Cihioy = DOC in alkupitoisuus nollakokeessa (mg DOC litraa kohden),
Cpiy = DOC-pitoisuus nollakokeessa aikana t (mg DOC litraa kohden).

1.3 Vertailuaineet

Sopivien kontrollikemikaalien kidytté inokulaatin tehokkuuden tarkistamiseksi on suositeltavaa.
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1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

Esimerkiksi aniliinia, natriumasetaattia tai natriumbentsoaattia voidaan kdyttda tihin tarkoitukseen,
ja niiden tulee osoittaa = 70 % DOC-poistumia 28 piivin kuluessa; muussa tapauksessa testi on
mititdén ja se tdytyy uusia kdyttimilld toisesta lahteestd saatua inokulaattia.

Tami testausmenetelma kiyttdd glukoosia nimenomaan inhibitiotestiss ja silld tarkistetaan inokulaa-
tin tehokkuus, joka voidaan myos tarkistaa aniliinin, natriumasetaatin ja natriumbentsoaatin
avulla.

Testin periaate

Veteen liuotettuja orgaanisia aineita hajotetaan biologisesti kemiallis-organotrofisten mikro-organis-
mien avulla kiyttimilld niiti ainoana hiilen ja energian lihteeni. Niita aineita tutkitaan niin, etti
niiden orgaanisen hiilen alkupitoisuus on 40 mg litraa kohden. Liuokseen jddvd orgaaninen hiili
mitataan ainakin kolmen, seitsemin, 14 ja 28 paividn kuluttua. Samanaikaisesti tarkistetaan, onko
testattavalla aineella inokulaattia inhiboiva vaikutus.

Menetelmi tarkistetaan kiyttimailld kontrolliainetta.

Laatukriteerit
Testin toistettavuus on todettu OECD:n ja EEC:n rengasreaktioiden avulla.

Testattavan yhdisteen alin pitoisuus, jota tdlli menetelmdlld voi testata, midardytyy padasiassa
orgaanisen hiilianalyysin maiiritysrajojen (0,5 mg hiiltd litraa kohden nykyiselld tekniikalla) sekd
ravinneliuoksessa esiintyvin liuenneen orgaanisen hiilipitoisuuden perusteella.

Testin kuvaus

Reagenssit

Testissd kdytettdvien kemikaalien tulee olla puhtausasteeltaan analyysilaatua.

Tislattu vesi

Tislattu vesi saa sisiltdd korkeintaan 10 % testattavan aineen tuomasta orgaanisesta hiilesta.

Ravinneliuos

Elatusliuos valmistetaan alla esitetylld tavalla kdyttden steriilejd aineita. Yksi litra liuosta valmiste-
taan liuottamalla tislattuun veteen (AR tarkoittaa analyyttistd reagenssia):

(NH4),SO4 (ammoniumsulfaatti): 0,300 g AR
NH4NO; (ammoniumnitraatti): 0,150 g AR
KH,PO, (kaliumdivetyfosfaatti): 0,300 g AR
Na,HPO,4 12H,0 (dinatriumvetyfosfaattidodekahydraatti): 2,000 g AR
MgSO47H,0 (magnesiumsulfaattiheptahydraatti): 0,050 g AR
CaCl,-2H,0 (kalsiumklorididihydraatti): 0,050 g AR
Hiivauute: ‘ 0,005 g AR

pH on 7,5 £ 0,1.

Koostumukseltaan seuraavanlaista hivenainelivosta lisiatiin 1 ml:

FeSO47H,0O (rauta-(Il)-sulfaattiheptahydraatti): 0,100 g (AR)
MnSO4H;O (mangaani-(II)-sulfaattimonohydraatti): 0,100 g (AR)
K;OMoO, (kaliummolybdaatti): 0,025 g (AR)
Na;B407-10H,0 (dinatriumtetraboraattidekahydraatti): 0,025 g (AR)
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CuCL-2H,0 (kupari-(Il)-klorididihydraatti): 0,025 g (AR)
Co(NO3),:6H,0 (koboltti-(II)-nitraattiheksahydraatti): 0,025 g (AR)
ZnCl, (sinkkikloridi): 0,025 g (AR)
NH:VO; (ammoniumvanadaatti): 0,010 g (AR)

Lisdtadn tislattua verttd, jotta saadaan 100 ml.

(Hivenaineliuosta voidaan siilyttdd kuukausi + 1 - + 4 °C:n lampaotilassa).

Valmistetaan tarvittava madrd (1 litra) ja sekoitetaan. Ravinneliuos tdytyy kayttdd 12 tunnin
kuluessa.

1.6.1.3 Kontrolliaineet

Aniliini (vastatislattu), natriumasetaatti, natriumbentsoaatti, glukoosi.

1.6.2 Laitteet

Tavanomaiset laboratoriolaitteet seki:

— orgaanisen hiilen analysointilaite,

— spektrofotometri,

— sentrifugi (4 000 g),

— ravistin, jolla on tarvittava ilmastus- ja ravistusteho,

— livenneen hapen analysointilaite, pH-mittari, 500 ml:n steriilejd, leveisuisia erlenmeyerpulloja,
— steriili suodatinlaite (kalvosuodattimia 0,22 um:n huokoisuus).

Lasiastiat on puhdistettava huolellisesti, niin ettei niihin jiid orgaanisten tai toksisten aineiden
jadmid.

1.6.3 Inokulaatin valmistus

Saastuneesta pintavedestid ja kunnallisesta jitevedenpuhdistuslaitoksesta otetusta jitevedesti tehtyi
kolmen niytteen seosta, jossa ei ole merkittdvid mairia joitakin erityisid saasteita, otetaan tarvittava
miard. Kunkin nidytteen bakteerimiirin on oltava vihintddan 10° bakteeria/ml.

Niytteet on kaytettdvd inokuloimiseen 12 tunnin kuluessa kuljetusaika mukaan lukien, eivitkd ne
saa olla kuutta tuntia kauempaa ilmastamatta.

Niytteet suodatetaan paperin ldpi suurten liukenemattomien aineosien poistamiseksi, suodos keri-
tdin ja suodatetaan kalvosuodattimella, jonka huokoskoko on 0,22 wm.

Pesu suoritetaan jollakin sopivalla isotonisella liuoksella. Kalvosuodattimeen saostuneet bakteerit
otetaan talteen pieneen midrdin jotakin sopivaa isotonista liuosta ja sekoitetaan huolellisesti.
Absorptio 620 nm:ssi mitataan, ja timin perusteella paitellidn bakteeripitoisuus suhteessa standar-
dikdyrdin, joka on saatu aikaisemmin laskemalla Pseudomonas fluorescens -kannan ATCC 15453
kiintedt keskiarvot. Tarvittava mdiird livosta lisdtddn, jotta bakteeripitoisuudeksi tulee (5 £ 3) x
107/ml. Inokulaatti kiytetdin seuraavan tunnin kuluessa.

1.6.4 Testin suorittaminen

Inkubointi on suoritettava vilttden voimakasta valoa 20-25 °C:n limpétilassa lampokaapissa, jossa
ei ole toksisia hoyryja.
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Seuraavat liuokset valmistetaan:

1 Liuos testattavasta aineesta ravinneliuokseen, siten etti orgaanisen hiilen pitoisuus on 40 mg
litraa kohden.

2 Glukoosiliuos ravinneliuokseen, siten ettd orgaanisen hiilen pitoisuus on 40 mg litraa kohden.
3 Liuos, jossa ravinneliuokseen on lisdtty kiytetyt pitoisuudet testattavaa ainetta ja glukoosia.

4 Tarpeellinen miara ravinneliuosta pidetdan myos saatavilla.
Nimi neljd liuosta sekoitetaan yksitellen ja ne steriloidaan suodattamalla kalvosuodattimen lipi.

Kalvosuodattimet on sopivia, mikili on varmistauduttu siit4, ettd ne eivit vapauta hiilta tai adsorboi
ainetta suodatusvaiheen aikana.

Kaikki toimenpiteet on suoritettava steriilein menetelmin. Liuokset jaetaan ennalta steriloituihin
koepulloihin seuraavalla tavalla:

Pullo 1 (testi): 150 ml livosta 1
Pullo 2 (testi): 150 ml liuosta 1
Pullo 3 (testi): 150 ml liuosta 1
Pullo 4 (steriili kontrolli): 150 ml liuosta 1
Pullo § (glukoosikontrolli): 150 ml liuosta 2
Pullo 6 (inhibition valvonta): 150 ml livosta 3
Pullo 7 (nollakoe): 150 ml liuosta 4

Pulloihin 1, 2, 3, 5, 6 ja 7 ympitddn 1,5 ml inokulaattia ja ravistellaan kisin huolellisesti.
Kustakin pullosta otettaan 3-5 ml:n miirdera.

Maiiriderid sentrifugoidaan 4 000 g:ssd 15 minuuttia alle 26 °C:n lampétilassa.
Supernatantit otetaan talteen 0-ajan orgaanisen hiilen maarittamiseksi.

Pullot pidetddn ravistimessa koko testin ajan. Liuenneen hapen pitoisuuden 3. pdiviani pullossa §
tulee olla vihintddn 5 mg litraa kohden.

Sama orgaanisen hiilen analyysi, joka tehtiin 0O-ajassa, tehddin pulloista 1, 2, 3, 5, 6 ja 7 ainakin
kolmantena, seitseminteni, 14. ja 28. inkubaatiopdividni. Siini tapauksessa, ettd pullojen 1, 2 ja 3
hiilipitoisuus laskee 95 % alkupitoisuudesta, testi katsotaan paittyneeksi.

Mikaili tasanne todetaan ennen 28. piivad, testi voidaan lopettaa.

Jos hajoaminen on selvisti alkanut 28. pdivdin mennessd, mutta tasannetta ei ole vield saavutettu,
hyvin tutkimustavan mukaista on jatkaa testid yhden tai kahden viikon ajan.

Testin lopussa tehddin pullon 4 orgaanisen hiilen analyysi samalla tavoin kuin 0-ajassa, ja steriiliys
tarkistetaan ymppadmailld liuosta elatusnesteputkeen ja inkuboimalla 25 °C:ssa viisi padivaa.

Viljelyaine:

— kuivattua hiivauutetta: 3g
— pankreatiinikaseiinipeptonia: 6g
— vetti: 1000 ml

Viljelyaineen kuivat aineosat liuotetaan kiehuvaan veteen. -arvo siidetdin tarvittaessa niin, ettd se
steriloinnin jilkeen on 7,2 £ 0,2 20 °C:ssa.

Mikili orgaanisia hiilipitoisuusanalyyseji ei tehda valittémasti, supernatantti siilytetdin hermeetti-
sesti suljetuissa lasipulloissa pimeissi 4 °C:n limpétilassa korkeintaan vuorokausi. Ellei analyysia
tehdd vuorokauden kuluessa, supernatantti pakastetaan alle -18 °C:n limpétilassa.
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Haihtumisesta johtuvan vesihdvién korvaamiseksi pullon sisallon mairi tarkistetaan ennen kunkin
niytteen ottamista ja tarvittaessa lisdtdin tislattua vettd, joka on steriloitu suodattamalla se 0,22
pm:n huokoskokoa olevan kalvosuodattimen ldvitse, jotta saadaan sama tilavuus, joka mitattiin
edellisen niytteenoton jilkeen.

2 TULOKSET JA NIIDEN ARVIOINTI

Analyyttiset tulokset merkitdin liitteend olevalle kaavakkeelle (lisdys 1), ja biologiset hajoamisarvot
lasketaan kohdan 1.2 mukaisesti.

Hajoamistestin tulokset hyviksytdin, mikili seuraavat ehdot tiytetdin:
— pullon 5 glukoosin hajoamistason on oltava vahintddn 80 % 7. pdivini,
— kokeen pidirttyessi pullon 4 on edelleen oltava steriili,

— liuenneen hapen pitoisuuden 3. pidivind pullossa 5 on oltava vihintiin 5 mg litraa kohden.

Pullon 6 glukoosin biologisen hajoamisasteen tulee 7. piivdnd olla vihintiin 75 % pullossa §
havaitusta hajoamisasteesta. Ellei titd rajaa saavuteta, on syyti olettaa, etti testattavana olevalla
aineella on bakteeritoimintaa inhiboiva vaikutus eivdtka kaytetyt pitoisuudet sovellu testattavaksi
talld menetelmalla.

Huomautuksia

Prosentuaalinen hiilen poistuminen pulloissa 1, 2 ja 3 seki toisaalta pullossa 4 mahdollistaa todetun
hajoamisen syiden erittelyn:

— fysikaalis-kemiallinen toiminta pullossa 4,

— fysikaalis-kemiallinen sekd biologinen toiminta pulloissa 1, 2 ja 3.

3 RAPORTOINTI

31 Tutkimusseloste
Kaikki testattavaa ainetta, kontrolliainetta ja nollakokeita koskevat tulokset raportoidaan.

Seuraavat seikat tulee erityisesti mainita:

— aineen hdvidmisaste pullossa 4 testin paattyessa,

— havaitut inhibointivaikutukset,

— ndyttd kokeen hyviksyttdvyydestd,

— hajoamistestin kulku esitetddn graafisesti kdyrin muodossa, josta nikyy viivevaihe, hajoamis-

vaihe, kaltevuus ja aikaikkuna (”aikaikkuna” tarkoittaa tdssi 10 piivin jaksoa, joka alkaa siitd
péivisti, jolloin biologisen hajoamistason todettiin ensimmaiistd kertaa ylittivin 10 %).

3.2 Tulosten tulkinta

Testin tiukoista vaatimuksista johtuen alhainen tulos ei valttimattd tarkoita, ettd testattava yhdiste ei
ole ympiristoolosuhteissa biologisesti hajoava, mutta se osoittaa, ettd timin seikan varmistamiseksi
tarvitaan lisdtutkimuksia.

Testattavia kemikaaleja, jotka tissi testissd osoittavat korkeaa DOC-poistumaa, pidetdin biologisesti
helposti hajoavina edellyttden, etti timi taso on saavutettu 10 pidivdan aikaikkunan puitteissa
laskettuna siitd pdivistd, jolloin biologinen hajoamistaso ensi kertaa ylitti 10 %.
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Lisdys 1

Kaavake modifioitua Afnor-testii varten

KO M50 o1ttt ettt et e e s esie e se bt e s s et o s bt s s e e e s e r s e RS e RS b b s e et b e e s naeaeeatee e s ek e sebtbeebanatssise
Kokeen aloituSPAIVAMAILE wuevvrivuireeriiieeintentrisiesieneests et eses e restessests e sbsssssae st stasbonessseseenennessensosasssnseneas
Testattava/kONTIOIIAINE .icciveciriiiiiriirieieiceiieieecte e eeeereereesseeerbeestesesteaebteereeesseenseesseeneeebtasssassnsesnssersnessees
TEOrEettiNenl LESTIPILOISUUS weeeuriruterurersrerirerestesisesasereteeutesseeeeeansaesseesesssanteemsesasaesssesaneessassnsessssesonessnessnees
HIHANALYYST 1outeieiieiriiceceteee ettt ettt s e s e et et et et e b e e saasn e et s s e se st e e senatent
DOC-mddritykset
DOC-pitoisuus x paivdn kuluttua (mg/l)
Elatusaine Pullo n:o
t=0 3 7 14 28 (pdivad)
Testi 1 lc, 1c, 1c, lc, 1c,
Testi 2 ZC‘, ZC‘ 2c, ZCH 2(;28
Testi 3 3, 3¢, 3c. 3c., 3sz
Testikeskiarvo 1-3 Co Cs C, Cua Cas
Steriili kontrolli . 4 4c, > pas > 4y
Glukoosikontrolli 5 Sc, 5S¢, Sc, Sc. 5
Inhibitiokontrolli 6 6(:IJ 6(3‘ 6()-/ 6CH 6(11),
No]lakoe 7 7CM!H) 7me 7Cn|m 7ChI\H] 7Cm1m
Tulosten arvioiminen
t=0 3 7 24 28 (paivid)
Testi
Ct - Cbl(t) ] 0
1-——1 x 100
[ Co - Chio)
Glukoosikontrolli
S¢,-C 0
[.1 _J¢ bl(t]] % 100
Sc, = Coio
Inhibitiokontrolli
6c, - Cb](t)] 0
1-——} x 100
[ 6¢, = Chio)

Hyviksyttiavyys:

— liuennut happi 3. pdivanid pullossa 5 ....cccvevenninienincncriinienene TR mg litraa kohden
— biologinen hajoamisprosentti 7. pdivand pullossa 5 ...cccoccevriiiiiininiecinnnenene e %
— biologinen hajoamisprosentti 7. pdivand pullossa 6 .......ccoiviinenieinienecennreceen %
— steriill PUIlo 4 oo e
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1.1

1.2

1.3

1.4

C. 5. HAJOAMINEN
BIOLOGINEN HAJOAMINEN: MODIFIOITU STURM-TESTI
MENETELMA

Johdanto

Menetelmin tarkoituksena on mitata haihtumattomien orgaanisten yhdisteiden biologista hajoamista

aerobisessa vesielatusaineessa kahdella testattavalla alkupitoisuudella, jotka ovat 10 ja 20 mg litraa

kohden (standardipitoisuudet.)

Testattavan aineen orgaanisen hiilen pitoisuuden on oltava saatavilla (TOC-analyysi tai -arvio
kayttdimalld empiiristd kaavaa CO:n teoreettisen saannon laskemiseksi).

Menetelmd soveltuu ainostaan sellaisten orgaanisten aineiden testaukseen, jotka kokeessa kaytetyn
pitoisuuden osalta tiyttivit seuraavat edellytykset:

— joilla on mitdton héyrynpaine,
— jotka eivit inhiboi bakteeritoimintaa.

Talla menetelmalld voi ainakin periaatteessa testata aineita, jotka ovat liukenemattomia testattavina
pitoisuuksina.

Testattavan aineen padkomponenttien suhteellista osuutta koskevat tiedot auttavat tulosten tulkin-
nassa varsinkin niissd tapauksissa, joissa tulokset ovat alhaisia.

Tiedot kemikaalin toksisuudesta mikro-organismeille ovat hyodyksi alhaisten tulosten tulkinnassa ja
sopivien testipitoisuuksien valinnassa.
Mairitelmit ja yksikot

Hajoaminen miiritetddn aineen tuottamana COgj:na, prosenttina teoreettisesta COazsta (ThCO,),
jonka sen olisi pitinyt tuottaa laskettuna aineen sisiltimin orgaanisen hiilen mairasta.

Vertailuaineet
Sopivan kontrollikemikaalin kdytté inokulaatin tehokkuuden tarkistamiseksi on suositeltavaa.

Esimerkiksi aniliinia, natriumasetaattia tai natriumbentsoaattia voidaan kiyttii tihin tarkoitukseen,
ja niiden tulee osoittaa < 60 % CO,-tuotantoa 28 piivian kuluessa. Muussa tapauksessa testi on
mitdton, ja se tidytyy uusia kdyttamalld toisesta lihteestd saatua inokulaattia.

Testin periaate

Testattavaa ainetta lisitdan kemiallisesti madritettyyn nestemiiseen elatusaineeseen, inokuloidaan
jiteveden mikro-organismeilla ja ilmastetaan 20-25 °C:ssa. Lampotilasta pidetidin kirjaa kokeen
kestiessa.

Vapautunut CO; otetaan talteen BaCOOj:na, ja hajoamista seurataan CO,-analyysein 28 pdivin
ajan. Sopivaan nollakontrollitestiin-testeihin vertailun jilkeen testattavan yhdisteen tuottama CO;:n
kokonaismaddrd
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1.6

1.6.1.1

1.6.1.2

madritetddn testausajalta ja lasketaan sen prosentuaalinen osuus COj:n siitd kokonaismairistd,
jonka testattava materiaali olisi hiilipitoisuutensa perusteella voinut teoriassa tuottaa.

Menetelmi tarkistetaan kdyttimailld inokulaatin kontrolliainetta (katso 1.6.1.3),

Laatukriteerit
Testin toistettavuus on todettu OECD:n ja EEC:n rengasreaktioiden avulla.

Inokulaatin nollapullosta mitattu endogeeninen CO,-tuotanto on pidisyynd siihen, ettd testattavasta
aineesta ei voi kdyttid pienempid pitoisuuksia kuin 5 mg litraa kohden. (Kun testid sovelletaan
14C-merkittyyn testattavaan aineescen, pitoisuus voi olla paljon alhaisempi.)

Testin kuvaus

Reagenssit

Korkealaatuinen vesi (HQW, high-quality water)

Kahdesti tislattua vettd, jossa ei ole toksisia aineita ({erityisesti kuparia) ja.jossa on alhainen
hiilipitoisuus (> 2,0 mg/l TOC) ja resistiivisyys < 18 megaohmia/cm. Tislattu vesi saa sisdltdd
korkeintaan 10 % testattavan aineen tuomaa orgaanista hiilta.

Ravinneliuos

a) Varastoliuos

FeCl3 6H,0 (rauta- (IIl) -kloridiheksahydraatti): 0,25 g
Liuotetaan veteen ja valmistetaan 1 000 ml:in vesiliuos (1.6.1.1):

MgSO4 7H,0 (magnesiumsulfaattiheptahydraatti): 22,50 g
Liuotetaan veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesiliuos (1.6.1.1):

CaCl, (kalsiumkloridi): 27,50 g
Liuotetaan veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesilivos (1.6.1.1):

KH,PO, (kaliumdivetyfosfaatti): 8,50 g
K;HPO, (dikaliumvetyfosfaatti): 21,75 g
Na,HPO, 2H,0 (dinatriumvetyfosfaattidihydraatti): 3340 g
NH4Cl (ammoniumkloridi): 1,70 g

Liuotetaan veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesiliuos (1.6.1.1):

(NH4),SO4 (ammoniumsulfaatti): . 40,00 g
Liuotetaan veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesiliuos (1.6.1.1)

b) Elatusaine
Elatusaine sisaltaa vesilitraa (1.6.1.1) kohden seuraavat reagenssit:
— 4 ml ylldolevaa rautakloridiliuosta,
— 1 ml ylliolevaa magnesiumsulfaattiliuosta,
— 1 ml ylliolevaa kalsiumkloridilivosta,
— 2 ml ylldolevaa fosfaattiliuosta,

— 1 ml ylliolevaa ammoniumsulfaattiliuosta.

pH-arvon tulisi olla 7,2 £ 0,2.
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1.6.1.3

1.6.1.4

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.3 .

Kontrolliaineet

Aniliini (vastatislattu), natriumasetaatti, natriumbentsoaatti.

Bariumhydroksidi 0,025 N (0,0125 M)

Liuotetaan 4,0 g Ba(OH), 8H,0 litraan HQW:td. Suodatetaan suodatinpaperin lipi ja kirkas neste
suljetaan tiiviisti, jotta CO,:n absorptio ilmasta estyy. Liuosta kannattaa tehdi kerrallaan yli 5 litraa
testisarjaa tehtdessa.

Laitteet

CO;-pesulaite

Kolmea testimateriaalia varten 12 lasipullon sarja. (Lasipullolla tarkoitetaan tissi 4-5 litran ruskeata
lasipulloa. Lapindkyvid lasiastioita kiytettdessd koe on suoritettava pimeissa.)

Neljia yhden litran muovipulloa, jotka sisaltavat 700 ml 10 N (10M) NaOH:ta.
Yksi yhden litran erlenmeyerpullo, joka sisdltaa 700 ml 0,025 N (0,0125 M) Ba(OH),-liuosta.

Yksi tyhjd yhden litran erlenmeyerpullo estimdin nesteen siirtymistid. Pullosarja yhdistetdan inerteilld
putkilla paineilmalaitteeseen, josta ilmaa suihkutetaan vakionopeudella pesuliuosten lipi. Kutakin
neljin lasipullon lisisarjaa kohden lisitddn yksi yhden litran muovipullo, joka sisiltdid 700 ml 10 N
(10M) NaOHz:ta. '

CO3:n tuottolaite
Nelja 4-5 litran ruskeata lasipulloa kutakin testattavaa ainetta kohden.

Tulppia, taipuisaa letkua, muoviletkua.

CO;:n absorptiopullot

100 ml:n bariumhydroksidiabsorptiopulloja.

Inokulaatin valmistus

Testiorganismeina kiytetdin hyvin hoidetusta kunnallisesta jitevedenpuhdistamosta vastahankittua
aktiivilietettd. Teollisuuden jitevettd ei puhdistamoon pitisi tulla lainkaan tai vain hyvin vahdisessi
madrin.

Laboratorioon tuotua aktiivilietettd ilmastetaan neljan tunnin ajan. Sekoitetusta nesteestd otetaan
500 ml:n nidyte, jota homogenisoidaan kahden minuutin ajan mekaanisessa sekoittajassa. Sen jalkeen
sen annetaan asettua puolen tunnin ajan.

Jos supernatantissa on puolen tunnin kuluttua edelleen suuria méirid lietteen kiinteitd aineosia, .
ndytteen annetaan asettua vield 30-60 minuuttia tai se sopeutetaan laboratorio-olosuhteisiin laskeu-
tumisominaisuuksien parantamiseksi.

Supernatanttia dekantoidaan niin paljon, etti kuhunkin CO,-koepulloon saadaan 1 % inokulaattia.
Lietteen kiinteitd aineosia on viltettivd ottamasta mukaan, koska ne haittaavat CO,-tuotannon
maaritysta.

On suositeltavaa arvioida supernatanttifraktiosta mikrobien lukumiari. Inokulaatin tulisi yleensa
sisaltdd 10 - 20 x 10 pesikkeitdi muodostavaa yksikksd millilitraa kohden.

Inokulaatti tulee kayttda valmistuspaivina.
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1.6.4 Testin suorittaminen

1.6.4.1 Varastoliuos

Testattavasta aineesta tehddin alkuvarastoliuos korkealaatuiseen veteen siten, ettd sen pitoisuus on 1
000 mg litraa kohden.

Varastoliuokset valmistetaan testattavan aineen orgaanisen hiilipitoisuuden perusteella. Jos tima ei
ole tiedossa, varastoliuoksen pitoisuudet valmistetaan painon perusteella.

Niyte sekoitetaan homogeeniseksi vilttien vaahdottamista, joka voi vikevoittdi testattavaa ainetta.
Testattaessa kiinteitd aineita voi olla tarpeen sulattaa ja sekoittaa koko niytepullon sisiltd ennen
miirierdn ottamista. Tami kokeen osa on erityisen tirked, koska biologisen hajoamisen prosentuaa-
lisen osuuden laskeminen riippuu testausmenetelmin oikeasta hiilipitoisuudesta.

Varastoliuoksen pH:ta ei tarvitse sddtdd, mikili se on 3-10 vilissd, koska testiaineen fosfaattipuskuri
sadtelee sita. Mikali pH ei ole talld vililld, varastoliuoksesta otettu maarderdn pH sdddetain arvoksi
7,0 £ 1,0 kayttimilld 1IN (1M) HCl:a tai NaOH:a, ja liuosta sekoitetaan voimakkaasti lisittaessd
happoa tai emistd.

Testattavan yhdisteen nimellisen orgaanisen hiilipitoisuuden varmistamiseksi varastoliuoksesta (tai
neutraloidusta miirieristd) voidaan analysoida orgaanisen hiilen kokonaispitoisuus.
Kontrollivarastolinoksen TOC-analyysi on tehtidvi niin ikdan.

Jos testattava aine on veteen liukenematonta, painoon tai tilavuuteen perustuva mairi testattavaa
ainetta lisitdan suoraan pulloon.

Jos testattava aine ei liukene testipitoisuutena, voi olla tarpeen turvautua erityistoimenpiteisiin kuten
ultraidanidispersioon, jotta testattava aine saadaan hajoamaan kunnolla.

1.6.4.2 Olosuhteet

Koska COs-testissd kiytetddn 1-prosenttista inokulaattia, laimennukset tehdiin CO;:n elatusainee-
seen.

Tamai tehdiidn helpoimmin seuraavasti:

a) kuhunkin 4-$ litran lasipulloon lisdtdan 2 470 ml korkealaatuista vetti (HQW, katso kohta
1.6.1.1.),

b} kuhunkin 4-5 litran lasipulloon lisitiin 3 ml ammoniumsulfaattivarastoliuosta ja 3 ml kalsium-
kloridivarastoliuosta, 6 ml fosfaattipuskurivarastoliuosta ja 12 ml ferrikloridiliuosta,

¢) kuhunkin 4-5 litran lasipulloon lisitdan 30 ml aktiivilieteinokulaattia.

Titd seosta ilmastetaan hiilidioksidittomalla ilmalla 24 tunnin ajan, jotta systeemi puhdistuu

hiilidioksidista.

Ilmastusajan kuluttua kaikkiin kolmeen COj-absorptiopulloon lisitiin 100 ml 0,025 N (0,0125 M)
Ba(OH),:ia, ja ne yhdistetdan sarjaan kunkin koepullon poistoilmaputkeen.

1.6.4.3 Testin suorittaminen

Testattava aine lisatddn kahteen neljdstd lasipullosta koea)an alussa. Kustakin aineesta testataan
kaksi pitoisuutta: 10 ja 20 mg litraa kohden.

Kutakin lasipulloa varten tarvittavan testattavan aineen varastoliuoksen miird lasketaan seuraa-

vasti:
- . . BxC
millilitraa varastoainetta lasipulloa kohden =
jossa
B = testattavan aineen pitoisuus koelasipullossa (mg/l),

A = testattavan aineen pitoisuus varastoliuoksessa (mg/l),

n

C = lopullinen ainemiiri koelasipullossa (ml).

Niihin kahteen lasipulloon lisitddn halutun pitoisuuden saavuttamiseksi tarvittava, ylli olevalla
tavalla laskettu miidrd varastoliuosta sekd niin paljon tislattua vettd, ettd pullossa on 473 ml
(varastolinosta + HQW:td). Kolmanteen, nollakoekontrollina kiytettyyn lasipulloon, jossa ei ole
testattavaa ainetta, lisitiin HQW:td 473 ml. N

Kussakin lasipullossa on nyt 3 000 ml.

Viimeiseen neljastd lasipullosta lisatdan kontrolliainetta, jonka pitoisuus on 20 mg litraa kohden.
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1.6.5

Testi aloitetaan kuplittamalla hiilidioksiditonta ilmaa liuoksen ldpi 50-100 ml:n minuuttivauhdilla
lasipulloa kohden (yksi tai kaksi kuplaa sekunnissa).

Veteen liukenemattomat testattavat aineet voidaan lisitd CO,-koelasipulloon kuivana, jonka jilkeen
sekoitetaan magneettisekoittimella. Kun testataan vaahtoavia kemikaaleja, hiilidioksiditon ilmakupli-
tus voidaan korvata ylipuolisella ilmastuksella ja magneettisekoituksella.

Lasipulloissa tuotettu CO; reagoi bariumhydroksidin kanssa ja saostuu bariumkarbonaatiksi; tuo-
tettu CO,-mairid miiritetddn titraamalla jiljelld oleva Ba(OH), 0,05 N (0,05 M) standardisoidulla
HCl:lla. Sdannéllisin vilein (joka toinen tai kolmas paiva) lihinna lasipulloa oleva COj-absorbti-
opullo poistetaan titrattavaksi. Jiljelld olevat kaksi absorptiopulloa muutetaan yhtd paikkaa lihem-
miksi lasipulloa, ja uusi absorptiopullo, joka sisiltad 100 ml 0,025 N (0,0125 M) Ba(OH):a,
asetetaan sarjan viimeiseksi.

Titraukset suoritetaan tarvittaessa (ennenkuin BaCOj-saostumia esiintyy toisessa absorptiopullossa)
noin joka toisena pidivind ensimmdisen 10 pdivdn aikana ja joka viidentend pdivdand 28. padivdin
asti.

Lasipullojen pH mitataan jdlleen 27. pdivdni, ja sen jilkeen kuhunkin testilasipulloon lisdtdin 1 ml
vikevoityd HCl:a epidorgaanisen karbonaatin poistamiseksi. Lasipulloja ilmastetaan yli yoén, ja
kustakin lasipullosta otetaan ndyte DOC-analyysia varten. Viimeinen titraus suoritetaan 28.
paivana.

Titraukset 100 ml Ba(OH),-liuoksella suoritetaan, kun lihinni lasipulloa olevat pullot on poistettu.
Ba(OH); titrataan 0,05 N (0,05M) HCl:lla kiyttien fenoliftaleiinia indikaattorina.

Testaus suoritetaan huoneenlimméssi 20-25 °C:ssa ja lampétilasta pidetdin kirjaa testiajalta.
Mikali tasanne todetaan ennen 28. pdivii, testi voidaan lopettaa.

Jos hajoaminen on selvisti alkanut 28. pidivdin mennessi, mutta tasannetta ei ole 28. piivini
saavutettu, hyvin tutkimustavan mukaista on jatkaa testid yhden tai kahden viikon ajan.

CO,-mddritys

Vaihtoehtoja CO3:n tuotannon mdirittimiseksi Ba(OH),-erottimien takaisintitrauksen ohella tulisi
harkita. Se ei muuta testimenetelmin periaatteita ja voi mahdollistaa hajoamisen kulun jatkuvan
mittaamisen.

Ensimmaiinen askel tuotetun CO»-miirin laskemisessa on tehdid korjaus testattavaa ainetta sisilté-
vien lasipullojen endogeeniseen CO,-tuotantoon. Kontrollilasipullo toimii nollakokeena, jolla oikais-
taan bakteerien endogeenisen respiraation mahdollisesti tuottama CO,. Testattavan aineen tuottama
CO,-miirid madritetadn testi- ja nolla-Ba(OH), -erottimien vilisestd erosta (millilitroina titrausliu-
osta).

Kun kiytetddn 0,05 N (0,05 M) HCl:a absorbtiopullon titraamiseen, jokainen titrattu HCl-millilitra
vastaa 1,1 mg CO,-tuotantoa.

TULOKSET JA NIIDEN ARVIOINTI

Analyyttiset tulokset merkitdan liitteeni olevalle kaavakkeelle (katso lisdys 1), ja biologiset hajoamis-
arvot lasketaan kohdan 1.2 mukaisesti.
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CO,-pitoisuudet lasketaan lihimpadin 0,1 mg:aan litraa kohden. Biologiset hajoamisarvot pyoriste-
tddn lahimpdan kokonaiseen prosenttiin.

Hajoamistestin kulkua seurataan graafisesti kdyrian avulla liitteend olevan esimerkin mukaisesti
(lisdys 2).

Hajoamistestin tulokset hyviksytidin, mikaili seuraavat ehdot tiytetdin:

— Samassa testisarjassa kontrolliaineisto antaa < 60-prosenttisen biologisen hajoamistuloksen 28
piivan kuluessa (ellei ndin kdy, koko sarja hyldtddn ja uusitaan kiyttien toisesta lihteestid
hankittua inokulaattia).

— Nollapullossa ei kehity merkittavia mairia COj:a kokeen kuluessa (viljelyaineen, lasiastian ja

ilman kontaminaatio). COy:n kokonaistuotanto testin lopussa saa olla korkeintaan 50 mg CO;:a
viliaineen kolmea litraa kohden.

3 TULOKSET

3.1 Tutkimusseloste

Tutkimusselosteen tulee, mikili mahdollista, sisiltii:

— tulokset, jokka raportoidaan kaavakkeessa esitetylld tavalla (katso lisiys 2),

— hajoamistestin kulku esitetynd graafisesti kdyrdan muodossa, josta nikyy viivevaihe, hajoamis-
vaihe, kaltevuus ja aikaikkuna (”aikaikkuna” tarkoittaa tissa 10 pdivian jaksoa, joka alkaa siitd
piivisti, jolloin biologisen hajoamistason todettiin ensimmaiistd kertaa ylittavin 10 %),

— testiolosuhteissa liukenemattomien aineiden dispersiomenetelma,

— tiedot testattavien organismien hankintapaikasta ja kasittelystd ennen ymppaimisti,

— testausajan kuluessa kirjattu lampotilavili on mainittava,

— jos kohdassa 1.6.3 (inokulaatti) ehdotettu mairitys on tehty, ilmoitetaan mikro-organismien
luku millilitraa kohden (pesikkeiti muodostavat yksikét, colony forming units (CFU), millilitraa

kohden).

— nidyttd testin hyviksyttivyydestd (kontrolliaineella <60 % hajoaminen 28 piivin kuluessa).

3.2 Tulosten tulkinta .
Testin tiukoista vaatimuksista johtuen alhainen tulos ei vilttamattd tarkoita, ettd testattava yhdiste ei
ole ympiristdolosuhteissa biologisesti hajoava, mutta se osoittaa, ettd timin seikan varmistamiseksi
tarvitaan lisitutkimuksia.

Testattavia kemikaaleja, jotka tissi testissd antavat korkean hajoamistuloksen, pidetddn biologisesti
helposti hajoavina edellyttden, ettd timd taso on saavutettu 10 paivdn aikaikkunan puitteissa
daskettuna siitd paivistd, jolloin biologinen hajoamistaso ensi kertaa ylitti 10 %.

4 LAHDELUETTELO .,
1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 301B, Decision of the Council C (81) 30, Final.
2) Gerike, P., Fischer, W.K., A correlation study of biodegrability determinations with various
chemicals in various tests, Ecotoxicology and Environmental Safety, Vol. 3, N: 2, 1979, s.
159 - 173.
3) Gerike, P., Fischer, W.K., A correlation study of biodegrability determinations with various
chemicals in various tests II. Additional results and conclusions, Ecotoxicology and Environmen-

tal Safety, Vol. 5, N: 1, 1981, s. 45 - 55.

4) Larson, R.J., Estimation of biodegradation potential of xenobiotic organic chemicals, Applied
and Environmental Microbiology, Vol. 38, 1979, s. 1153 - 1161.
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Lisdys 1

Kaavake modifioitua Sturm-testii varten

Testin alkamispdivd ....... ... . R RERTREE
Testattava/kontrolliaine . ... ... e
Teoreettinen teStAUSPILOISULS . .« v o v vt v et ettt et et e et s et e e a s eaeennenaenenneenn
Hillanalyysh ..ottt e e e e e e e
Teoreettinen ThC O, .ottt e e et ettt et ettt ettt et et ettt

Lampotilavili kokeen aikana . ... ...ttt i e e e

CO;-tuotanto:

CO; todettu

Paivia (mg)

CO;, kumulatiivinen
(mg)

% ThCO;:sta

28

HyvakSyttavYYS .« .ttt e

— kontrolliaineen biologinen hajoamisprosentti ...........c..oviiiriiiiriernineeinnnnennn.

— nollapullossa kehittynyt CO»:n kokonaismaira
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C. 6. HAJOAMINEN
BIOLOGINEN HAJOAMINEN: SULJETTU PULLOTESTI

1 MENETELMA

1.1 Johdanto

Menetelmin tarkoituksena on mitata orgaanisten yhdisteiden biologista hajoamista aerobisessa
vesielatusaineessa testattavalla pitoisuudella 2—10 mg/l testattavaa ainetta (2 on standardipitoi-
suus).

Tamainhetkisen kehityksen valossa tima testi on erityisen sopiva vesiliukoisten yhdisteiden biologisen
hajoamisen arviointiin. Silli voidaan ainakin periaatteessa testata myos haihtuvia ja huonosti
liukenevia yhdisteita.

Testattavan aineen empiirinen kaava on tiedettdvi, jotta teoreettinen hapen tarve (theoretical oxygen
demand, THOD) voidaan laskea. Jollei siti tiedetd, testattavan aineen kemiallista hapen tarvetta
(chemical oxygen demand, COD) voidaan kiyttdi vertailuarvona (katso lisdys 1).

Menetelmi soveltuu ainoastaan sellaisten orgaanisten aineiden testaukseen, jotka kokeessa kaytetyn
pitoisuuden osalta eivit inhiboi bakteeritoimintaa. Jos testattava aine ei liukene testipitoisuutena, voi
olla tarpeen turvautua erityistoimenpiteisiin kuten ultraianidispersioon, jotta testattava aine saadaan
hajoamaan kunnolla.

Testattavan aineen piikomponenttien suhteellisia osuuksia koskevat tiedot auttavat tulosten tulkin-
nassa varsinkin niissa tapauksissa, joissa tulokset ovat alhaisia.

Tiedot kemikaalin toksisuudesta mikro-organismeille ovat hyodyksi alhaisten tulosten tulkinnassa ja
sopivien testipitoisuuksien valinnassa.

Tatd menetelmia voidaan kidyttda BOD-maarityksiin.

1.2 Maiiritelmit ja yksikot

Biokemiallinen hapen tarve (biochemical oxygen demand, BOD) lasketaan nollakokeessa ja testatta-
van aineliuoksen koeolosuhteissa syntyneen happikadon erona. Aineen pitoisuudella jaettuna (W/w)
hapen nettokato saadaan milligrammoina BOD:ti ainemilligrammaa kohden.

Hajoaminen maidritetadn biokemiallisen hapen tarpeen suhteena joko teoreettiseen hapen tarpeeseen
(ThOD) tai kemialliseen hapen tarpeeseen (COD) ja ilmoitetaan prosentteina.

Huomautus .

Joskus nidmi kaksi laskutapaa (prosentti ThOD:sti tai prosentti COD:sti) eivit anna samoja

tuloksia.
O,/mg testatt: inett
biol.hajoamis-% (ThOD:std) = mg Y2me ;;(a)];waa anetta 100
tai
O»/mg testatt i
biol.hajoamis-% (COD:std) = ——g 2218 [estatiavaa ametia_ -
mg COD/mg testattavaa ainetta
jossa

ThOD = teoreettinen hapen tarve (laskemistapa lisiyksessd 1)

COD = kemiallinen hapen tarve, miiritetain kokeellisesti.
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1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

Vertailuaineet

Sopivien kontrollikemikaalien kidytté inokulaatin tehokkuuden tarkastimiseksi on suositeltavaa.

Esimerkiksi aniliinia, natriumasetaattia tai natriumbentsoaattia voidaan kayttaa tihian tarkoitukseen,
ja niiden tulee osoittaa = 60 % hajoamistulos 28 piivdan kuluessa. Muussa tapauksessa testi on
mititdn, ja se tiytyy uusia kdyttamilld toisesta lihteestd saatua inokulaattia.

Testin periaate

Tietty maira yhdistettd liuotetaan epdorgaaniseen aineeseen (mineraaliravinneliuos), ja tavanomaisin
pitoisuus on 2 mg testattavaa ainetta litrassa. Liuokseen ympitddn pieni mddrd eri kantoja olevia
mikro-organismeja, ja sitd siilytetddn suljetuissa pulloissa pimedssi 20—21 °C:n vakiolimpétilassa
hauteessa tai lamposuojuksessa.

Hajoamista seurataan happianalyysein 28 piivian kuluessa. Menetelmi tarkistetaan kiyttimalld
inokulaatin kontrolliainetta. Hapen nollakoe, jossa ei kdytetd testattavaa eikd kontrolliainetta, on
tehtdvi samanaikaisella testilld.

Testattavasta aineesta voidaan samanaikaisesti tarkistaa inokulaatin inhibitiovaikutukset.

Laatukriteerit

Testin toistettavuus on todettu OECD:n ja EEC:n rengasreaktioiden avulla.

Testin kuvaus

Reagenssit

Tislattu tai ionisoimaton vesi

Tislattua tai ionisoimatonta vettd, joka sisiltiid korkeintaan 0,01 mg Cu/l, ilmalla kylldstettya.
Piivittdin tarvittava miiri (esim. 50 1) pidetiin huoneenlimméssi mahdollisimman lihelld 20 °C:n
lampotilaa, ja sitd ilmastetaan voimakkaasti 20 minuutin ajan puhtaalla paineilmalla. Vesi on yleensd

kiyttovalmista oltuaan 20 °Cin limmossda 20 tuntia. Happi maiiritetidn kontrollitarkoituksiin. °

Pitoisuuden 20 °C:n lampétilassa tulisi olla 9,09 mg Oj:a litraa kohden. Kaikki ilmalla kyllastetyn
veden siirto- ja tdyttotoimenpiteet on suoritettava lapolla synnyttamittd kuplia.

Ravinneliuos

a) Varastoliuos

KH,PO, (kaliumdivetyfosfaatti): : 8,50 g
K,HPO4 (dikaliumvetyfosfaatti): 21,75 g
Na,HPO, 2H,0 (dinatriumvetyfosfaattidihydraatti): 33,30 g
NH,Cl (ammoniumkloridi): 1,70 g

Liuotetaan tislattuun veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesiliuos.

pH-arvon tulisi olla 7,2.

MgSO4 7H,0 (magnesiumsulfaattiheptahydraatti): 22,50 g
Liuotetaan tislattuun veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesiliuos.
CaCl, (kalsiumkloridi): 27,50 g
Liuotetaan tislattuun veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesiliuos.
FeCl; 6H,;O (rauta — (III) — kloridiheksahydraatti): 0,25 g

Liuotetaan tislattuun veteen ja valmistetaan 1 000 mln vesiliuos.
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b) Testin elatusaine
Elatusaine sisiltid vesilitraa (1.6.1.1) kohden 1 ml kutakin ylldolevaa varastoliuosta.

pH-arvon tulisi olla 7,2 + 0,2.

1.6.1.3 Kontrolliaineet

Aniliini (vastatislattu), natriumasetaatti, natriumbentsoaatti

1.6.2 Laitteet

1.6.2.1 Voidaan kayttdd kalibroituja lasitulpalla varustettuja 250—300 ml:n BOD-pulloja tai kalibroimatto-
mia kapeakaulaisia lasitulpalla varustettuja 250 ml:n pulloja, joiden tilavuus on mitattava.

1.6.2.2 Useita litra-asteikolla varustettuja 2-, 3- ja 5-litran pulloja kaytettiaviksi kokeen valmistelussa ja
BOD-pulloja tdytettdessi.

1.6.2.3 1—10 mln pipettejd, suppiloita ja karkeata suodatinpaperia. Pulloja inokulaattin valmistusta
varten.

1.6.2.4 Vesihaude pullojen pitamiseksi vakiolampgtilassa ilman valoa.

1.6.3 Inokulaatin valmistus

Kaikista edempini luetelluista neljastd lahteestd saatua inokulaattia voidaan kayttdi edellyttien, ettd
sen elinvoimaisuus tarkistetaan kontrolliaineella (1.6.1.3).

1.6.3.1 Maaperdstd tehty inokulaatti

Lannoittamattomasta puutarhamullasta veteen tehty suspensio. 100 g puutarhamultaa, jota ei
askettdin ole lannoitettu (koko vuoden vakaassa limpétilassa olevasta kasvihuoneesta otettu multa
on erityisen sopivaa) hajotetaan litraan klooritonta vesijohtovetti. Puolen tunnin kuluttua seos
suodatetaan karkean suodatinpaperin lipi, ja ensimmaiset 200 ml suodosta heitetiin pois. Seuraava
suodoksen paddosa toimii inokulaattina (yksi tippa suippokarkisesta pipetistd lopullisen ainemdirin
kutakin litraa kohden). Inokulaatti valmistetaan juuri ennen testid. Se on ilmastettava, mikali sitd
sdilytetdan useita tunteja. Bakteerien mairid voidaan maarittda maljalla tai ravinnealustoilla. Lopulli-
sessa ainemiirissi tulisi olla korkeintaan 10°—10° bakteeria millilitraa kohden.

1.6.3.2 Esiselkeytetystd jatevedestd tehty inokulaatti
&

Inokulaatin valmistukseen tulisi kayttaa jilkiselkeytyspuhdistamon (aktiivilietepuhdistamon tai biolo-
gista, padasiassa kotitalousjdtevetta kisittelevan suodattamon) jitevetti. Se on pidettdvi aerobisissa
olosuhteissa niytteenoton ja kidyton vilisen ajan. Inokulaatin valmistamiseksi ndyte suodatetaan
karkean suodatinpaperin ldvitse, ja ensimmaiset 200 ml heitetddn pois. Suodos pidetadn aerobisena,
kunnes se kadytetddn. Inokulaatti on kaytettdvd hankintapiivini.

1.6.3.3 Laboratoriossa aktivoidusta lietteestd tehty inokulaatti

Voimakkaasti ilmastetusta laboratoriossa aktivoidusta liete-erdstd saadusta jitevedesti valmistetaan
inokulaatti kohdassa 1.6.3.2 selostetulla tavalla.
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1.6.3.4 Yhdistetty inokulaatti

Yhta suuri osa kutakin kolmea inokulaattindytettd (1.6.3.1—1.6.3.3) sekoitetaan huolellisesti, ja
lopullinen inokulaatti otetaan tistd seoksesta.

1.6.4 Testin suorittaminen
Kaikki inkubaatiota edeltdvit toimenpiteet on tehtivd noin 20 °C:n lampoétilassa.

Pullosarjat (1.6.2.1) tehddin valmiiksi samanaikaisissa kokeissa suoritettavia testattavien ja kontrol-
liaineiden BOD-madrityksia varten (katso lisdys 2). Mikili kemialliset analyysit tehddin samanaikai-
sesti, tarvittava miird pulloja — my6s inokulaatin kontrollia ja nollakoetta varten — on varattava,
esimerkiksi joko seitsemin tai 15 rinnakkaista pulloa yhtd testimateriaalia kohden 0, 5, 15 ja 28
pdivin testeihin, sen jilkeen kun riittdvd maird vettd on valmistettu suurissa pulloissa (1.6.2.2).

Niihin suuriin pulloihin johdetaan lapolla tislattua vettd (1.6.1.1) noin yksi kolmannes niiden
tilavuudesta. Sitten niihin pipetoidaan yksittiiset suolavarastoliuokset (1.6.1.2) suhteutettuina lopul-
liseen nestemddrdin sekd niin paljon testattavaa tai kontrolliainetta, ettd lopulliseksi pitoisuudeksi
tulee 2 ja joskus 5 tai 10 mg litraa kohden.

Koska litrassa 20-asteista laimennusvettd on liuennutta happea noin 9 mg, se rajoittaa testattavan
aineen alkupitoisuuden noin 2 mg:aan litraa kohden, jotta substraatin oksidaation jilkeinen
happipitoisuus pysyy merkitsevana.

Testattaessa huonosti liukenevia aineita ja aineita, joilla on alhainen ThOD, testit kannattaa
suorittaa rinnakkain suuremmilla pitoisuuksilla.

Sen jilkeen liuoksiin pipetoidaan inokulaattia yksi tippa lopullisen ainemairin kutakin litraa
kohden. Nollakokeen suhteen menetellidn samoin.

Lopuksi livosta lisitddn pullon pohjaan asti ulottuvalla lapolla, kunnes lopullinen miira on
saavutettu. Niin menetellen liuos sekoittuu riittavisti. Vilittomasti timin jilkeen vastaava pullosarja
tdytetddn valmistetulla liuoksella, jota otetaan lapolla pullon alaosasta (ei pohjalta).

Nollakontrollit analysoidaan tai sdilotddn myohempdd analyysid varten (O,-midritys saostamalla
MnCly:n (mangaani — (II) — kloridin) ja NaOH:n (natriumhydroksidin) kanssa.

Loput rinnakkaissarjat asetetaan 20-asteiseen vesihauteeseen, pidetddn pimedssi ja otetaan hauteesta
analysoitavaksi viiden, 15 ja 28 pdivin kuluttua.

Jokaista sarjaa kohden tehddidn tdydellinen rinnakkaissarja, jolla miiritetddn nollakoe, happikato
ilman inokulaattia ja kontrolliaine.

Inhibitiotesti:
Suljetulla pullotestilld voidaan aineiden inhibitiovaikutuksia testata helposti ja yksinkertaisesti.

Sarja 1: 2 mg/l helposti hajoavaa yhdistettd, esimerkiksi etyleenioksidilla kondensoitua rasva-
alkoholia 1:10 molekyylisuhteessa tai jotakin kontrollikemikaalia.

Sarja 2: x mg litraa kohden testattavaa materiaalia (x on yleensi 2).

Sarja 3: 2 mg litraa kohden helposti hajoavia yhdisteitd seki x mg litraa kohden testattavaa
materiaalia.

Jos sarjan 3 BOD-arvot ovat pienemmat kuin sarjan 1 ja 2 yhteensi, testattavan materiaalin kyseessi
olevalla pitoisuudella voidaan katsoa olevan bakteereja inhiboiva vaikutus. Tami kontrollitesti on
aina tehtdvid, jos negatiivinen tai huono hajoamistulos nidyttdd testattavan materiaalin rakenteen
perusteella epdjohdonmukaiselta eli jos on syyti olettaa, ettid tulos johtuu inhibitiosta.

1.6.5 Liuenneen hapen middritys

Liuennut happi mdéaritetdan kansainvilisesti tai kansallisesti hyviksytyn standardin mukaisella
kemiallisella tai elektrokemiallisella menetelmalla.
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2 TULOKSET JA NIIDEN ARVIOINTI
Analyyttiset tulokset merkitdin liitteend olevalle kaavakkeelle (katso lisdys 3).

Hajoamistestin kulkua seurataan graafisesti kdyran avulla liitteend olevan esimerkin mukaisesti
(katso lisdys 4).

Hajoamistestin tulokset voidaan hyviksyi, mikali ne tiayttivit seuraavat ehdot:

— Samassa testisarjassa kontrolliaineisto antaa = 60-prosenttisen biologisen hajoamistuloksen 28
piivdn kuluessa. Ellei ndin kdy, koko sarja tdytyy hylata.

— Ymppiimittomassd pullossa happikato on korkeintaan 0,3 mg — O/1 viiden pdivdn kuluttua ja
vastaavasti 0,4 mg O/l 28 pdivian kuluttua; inokulaattia sisiltivissi nollakokeessa korkeintaan
0,5 mg O/l viiden piivin kuluttua ja 0,6 mg Oy/1 15 ja 28 pdivian kuluttua. -

3 RAPORTOINTI
3.1 Tutkimusseloste

Tutkimusselosteen tulee, mikili mahdollista, sisiltda:

— tiedot, jotka raportoidaan kaavakkeessa esitetylld tavalla (katso lisdys 3),

— hajoamistestin kulku esitetynd graafisesti kdyrin muodossa, josta nikyy viivevaihe, hajoamis-
vaihe, kaltevuus ja aikaikkuna (”aikaikkuna” tarkoittaa tidssd 10 pdivin jaksoa, joka alkaa siitd
pdivisti, jolloin biologisen hajoamistason todettiin ensimmadistd kertaa ylittivan 10 %),

— COD-maiaritysmenetelma,

— hapen mittausmenetelma,

— testiolosuhteissa huonosti hajoavien aineiden dispersiomenetelma,

— ndytto testin hyviksyttavyydesta.

3.2 Tulosten tulkinta
Typpeid sisdltivien yhdisteiden mahdollinen vaikutus tuloksiin on otettava huomioon.

Testin tiukoista vaatimuksista johtuen alhainen tulos ei vilttimatta tarkoita, ettd testattava yhdiste ei
ole ympiristolosuhteissa biologisesti hajoava, mutta se osoittaa, ettd timin seikan varmistamiseksi
tarvitaan lisdtutkimuksia.

Testattavia kemikaaleja, jotka tissa testissd yhteyttavit hyvin happea, pidetddn biologisesti helposti
hajoavina edellyttien, ettd timi taso on saavutettu 10 piivin aikaikkunan puitteissa laskettuna siitd
paivista, jolloin biologinen hajoamistaso ensi kertaa ylitti 10 %.
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Lisdys 1
Teoreettisen biokemiallisen hapen tarpeen laskeminen

Aineen nimeltd C:HyClyNyNa,,O.P,S;, jonka molekyylipaino on MW, ThOD lasketaan seuraavasti:

1 1
16 [2c+z(h-—cl—3n)+3s+:2§—p+5na—o]
ThODyss, =

MW

Tamai laskelma merkitsee, ettd C mineralisoituu COj:ksi, H H;O:ksi, P P,Os:ksi ja Na Na,O:ksi.
Halogeeni eliminoituu vetyhalidiksi ja typpi ammoniakiksi.

Esimerkki:

Glukoosi C¢H1,06, MW = 180.

16 (2x6 1 12-6
ThOD ( T )

i

™ = 1,07 mg Os/mg glukoosia.

Muiden kuin alkalimetallien suolojen molekyylipainot lasketaan olettaen, etti suolat on hydroly-
soitu.

Rikin hapetusasteen oletetaan olevan +6.
Esimerkki:
Natrium-n-alkyylibentseenisulfonaatti C,3H,9SO3Na, MW = 348.
29 1
16 (36+7+3+§-3)

ThOD = = 2,34 mg O,/mg ainetta.
348

Typped sisiltdvistd aineista typpi voidaan eliminoida ammoniakkina, nitriittind tai nitraattina
erilaisen teoreettisen biokemiallisen hapen tarpeen mukaan.

1 3 1
16 [2c+§(h—cl)f3s+—n+§-p+—na—o]

2 2 2
ThOD =
NO» NW
1 5 1
16 [2c+5(h—cl)+3s+zn+%p+5na—o]
ThODyo, =

MW

Oletetaan, ettd analyysilli oli todettu tdydellinen nitraatin muodostuminen sekundaarisen amiinin
ollessa kyseessa:

(Ci2Hzs5):NH, MW: 353

51 S
16 (48 » 5o —)
ThODyo, = — 5 = 3,44 mg Oy/mg ainetta.
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Lisdys 3

Biologinen hajoaminen: suljettu pullotesti (kaavake)

TEStaAVA JaI00S .+ vt ottt ettt e e e e e e e e
Tutkimuksen JORtaja . ... oottt e e e e
Kokeen aloituspdivAmaard . ......oviutiittii i i i e e Koen:o......
Testalttava BITIE ottt it e e e e e e e et
Kemiallinen rakenne . ... ... e
Analyysi (Winklerin menetelma tai happielektrodi) ........ ... ... .. . i
Testattavan aineen ThOD tai COD ..........oviiiiiiiiiniiiieennnn... mg Oy/milligramma
Laimennusveden lampétila ilmastamisen jalkeen ........ ... ... i i

Veden O;-pitoisuus ilmastuksen ja seisotuksen jdlkeen ennen testin-alkua ....mg O, litraa kohden

670 D1 ¥ o

Testin tulokset

Di=........ BOD ilmaistuna ThOD-prosenttina 28 pdivian kuluttua tai
Di=........ BOD ilmaistuna COD-prosenttina 28 pdivin kuluttua.

Tuloksen vabvistus

Kontrollikemikaali ... ... .. i e
Tulos ........ BOD ilmaistuna ThOD-prosenttina 28 piivin kuluttua

Kokeen VIIEMUITIEIO ...\ttt ittt ittt ettt
Huomautuksia:
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TS aUS AIEOS v vttt ettt it et et e e e e e e

Testimateriaall . . oottt it it e e e e

A: Oy-maddritykset

-mg Oyl x pdivin kuluttua
Pullo n:o
0 S 15 28
Mineraaliravinnelivos ilman 3 — — —
testattavaa aipetta ja ilman | O,-kontrolli
inokulaattia o — — —
. Ci+C
Keskiarvo m, = ——
2
Mineraaliravinneliuos ilman 1 C3
testattavaa ainetta mutta
inokulaatin kanssa 2 Ca
Nollakoe- C3+ C4
. mp = ——
keskiarvo 2
Mineraaliravinneliuos testat- 1 a;
tavan aineen ja inokulaatin
kanssa 2 a
Testiaine- m oo ata
keskiarvo tT g

B: Oj-poistumat (mg BOD/l) x paivin kuluttua

BODX = (mn - mhx) - me = mrx(*)
mg BOD/I x pidivan kuluttua

N 15 28
(*) Tdmi ero on tdrked kokeen hyviksyttdvyyden varmistamiseksi
C: Tulosten arviointi
mg BOD,/I mg BOD,/1

D = 100 tai % BOD,/COD = 100

mgaine/l + THOD ’ mg,ine/l -+ COD ’

x piivan kuluttua

5 15 28

% BOD/ThOD

% BOD,/COD
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1.1

1.2

1.3

C. 7. HAJOAMINEN
BIOLOGINEN HAJOAMINEN: MODIFIOITU MITI-TESTI
MENETELMA

Johdanto

Menetelmin tarkoituksena on mitata orgaanisten yhdisteiden biologista hajoamista aerobisessa
vesielatusaineessa respirometrilld, joka antaa lukemia biokemiallisesta hapen tarpeesta.

Testattavan aineen empiirinen kaava on tiedettivi, jotta teoreettinen hapen tarve (theoretical oxygen
demand, THOD) voidaan laskea. Muussa tapauksessa voidaan kiyttda COD-arvoa.

Menetelmi soveltuu ainoastaan sellaisten orgaanisten aineiden testaukseen, jotka kokeessa kiytetyn
pitoisuuden osalta tayttivit seuraavat edellytykset:

— joilla on mitdtén hoyrynpaine,
— jotka eivit inhiboi bakteeritoimintaa,

— jotka eivit reagoi CO,-absorboimisaineen kanssa.

Jos testattava aine ei liukene testipitoisuutena, voi olla tarpeen turvautua erityistoimenpiteisiin kuten
ultradinidispersioon, jotta testattava aine saadaan hajoamaan kunnolla.

Tiedot kemikaalin toksisuudesta mikro-organismeille ovat hyodyksi alhaisten tulosten tulkinnassa ja
sopivien testipitoisuuksien valinnassa.

Testattavan aineen paakomponenttien suhteellisia osuuksia koskevat tiedot auttavat tulosten tulkin-
nassa.

Miiritelmit ja yksikot

BOD - B

rosentuaalinen hajoaminen = ———— ——— x 100 %
P ’ ThOD (tai COD) <" 7°
tai
. Sb - Sa
prosentuaalinen hajoaminen = 5 100 %
jossa:
BOD = testattavan yhdisteen (kokeellinen) biokemiallinen hapen tarve (milligrammoina) mitat-
tuna BOD-kayrast,
B = ympidtyn peruselatusaineen hapen kulutus (kokeellinen) (milligrammoina) mitattuna
BOD-kayrasta,
ThOD = teoreettinen hapen tarve, kun testattava yhdiste on tdydellisesti hapettunut (teoreettinen)
(milligrammoina),
Sa = testattavan yhdisteen jiljelld oleva maird hajoamistestin paityttyd (kokeellinen) (milli-
grammoina),
Sb = testattavan yhdisteen jiljelld oleva miiri nollakokeessa, jossa veteen on lisitty ainoas-
taan testattavaa yhdistettd (kokeellinen) (milligrammoina). ‘
Vertailuaineet

Sopivien kontrollikemikaalien kaytté inokulaatin tehokkuuden tarkistamiseksi on suositeltavaa.
Esimerkiksi aniliinia, natriumasetaattia tai natriumbentsoaattia voidaan kiyttaa tihin tarkoitukseen.
Jos aniliinin hapen kulutuksesta laskettu hajoaminen on korkeintaan 40 % seitsemin paivin ja 65 %
14 piivin kuluttua, testi on mitdton. Testid ei liioin hyviksytd, mikali Sb:td jai jiljelle suhteellisen
vahan.
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1.4 Testin periaate

Testattavat kemikaalit. ovat ainoa orgaanisen hapen lihde, eivitkd mikro-organismit ole ennalta
sopeutuneet testattaviin kemikaaleihin.

Testissd kdytetdin automaattista suljetun systeemin hapen kulutuksen mittauslaitetta (BOD-mittaria).
Testattaviin kemikaaleihin ympitddn mikro-organismeja testausastioissa. Testin aikana biokemialli-
sen hapen tarvetta mitataan BOD-mittarilla jatkuvasti. BOD-arvon perusteella lasketaan biologinen
hajoaminen, ja lisidksi tehddin tdydentivid kemiallisia analyyseja, kuten liuenneen orgaanisen
happipitoisuuden mittaus, jaljelle jadvien kemikaalien pitoisuus jne.

1.5 Laatukriteerit

1.5.1 Toistettavuus

Yleensd hyvi ja erityisen hyvi sellaisia kemikaaleja testattaessa, joiden vesiliukoisuus on yli 0,1 g/l.

1.5.2 Herkkyys

A) Hapen kulutus: toteamisraja = 1 mg (mikro-organismien hapen kulutus).

B) Kemiallinen analyysi: riippuu analyysimenetelmien herkkyydesta.

1.5.3 Spesifisyys

Sopii kaikille kemikaaleille, joiden (Clyesi/(C)ima < 1. Haihtuvia kemikaaleja testattaessa on kiytet-
tivd “muunneltua BOD-mittaria”, jossa normaaliin BOD-mittariin on lisdtty kapillaariputki (katso

lisays 1).
1.6 Testin kuvaus
1.6.1 Reagenssit
1.6.1.1 Tislattu vesi saa sisdltdd korkeintaan 10 % testattavan aineen tuomaa hiilti.
1.6.1.2 Perusravinneliuos

Kutakin 3 ml:aa kohden liuosta A, liuosta B, liuosta C ja liuosta D lisitdin vettd niin paljon, ettd
saadaan 1 000 ml liuosta (kdytetddn ainoastaan ionisoimatonta vettd).

A) K HPO;, (dikaliumvetyfosfaatti): 21,75 g
KH,PO, (kaliumdivetyfosfaatti): 8,50 g
Na;HPO,412H,0 (dinatriumvetyfosfaattidodekahydraatti): 44,60 g
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1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

NH,C! (ammoniumkloridi): 1,70 g
Liuotetaan veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesilivos (1.6.1.1).
-arvon tulisi olla 7,2.

B) MgSO47H,0 (magnesiumsulfaattiheptahydraatti): ‘ 22,50 g
Liuotetaan veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesiliuos (1.6.1.1).

C) aCl, (kalsiumkloridi): 27,50 g
Liuotetaan veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesiliuos (1.6.1.1).

D) FeCl3:6H,0 (rauta-(Ill)-kloridiheksahydraatti):0,25 g
Linotetaan veteen ja valmistetaan 1 000 ml:n vesiliuos (1.6.1.1).

Laitteet
BOD-mittari ja kuusi pulloa (kukin 300 ml)

Pullot 1 ja 2:

ionisoimatonta vettd 300 ml + testattavaa kemikaalia 30 mg.

Pullot 3 ja 4:

perusravinneliuosta 300 ml + aktiivilietettd 9 mg (kuiva-aine) + testattavaa kemikaalia 30 mg.

Pullo 5:

perusravinnelivosta 300 ml + aktiivilietettd 9 mg (kuiva-aine) + aniliinia tai muuta kontrolliainetta
30 mg.

Pullo 6:

perusravinnelivosta 300 ml + aktiivilietettd 9 mg (kuiva-aine).

Inokulaatin valmistus

Aktiiviliete

Lietteen niytteenottopaikat: lietendytteitd otetaan periaatteessa ainakin 10:sti eri puolilla maata

olevasta paikasta, pdiasiallisesti sellaisilta alueilta, joilla voidaan olettaa erilaisia kemiallisia aineita
kaytettdvin ja heitettdvdn pois.

Japanin kemiallinen biotestauskeskus (Japanese Chemical Biotesting Centre) esimerkiksi hankkii ja
sekoittaa standardiaktiivilietteen seuraavista paikoista:

— kaupungin jitevedenpuhdistamo: kolme puhdistamoa, jotka sijaitsevat Japanin pohjois-, keski- ja
eteldosassa,

— teollisuuden jitevedenpuhdistamo: yksi puhdistamo, jossa kisitelliin kemianteollisuuden jiteve-
sid,

— joki: kolme jokea, jotka sijaitsevat Japanin pohjois-, keski- ja eteliosassa,
— jdrvi: yksi Japanin keskiosassa sijaitseva jarvi,

— meri: kaksi Japanin sisimerta.

Lietendytteiden ottotaajuus: lietendytteitd tulisi periaatteessa ottaa neljasti vuodessa (maaliskuussa,
kesdkuussa, syyskuussa ja joulukuussa).

Naytteenottotapa:
— kaupungin jitevedet: litra kierritettya lietettd jitevedenpuhdistamolta,

— joet, jdrvet ja suot tai meri: litra pintaverttd ja litra ilman kanssa kosketuksissa olevaa pintamaata
rannalta,
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Valmistus:

Eri paikoista kootut lietendytteet yhdistetidn yhteen astiaan, jota sekoitetaan. Seoksen annetaan
asettua. Kelluvat aineosat poistetaan, ja supernatantti suodatetaan no 2 suodatinpaperilla. Suodoksen
pH:ksi sdddetddn 7,0 + 1,0 natriumhydroksidilla tai fosforihapolla, ja se siirretdan viljelytankkiin ja
ilmastetaan.

Viljely:

Puolisen tuntia ilmastuksen jilkeen noin kolmannes supernatantista poistetaan. Sama maird 0,1-
prosenttista synteettistd jitevettd lisatddn jaljelld olevaan osaan supernatanttia, ja seos ilmastetaan
uudelleen (0,1 prosenttinen synteettinen jitevesi: 1 g glukoosia, 1 g peptonia ja 1 g monokaliumfos-
faattia livotetaan litraan vettd ja pH:ksi sdddetdan 7,0 £ 1,0 natriumhydroksidilla). Timi menettely
toistetaan kerran pdivissi. Viljely suoritetaan 25 * 2 °C:n limpétilassa.

Valvonta:

Viljelyn valvontatoimenpiteini tarkistetaan seuraavat seikat, ja sditotoimenpiteet suoritetaan tarvitta-
essa:

— Supernatantin ulkoniko: aktiivilietteen supernatantin tulee olla kirkasta.

— Aktiivilietteen laskeutumisominaisuudet: suuria hahtuvia sisiltivilli aktiivilietteelldi on oltava
hyvit laskeutumisominaisuudet.

— Aktiivilietteen muodostumisaste: mikili hahtuvien kasvua ei todeta, on joko lisittiva 0,1-
prosenttisen synteettisen jateveden mairda tal annostuskertoja.

-~ Supernatantin pH on 7,0 = 1,0.
— Lampotila: aktiivilietteen viljelylampétila on 25 £ 2 °C.

— Ilmastuksen méiri: kun aktiivilietteen supernatanttia korvataan synteettiselld jatevedelld, viljely-
tankissa olevaa suspensiota on ilmastettava, jotta liuenneen hapen pitoisuus liuoksessa pysyy yli
5 mg:na litraa kohden.

— Aktiivilietteen mikroflora: kun aktiivilietettd tarkastellaan mikroskoopilla (100-400-kertaisella
suurennoksella), eri lajien alkueldimii sekd sameita hahtuvia on oltava nikyvissi.

— Tuoreen ja vanhan aktiivilietteen sekoittaminen: tuoreen ja vanhan aktiivilietteen pitdmiseksi
yhtd aktiivisina testissd kdytettdvin aktiivilietteen supernatantin suodosta sekoitetaan samaan
‘mddriian vastahankittua aktiivilietteen supernatantin suodosta, ja seos viljelldan.

— Aktiivilietteen aktiiviteetin tarkistus: aktiivilietteen aktiviteetti tarkistetaan standardiaineilla maa-
ridajoin, vihintidn kerran kolmessa kuukaudessa, kiyttden alla selostettua testausmenetelmii.
Varsinkin tuoreen ja vanhan aktiivilietteen seoksista on huolellisesti tarkistettava vanhan
aktiivilietteen toiminta.
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1.6.4

1.6.5

1.6.5.1

1.6.5.2

Esimerkki aktiivilietendytteiden valmistuksesta ja kdyttoajasta:

Joulukuu | Tammikuu Helmikuu
Viljely \ Kayttoaika
Maaliskuu l Huhtikuu Toukokuu
Sekoitus, viljely ‘ Kayttoaika
Kesidkuu | Heindkuu Elokuu
Sekoitus, viljely \ Kiyttoaika
Syyskuu | Lokakuu Marraskuu
Sekoitus, viljely ‘ Kayttdaika

(Sama valmistus- ja kidyttokaavio jatkuu).

Testattavan kemikaalin esikdsittely

Jos testattava yhdiste ei liukene veteen testipitoisuutena, se on jauhettava mahdollisimman

hienoksi.

Testattavan aineen lisiys ja testin valmistelu

Seuraavat testausastiat (katso kohtaa 1.6.2) ovat tarpeen, ja ne siddetdin testauslimpétilaan:

1) Kaksi vettd sisiltivdd testausastiaa, joihin lisitdan 100 mg/l testattavaa yhdistettd (astiat 1 ja

2).

2) Kaksi perusravinneliuosta sisiltavii testausastiaa, joihin lisitian 100 mg/l testattavaa yhdisterti;
tamin seoksen pH:ksi sdddetddn 7 ennen kuin sithen ympitian aktiivilietettd (astiat 3 ja 4).

3) Yksi perusravinnelivosta sisdltdvd testausastia, johon lisdtddan 100 mg/l aniliinia tai jotakin

muuta kontrolliainetta (astia 5).

4) Yksi pelkidstdan perusravinnelivosta sisdltivi testausastia nollakoekontrollia varten (astia 6).

Inokulointi aktiivilietteelld

Inokulaattia lisitddn astioihin 3, 4, § ja 6 siten, ettd esimerkiksi Japanin teollisuusstandardien (3)

madrittelemd aineesta tehdyn seoksen pitoisuus on 30 mg/l.

Koeolosuhteet

Testattavien kemikaalien pitoisuus: 100 mg/l.
Aktiivilietteen pitoisuus: 30 mg/l.
Koelimpatila: 20-25 °C.

Aika: 28 pdivii.
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Testi tehdddn pimedssd. Joka pidivd tarkistetaan limpétila ja viljelytankin sisdllon virinmuutos ja
sekoitetaan voimakkaasti mekaanisella sekoittajalla.

1.6.6 Testin suorittaminen

BOD-kiyra kirjataan jatkuvana viivana 28 pdivin ajan (katso kuvaa). Kun 28 piivin koeaika on
lopussa, testausastioissa jiljelld olevien kemikaalien ja vilituotteiden pH ja pitoisuus miaritetdan.

Kuva

Aniliinin BOD-kiyri

60 |-
50 -
40 }-
B
£
)
3
2
230}
=]
=
=
o
o
<
T
20
10 |-
. 0 Biologinen hajoamisvaihe
Viivevaihe B
A 1 1 | 1 | i 1
0 1 2 3 4 N 6 7 8 9 (paivaa)
Aktiivilietetta sisiltdimattdmissd testausastiassa olevat testattavat kemikaalit analysoidaan niin ikdin,
jotta voidaan todeta, onko testausajan kuluessa testattavassa kemikaalissa tapahtunut muutoksia ja
onko sen méari pienentynyt haihtumisen tai testausastian reunoihin adsorboitumisen vuoksi jne.
1.6.7 . Analysointilaitteet

Mikali testattava yhdiste on vesiliukoinen, myos orgaanisen hiilen jaljelld oleva kokonaismiiri
maidritetddn testin paatyttyi.
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a) Kdiytettdessd kokonaishiilen analysointilaitetta:
Testausastiasta otetaan 10 ml testattavaa liuosta, ja sitd sentrifugoidaan 3 000 g viiden minuutin

ajan. Supernatantissa jiljelld oleva orgaanisen hiilen kokonaismiirid miiritetiin kokonaishiilen
analysointilaitteella.

b) Kaiytettiessd muita analysointilaitteita:
Testausastian koko sisdlté poistetaan testattavalle yhdisteelle sopivalla livottimella, ja asianmu-
kaisen esikisittelyn, esimerkiksi vikevoinnin, jalkeen testattavan yhdisteen jiljelld oleva miira
mdiritetidn analysointilaitteella (kaasukromatografilla, massaspektrometrilli, spektrofotome-
trilld jne.). ’
Kun testataan haihtuvia aineita, BOD-mittarin limposdidelty haude jadhdytetdan 10 °C:een ja

pidetddn tdssd lampotilassa vahintddn 30 minuuttia haihtumisen estimiseksi. Kohtien a ja b
analysoinnit aloitetaan timan jilkeen.

2 TULOKSET JA NIIDEN ARVIOINTI

2.1 Tulosten kasittely

Hapen kulutuksesta ja suorasta analyysistd laskettavan hajoamisprosentin mairitysmenetelmi selos-
tetaan kohdassa 1.2.

2.2 Tulosten arviointi

Teoreettinen hapen tarve voidaan laskea joko lisdyksessd 2 esitetylli tavalla tai kayttamalld
alkuperiistd MITI-menetelmai:

Alkuaine: Hapetettu muoto:
C CO,
H H,O
N NO;
S SO,
X (halogeeni) X

3. RAPORTOINTI

31 Tutkimusseloste

Tutkimusselosteen tulee, mikili mahdollista, sisdltda:

— testattavia kemikaaleja koskevat tiedot (nimi, rakennekaava, molekyylipaino, puhtaus, epapuh-
tauksien luonne, testattavan kemikaalin fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, testattavan kemikaa-
lin méairittelytiedot),

— koeolosuhteet,

— aktiiviliete: lietendytteiden ottopaikat ja pitoisuudet,

— testattava kemikaali: pitoisuus,

— koeajan pituus,

— koeldmpétila,

— analyysimenettely:
esikisittely,
laitteen analyyttiset ominaisuudet,

analyysin saanto,
vilituotteen identifiointi,
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— tulokset:

hajoamiskdyrit (inokulaatin tehon tarkistus + aineen kiyra)

BOD (mg)
B (mg)
Sa (mg)
Sb (mg)
ThOD (mg)

BOD:n avulla laskettu hajoamisprosentti, kemiallisella analyysilla saatu hajoamisprosentti,
testattavien kemikaalien analyyseissd kiytetyt kromatogrammit tai spektrit,

— ndytto testin hyvéksyttévyydésté (katso kohtaa 1.3).

3.2 Tulosten tulkinta
Typped sisaltavien yhdisteiden mahdollinen vaikutus tuloksiin on otettava huomioon.

Jos Sby:n saanto on noin 10 prosentin luokkaa tai sen alle, timi viittaa analyyttisiin ongelmiin tai
esimerkiksi hydrolyysiin. T4lloin on tulkintaan kiinnitettdva erityisti huomiota.

Testin tiukoista vaatimuksista johtuen alhainen tulos ei vilttamattd tarkoita, ettd testattava yhdiste ei
ole ympiristoolosuhteissa biologisesti hajoava, mutta se osoittaa, ettd timin seikan varmistamiseksi
tarvitaan lisdtutkimuksia.

Testattavia kemikaaleja, jotka tdssi testissd yhteyttdvit hyvin happea, pidetiin biologisesti helposti
hajoavina edellyttien, etti timd taso on saavutettu 10 piivin aikaikkunan puitteissa laskettuna siiti
pdivisti, jolloin biologinen hajoamistaso ensi kertaa ylitti 10 %.

4 LAHDELUETTELO
(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 301 C, Decision of the Council C (81) 30, Final.
(2) Biodegrability and bicaccumulation test of chemical substances (C-5/98/JAP), 1978.

(3) The chemical substance control law in Japan (Chemical Products Safety Division, Basic
Industries Bureau, MITI) (C-2/78/JAP), 1978.

(4) The biodegrability and bioaccumulation of new and existing chemical substances, 5,8 (C-
3/78/JAP), 1978.
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Lisdys 1

Suljetun systeemin hapenkulutuksen mittauslaitteen periaate

Mikro-organismien hapenkulutus voidaan maarittds elektrokemiallisella analyysimenetelmalld (esim.

coulometrialla).

Seuraavassa esitetiidn lohkokaavio: (Mpdxf\01dgssa BOD-mit-
tarissa varjostettu -putken
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Mittausyksikko x 6 ‘ Valvontayksikkd

Viljelypullossa (1) olevaa niytettd sekoitetaan magneettisekoittimella (2). Reaktion jatkuessa nestee-

seen liuennut happi kulutetaan. Viljelypullon ilmassa oleva happi (O,) liukenee nesteeseen, jolloin sen
sijaan muodostuu CO;:a.

Kun CO; absorboituu natronkalkkiin (3), ilmatilassa olevan hapen osapaine ja kokonaispaine
laskevat.

Elektrodimanometri (4) toteaa paineen laskun ja muuttaa sen sihkosignaaliksi, jonka vahvistin (5)
vahvistaa ja kayttdd relepiirid, joka kdyttid synkronimoottoria (8). Samanaikaisesti tuotetaan
vakiovirralla elektrolyyttistd happea elektrolyysipullossa (7) olevasta rikkihappokupariliuoksesta.

Titd happea syotetddn viljelypulloon, ja manometrilld todetaan paineen palautuminen, joka aiheuttaa
relepiirin irtikytkennén ja elektrolyytti- ja synkronimoottorin sammuttamisen.

Viljelypullon yldosassa siilytetiin vakaa hapen paine, ja viljelypullossa kulutetun hapen miiri on
suhteessa elektrolyyttiseen happeen. Koska timi elektrolyyttisen hapen miird on suhteessa elektro-
lyysiaikaan, elektrolyysivirta on vakio.

Synkronimoottorin (9) kierroskulma muunnetaan mV-signaaliksi moottoriin kytketylli potentio-
metrilld, jolloin valvontalaite (10) osoittaa kulutetun hapen masrin.

kadyntiaikamittari re isteréintilaxfteeseen
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Lisdys 2
Teoreettisen biokemiallisen hapen tarpeen laskeminen

Aineen nimeltd CHyClaNyNan,OoP,Ss, jonka molekyylipaino on MW, ThOD lasketaan seuraavasti:

1 S 1
16 [2c+§(h—cl—3n)+3s+§p+5na—o]
ThODny, =

MW

Timi laskelma” merkitsee, ettd C mineralisoituu COy:ksi, H HyO:ksi, P P,Os:ksi ja Na Na,O:ksi.
Halogeeni eliminoituu vetyhalidiksi ja typpi ammoniakiksi.

Esimerkki: -

Glukoosi C¢H;2,06, MW = 180.

16(2x6+%x12—6)

ThOD = 120 = 1,07 mg O,/mg glukoosia.

Muiden kuin alkalimetallien suolojen molekyylipainot lasketaan olettaen, etti suolat on hydroly-
soitu.

Rikin hapetusasteen oletetaan olevan +6.

Esimerkki:

Natrium-n-alkyylibentseenisulfonaatti C1sH;sSO;Na, MW = 348

16(36+§—9+3+1—3)

ThOD = = 2,34 mg Oy/mg ainetta.
348

Typpei sisiltivistd aineista typpi voidaan eliminoida ammoniakkina, nitriittind tai nitraattina
erilaisen teoreettisen biokemiallisen hapen tarpeen mukaan.

1 1
16 [2c+z(h—cl)+35+%n+§p+—na-o]

2 2
ThODyo, =
NO MW
1 3 S 1
16 [2c+5(h—cl)+3$+En+—2-p+—2-na—o]
ThODno, =

MW

Oletetaan, etti analyysilld oli todettu tdydellinen nitraatin muodostuminen sekundaarisen amiinin
ollessa kyseessi:

(C12H3s), NH, MW = 353

51 5
16 (48 + > —)
ThODyo, = — 33 = 3,44 mg Oy/mg ainetta.
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Lisdys 3

Biologinen hajoaminen: modifioitu MITI-testi

TESLAAVA L2IEOS oeiiuieeiiiiiieiieeieeeecte et e e et ee e et e e e e eaee e beeeseesse e seesssaesssassaeesseaassaaseeassanssessaeenneersnesaeen
TUthimuKSEn JORTAJA cvevveririereerinrenirerreseit et esee st s estesaeie e e teasses e sesaensesassestenbessssesesnassasensesnenseseasensens

Kokeen aloituspaivVAMAATra ...eeeerververervenrrenienrienesseesenesneessensesssesseseeses Testattava aina ......coevevveene

Analyyttinen MENELEIMA ..iovccieiiiievenrireiiierecteieeseserserestessareeressestesessessessensessssnesestesassessessessasassessensosnas
Testattavan aineen ThOD tal COD ...ttt seset st saessennenees
INOKUIAATEL .eectiiiiiceeeirieeres et e ce st etr b e st e st et e etseste st e steesbrebeessansessanaeeseeannesssstesanensaasesssansanssensansenssensen
NEAYLEEENOLLOPAIKKA .veeeeieiriireiieieirietec ettt sr ettt s e s e e e e smeene

PIEOISUUS 1evierivireerieriiiiieeeeeesiiteteeeesestrttaeaeeseaseaeseaeeesansaeaeseassensaeeesasssssaesesesasansasaessanssssssessensssnsanenssassnsarneesns

Kokeen tulokset

BOD - B
o . . _ o -
.......... % hajoaminen = ~ThoD 100 % 28 pdivan kuluttua
tai
BOD - B
.......... % hajoaminen = oD~ 100 % 28 pdivdn kuluttua
Sb-§
.......... % hajoaminen = B 2 <100 % 28 paivan kuluttua
Tulosten vahvistus
KONtrollIKEMIKAall ..eoueeveiriieeiieceireccieicrie ettt et b e et e e be e tsnenae st e e eee
TULOS: ceveeneereniienieenee ettt % hajoamisprosentti 28 piivan kuluttua ........
KOKEEN VIILENUITIETO cuveuvviniriteiesirietitiicierete ettt st sas et et es e et s et esess s s e assensenesnesnesssnnentasase
Huomautuksia
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C. 8. HAJOAMINEN

BIOKEMIALLINEN HAPEN TARVE

1 MENETELMA

1.1 Johdanto

Menetelmin tarkoituksena on miarittda kiinteiden tai nestemiisten orgaanisten yhdisteiden biokemi-
allinen hapen tarve (biochemical oxygen demand, BOD).

Talla testilld saadut tulokset koskevat vesiliukoisia yhdisteita. Silld voi kuitenkin ainakin periaat-
teessa testata myos haihtuvia ja huonosti veteen liukenevia yhdisteita.

Menetelmi soveltuu ainostaan sellaisten orgaanisten aineiden testaukseen, jotka kokeessa kiytetyn
pitoisuuden osalta eivat inhiboi bakteeritoimintaa. Jos aine ei liukene testipitoisuutena, voi olla
tarpeen turvautua erityistoimenpiteisiin kuten ultradinidispersioon, jotta testattava aine saadaan
hajoamaan kunnolla.

Tiedot kemikaalin toksisuudesta ovat hyodyksi alhaisten tulosten tulkinnassa ja sopivien testipitoi-
suuksien valinnassa.

1.2 Maiiritelmat ja yksikét

BOD on liuenneen hapen massa, jonka tietty mairi testattavasta aineesta tehtyd liuosta tarvitsee
madrityissa olosuhteissa biokemialliseen hapettumisprosessiin.

Tulokset ilmoitetaan grammoina BOD:ia testattavaa ainegrammaa kohden.

1.3 Vertailuaineet
Vertailuaineita menetelmin tarkistamiseksi ei vield voida suositella.

Sopivan kontrollikemikaalin kiytto inokulaatin tehokkuuden tarkistamiseksi on suotavaa.

1.4 Testin periaate

Tiettyyn mairiin yhdistettd, joka on livotettu tai hajotettu hyvin ilmastettuun sopivaan viliainee-
seen, ympitain mikro-organismeja ja liuosta inkuboidaan pimeissi tietyssd vakiolimpétilassa..

BOD on liuenneen hapen pitoisuuksien vilinen ero testin alussa ja lopussa. Testin kestoaika on
vihintidn viisi ja korkeintaan 28 péivai.

Nollakoe on tehtivi samanaikaisella testilld, jossa ei kiytetd testattavaa ainetta.

1.5 Laatukriteerit

BOD-mdiritystd ei voida pitdd piatevidna aineen biologisten hajoamisominaisuuksien miiritysmenetel-
mand. Testin voidaan katsoa olevan ainoastaan seulontatesti.

1.6 Testin kuvaus

Aineesta valmistetaan alustava liuos tai seos, jotta saadaan kiytettyyn menetelmiin soveltuva
BOD-pitoisuus. BOD maddiritetddn sen jilkeen jollakin kansallisella standardimenetelmalld. Kansain-
vilinen standardimenetelma olisi suositeltavampi, mutta siitd ei vield ole sovittu.
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TULOKSET JA NIIDEN ARVIOINTI

Alustavan liuoksen sisiltima BOD lasketaan valitulla normitetulla menetelmilld ja muunnetaan
grammoiksi BOD:ia testattavaa ainegrammaa kohden.

RAPORTOINTI
On ilmoitettava, mitd menetelmdi on kiytetty.
Biokemiallinen hapen tarve ilmoitetaan vahintdan kolmen hyviksyttivin mairityksen keskiarvona.

Kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat tiedot ja huomautukset on raportoitava, etenkin testattavan
aineen epapuhtaudet, fysikaalinen tila, toksiset vaikutukset ja luontainen koostumus, jotka voivat
vaikuttaa testin tuloksiin.

Biologista nitrifikaatiota estivin lisdaineen kiytt6 on mainittava.

LAHDELUETTELO

Luettelo standardimenetelmistd, esimerkiksi:

NF T 90-103: Determination of the Biochemical Oxygen Demand.
NBN 407: Biochemical Oxygen Demand.

NBN 3235 5.4: Bepaling van het biochemish zuurstofverbruik (BZV).

The Determination of biochemical Oxygen Demand, 1981, Methods for the examination of Water
and Associated Materials, HMSO, London.
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C. 9. HAJOAMINEN
KEMIALLINEN HAPEN TARVE

1 MENETELMA

1.1 Johdanto

Meneteimin tarkoituksena on mairittdd kiinteiden tai nestemiisten orgaanisten yhdisteiden kemialli-
nen hapen tarve (chemical oxygen demand, COD) valinnaisella standardimenetelmilld tietyissd
laboratorio-olosuhteissa.

Aineen kemiallista kaavaa koskevat tiedot helpottavat kokeen suoritusta ja tulosten tulkintaa (esim.
orgaanisten yhdisteiden halogeeni- ja rautasuolat, orgaaniset klooria sisiltavat yhdisteet).

1.2 Mairitelmat ja yksikot

Kemiallinen hapen tarve on aineen hapettumiskyky ilmaistuna aineen tietyissa laboratorio-olosuh-
teissa hapettumisreagenssista kayttaman hapen vastaavana mairani.

Tulokset ilmoitetaan grammoina COD:ia testattavaa ainegrammaa kohden.

1.3 Vertailuaineet

Aina ei tarvitse kdyttdd vertailuaineita tutkittaessa uutta ainetta. Niitd kdytetddn etupaissi menetel-
min kalibrointiin ja tulosten vertailuun jotakin muuta meneteimai kiytettiessa.

1.4 Testin periaate

Tietty mddra yhdistettd, joka on liuotettu tai hajotettu veteen, hapetetaan takaisinvirtauksella kahden
tunnin ajan kaliumdikromaatilla vahvassa rikkihappoliuoksessa, jossa hopeasulfaatti toimii katalyyt-

tind. Jaljelle jaava dikromaatti maaritetdan titraamalla standardisoidulla rautapitoisella ammonium-
sulfaatilla.

Testattaessa klooria sisiltivid aineita lisitddn elohopeasulfaattia kloridin vaikutuksen vihentimi-
seksi.

1.5 Laatukriteerit

Vapaavalintaisen mairitystavan vuoksi COD-arvoa on pidettivd enemmadn “hapettumisen osoitta-
jana” kuin orgaanisen aineen mittayksikkona.

Kloridi saattaa vaikuttaa tdhin testiin; epiorgaaninen pelkistin tai hapetin voi niin ikddn héiritd
kemiallisen hapen tarpeen madritysta.

Tietyt rengasyhdisteet eivit hapetu tdysin tdssd kokeessa.

1.6 Testin kuvaus

Aineesta valmistetaan alustava liuos tai seos, jonka kemiallinen hapen tarve (COD) on 250-600

mg/l.
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Huomautukset:

Testattaessa huonosti liukenevia ja hajoamattomia aineita, voidaan noin 5 mg COD:ia vastaava
maird hienoksi jauhettua ainetta tai nestemdistd ainetta punnita ja asettaa testauslaitteeseen veden
kera.

Sen jilkeen mairitetiin COD kiyttimalld jotakin kansallista standardimenetelmai. Kansainvilinen
standardimenetelmi olisi parempi vaihtoehto, mutta sellaista ei vield ole julkaistu.

TULOKSET JA NIIDEN ARVIOINTI

Koepullon COD lasketaan valittua normalisoitua menetelmdi kiyttien ja muunnetaan grammoiksi
COD:ia testattua ainegrammaa kohden.

RAPORTOINTI
On ilmoitettava, mitd menetelmidd on kaytetty.

Kemiallinen hapen tarve ilmoitetaan vihintddn kolmen mdirityksen keskiarvona. Kaikki tulosten
tulkintaan vaikuttavat tiedot ja huomautukset on raportoitava, etenkin testattavan aineen epipuh-
taudet, fysikaalinen tila, toksiset vaikutukset ja luontainen koostumus (mikili ne ovat tiedossa), jotka
voivat vaikuttaa testin tuloksiin.

Elohopeasulfaatin kiytto kloridivaikutusten minimoimiseksi on mainittava.

LAHDELUETTELO

Esimerkkejad standardimenetelmist:

NBN T 91-201 , Determination of the Chemical Oxygen Demand.

ISBN 0 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 Oxygén Demand (COD)
within the range of 15 mg/l.

NEN 3235 5.3 Bepaling van het chemisch zuurstofverbruik.

ISO DP 6060 Water Quality: Chemical Oxygen Demand Dichromate

Methods.
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C.10. HAJOAMINEN
ABIOOTTINEN HAJOAMINEN: HYDROLYYSI pH:N FUNKTIONA

1 MENETELMA

Timi menetelma perustuu OECD:n testiohjeisiin (1).

1.1 Johdanto

Hydrolyysi on tirked abioottisen hajoamisen sditelyreaktio.-Tami reaktio on merkityksellinen
etenkin aineilla, joiden biologinen hajoamiskyky on alhainen, ja se voi vaikuttaa aineen hitaaseen
hajoamiseen luonnossa.

Useimmat hydrolyysireaktiot ovat nienniisesti ensimmaiisen asteen reaktioita ja siksi puoliintumisajat
eivat riipu pitoisuudesta. Tasti syystad laboratoriopitoisuuksilla saadut tulokset voidaan yleensd
ekstrapoloida ympiristoolosuhteisiin.

Tamain lisaksi on raportoitu useita esimerkkeja (2), jotka osoittavat tyydyttavda yhtaldisyytta useilla
kemikaalityypeilld puhtaassa ja luonnonvedessi saatujen tulosten vililla.

Tiedot aineen hoyrynpaineesta helpottavat testin suorittamista.

Tilld menetelmilld voidaan testata ainoastaan vesiliukoisia aineita. Epidpuhtaudet vaikuttavat usein
tuloksiin.

Kemikaalien hydrolyysitutkimuksissa tulisi kayttdd luonnossa yleisesti esiintyvii pH-arvoja (pH
4-9).

1.2 Mairitelmit ja yksikot

Hydrolyysi on RX-kemikaalin ja veden reaktio. Timi reaktio voidaan esittdid X-ryhmin ja OH:n
kokonaisvaihtoreaktiona:

RX + HOH - ROH + HX [1}
RX:n pitoisuuden vihenemisnopeus saadaan seuraavasti:
nopeus = k - (H;0) - [RX] [2]

Koska vettd on tarvittavaa huomattavasti suurempi miira kemikaaliin verrattuna, timan tyyppistd
reaktiota sanotaan yleensid ndenndiseksi ensimmaiisen asteen reaktioksi, jossa todettu nopeusvakio
saadaan yhtilolla

k()bs =k x (HZO) [3]

Tamd vakio voidaan mairittda yhdelle pH-arvolle ja yhdelle lampotilalle T kdyttdmalld lauseketta

2,303 Co
Kobs x log — 4}
t t
jossa
t = aika,
Co = aineen pitoisuus aikana 0,
C, = aineen pitoisuus aikana t,

2,303 = luonnollisen ja kymmenkantaisen logaritmin konversiokerroin.
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1.3

1.4

1.5

Pitoisuudet ilmoitetaan grammoina tai mooleina litraa kohden,

Tamin kope-vakion dimensio on (aika)!.

”Puoliintumisaika” ty;, tarkoittaa aikaa, joka tarvitaan testattavan aineen pitoisuuden vihentimiseen
50 prosentilla eli:

Co= Cin i}

Lausekkeista [4] ja [5] voidaan osoittaa, ettd

t‘1/2 = 0a693/kobs [6]

Vertailuaineet

Aina ei tarvitse kiyttii vertailuaineita tutkittaessa uutta ainetta. Niitd kdytetddn etupddssi menetel-
min kalibrointiin ja tulosten vertailuun jotakin muuta menetelmii kaytettiessi.

Asetyylisalisyylihappoa (aspiriini) fosforotioottihappo 0,0-dietyyli 0-(6 metyyli-2-(I-metyylietyyli)4-
pyrimidinyyliesterid (Dimpylatea, Diazinonia) on kiytetty vertailuaineina (1).

Testin periaate

Aine liuotetaan veteen niin, ettd saadaan alhainen pitoisuus. pH-arvo ja lampotila sdddetdin.

Aineen pitoisuuden alenemista koeajan kuluessa seurataan jollakin sopivalla analyysimenetelmalla.

Pitoisuuden logaritmi piirretddn ajan funktiona, ja mikili tuloksena on suora viiva, ensimmaiisen
asteen nopeusvakio saadaan sen kaltevuudesta (katso kohtaa 2).

Mikaili ei ole tarkoituksenmukaista mairittdd tietyn limpétilan nopeusvakiota, on yleensi mahdol-
lista arvioida vakio kayttamilld Arrheniuksen yhtdlod, joka ilmoittaa limpétilan riippuvuuden
nopeusvakiosta. Nopeusvakion logaritmin lineaarisesta kiyrdstd, joka on midritetty sopivassa
limpétilassa absoluuttisen lampotilan (K) kdanteisarvon funktiona, on mahdollista ekstrapoloida
nopeuden vakioarvo, joka ei ole suoraan saatavissa.

Laatukriteerit

Lihdeluettelon kohdassa (2) raportoidaan, ettd 13 orgaanisen rakenneluokan hydrolyysin nopeusva-
kiomdairitykset saattavat olla erittiin tarkkoja.

Toistettavuus riippuu erityisesti pH-arvon valvonnasta ja liuenneen hapen pitoisuudesta, ja mikro-

- organismien esiintyminen voi vaikuttaa siihen.
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1.6 ' Testin kuvaus
1.6.1 Reagenssit
1.6.1.1 Puskuriliuokset

Testi suoritetaan kayttien kolmea pH-arvoa: 4,0, 7,0 ja 9,0.

Puskuriliuokset valmistetaan kayttien reagenssilaatuisia kemikaaleja ja tislattua tai ionisoimatonta,
steriilid vettd. Lisdyksessa mainitaan esimerkkejd puskurimenetelmista.

Valittu puskurimenetelma voi vaikuttaa hydrolyysin nopeuteen; mikali tdstd on ndyttdd, tulee
kdyttad jotakin muuta puskurimenetelmii. Lihdeluettelon kohdassa (2) suositellaan kaytettiviksi
boraatti- tai asetaattipuskureita fosfaatin asemesta.

Jos puskuriliuoksen pH-arvo testissi kidytetyssd lampétilassa ei ole tiedossa, se voidaan mairittaa
kalibroidulla pH-mittarilla valitussa limpétilassa + 0,1 pH-yksikon tarkkuudella.

1.6.1.2 Koeliuokset

Testattava aine liuotetaan valittuun puskuriin, ja pitoisuus saa olla korkeintaan 0,01 M tai puolet
saturaatiopitoisuudesta. Niistd kahdesta valitaan alempi.

Veteen sekoittuvien orgaanisten liuotteiden kadyttod suositellaan ainoastaan tutkittaessa huonosti
veteen liukenevia aineita. Liuvottimen miidrd saa olla korkeintaan 1 % eikd se saa vaikuttaa
hydrolyysiin.

1.6.2 Laitteet
Kokeessa kiytetddn tulpalla varustettuja lasipulloja, joiden hioksessa ei saa olla rasvaa.

Mikili kemikaali tai puskurimenetelmd on haihtuvaa tai mikali testaus tehddan korkeassa lampoti-
lassa, on parasta kiyttid suljettuja tai septumilla suljettuja putkia, joihin ei jda tyhjii tilaa.

1.6.3 Analyysimenetelma

Analyysimenetelmin valinta riippuu testattavasta aineesta, ja sen tarkkuuden ja herkkyyden on
oltava sellainen, ettd alkupitoisuuden 10 %:n lasku voidaan todeta.

Menetelmin tulee soveltua testattavan aineen testattavien pitoisuuksien mdidrityksiin, ja se voi
koostua useista analyysimenetelmista.

1.6.4 Koeolosubteet

Testit suoritetaan termostaatilla siadellyssa suojuksessa tai £ 0,5 °C:n vakiolimp®disessd hauteessa.
Limpétila pidetddn ja mitataan + 0,2 °C:n tarkkuudella. Fotolyysid estdvit toimenpiteet on suoritet-
tava.

Kaikki asianmukaiset varotoimet liuenneen hapen vilttimiseksi on tehtivd (esim. viiden minuutin
typpi- tai argonkuplitus ennen liuoksen valmistamista).
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1.6.5 Testin suorittaminen
1.6.5.1 Alustava testi

Kaikkien aineiden alustavat testit suoritetaan 50 £ 0,5 °C:n ldmpotilassa kiyttden kolmea pH-arvoa:
4,0, 7,0 ja 9,0.

Miirityksid tehddin niin monta, ettd niiden perusteella voidaan arvioida, onko kunkin pH-arvon
osalta puoliintumisaika (t12) 50 °C:n lammossé alle 2,4 t tai todetaanko alle 10 prosentin hydrolyysi
viiden paivin kuluttua. (Voidaan olettaa, ettd nama arvot vastaavat yhti piivdd pienempii tai vuotta
suurempia puoliintumisaikoja luonnonmukaisemmissa olosuhteissa [25 °C).

Mikili alustava testi osoittaa, etti vahintiin 50 % testattavasta aineesta on hydrolysoitunut 2,4
tunnin kuluessa 50 °C:n limmossd tai ettd alle 10 % on hydrolysoitunut viiden pdivin kuluttua
kunkin kolmen pH-arvon osalta (4, 7 ja 9), koetta el tarvitse jatkaa.

Muussa tapauksessa suoritetaan testi 1. Silld testataan myos ne pH-arvot, jotka eivit tayttineet titd
edellytysta.

1.6.5.2 Testi 1

Testi 1 suoritetaan tietyssd lampétilassa, mikdli mahdollista 50 £ 1 °C:ssa, steriileissd olosuhteissa
kayttiaen niitd pH-arvoja, joita alustavan testin perusteella taytyy edelleen tutkia.

Tarpeellinen mairi niytteitd (vdhintddn neljd) valitaan kattamaan 20-70 %:n hydrolyysi testattaessa
tiettyjen pH-arvojen ndenndistd ensimmadisen asteen reagointia.

Reaktioaste mairitetdan kunkin kiytetyn pH-arvon osalta, jolle testi 1 tehddin.
Nopeusvakion arvio 25 °C:ssa:

Kokeen jatkamistapa riippuu siitd, voidaanko 1. testin perusteella paitelld, onko kyseessi niennii-
nen ensimmaiisen asteen reaktio vai el.

Ellei 1. testistd voida varmasti pdatelld, ettd kyseessd on ndenniinen ensimmdisen asteen reaktio,
koetta jatketaan testissd 2 selostetulla tavalla.

Mikili 1. testistd voidaan varmasti pddtelld, ettd kyseessd on ndenndinen ensimmadisen asteen reaktio,
koetta jatketaan testissi 3. selostetulla tavalla. (Vaihtoehtoisesti voi joissakin tapauksissa olla
mahdollista laskea 25 °C:n nopeusvakiot 50 °C:n nopeusvakioista 1. testin tulosten avulla [katso
kohtaa 3.2]).

1.6.5.3 Testi 2

Tdma testi tehdddn kiyttden niitd pH-arvoja, joiden osalta 1. testi osoitti lisitestaustarvetta:
— joko yhdessi alle 40 °C:n limpotilassa,

— tai kahdessa yli 50 °C:n limpotilassa, joiden ero on vihintain 10 °C.

Kutakin pH-arvoa ja limpotilaa varten on 2. testid varten oltava vihintiidn kuusi sellaisin vilein
olevaa miirityskohtaa, etti hydrolyysi on 20-70 %.

Kutakin pH-arvoa ja lampotilaa kohden tehddin kaksi testid. Kun 2. testi tehddin kahdessa yli
50 °C:n limpétilassa, suositellaan jalkimmaisen testin tekemistd alemmassa niistd kahdesta limpoti-
lasta.

Graafinen puoliintumisaika-arvio (t12) annetaan mahdollisuuksien mukaan kustakin pH-arvosta ja
lampotilasta, jotka testattiin 2. testilla.
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1.6.54 Testi 3

Tami testi tehdddn kiyttiden niitd pH-arvoja, joiden osalta 1. testi osoitti lisdtestaustarvetta:
— joko yhdessi alle 40 °C:n limpétilassa,

— tai kahdessa yli 50 °C:n lampétilassa, joiden ero on vihintdan 10 °C.

Kutakin pH-arvoa ja limpotilaa varten on 3. testid varten valitlava vahintdin kolme miirityskohtaa,
ensimmiinen aikana O ja toinen ja kolmas, kun hydrolyysi on yli 30 %. Ko ja tin-vakiot
lasketaan.

2 TULOKSET

Logaritmikayristd, joissa pitoisuus esitetiin ajan funktiona, saadaan nienniisti ensimmaiisen asteen
reaktiota varten kunkin testatun pH-arvon ja lampoétilan Kgp-arvot lausekkeella:

Kobs = — kaltevuus x 2,303

Taman lisdksi t« voidaan laskea yhtilolld [6]. Arrheniuksen yhtdlon avulla lasketaan tarvittaessa
k25 °C.

Ei-nienndinen ensimmaiisen asteen reaktio — katso kohtaa 3.1.

3 RAPORTOINTI |

3.1 Tutkimusseloste
Tutkimusselosteen tulee, mikili mahdollista, sisiltid seuraavat tif:d(;t:
— aineen maddrittely,
— vertailuaineilla saadut tulokset,
— kdytetyn analyysimenetelmin periaate ja yksityiskohdat,

— kustakin testistd: limpotila, pH-arvo, puskurin koostumus ja taulukko kaikista pitoisuutta ja
aikaa koskevista maidrityskohdista,

— ‘ndenniisen ensimmadisen asteen reaktion osalta Kops- ja tip-arvot ja laskentatapa,

— ei-ndenndisen ensimmdisen asteen reaktion osalta logaritmikiyrd, jossa pitoisuus on ajan
funktiona,

— kaikki tulosten tulkintaan vaikuttavat tiedot ja huomautukset.

3.2 Tulosten tulkinta

Voi olla mahdollista laskea hyviksyttivit testattavien aineiden nopeusvakioarvot (25 °C:ssa) edellyt-
tden, ettd testattavan aineen homologien aktivointienergian kokeelliset arvot ovat tiedossa ja ettd
testattavan aineen aktivointienergian voidaan olettaa olevan samaa suuruusluokkaa.
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4. LAHDELUETTELO

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 111, Decision of the Council C (81) 30 Final.
(2) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 111, Decision of the Council C (81) 30 Final, reference 2.
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Lisdys
PUSKURISEOKSET

A. CLARK JA LUBS

Niissd taulukoissa ilmoitetut pH-arvot on laskettu potentiaalimittauksista kdyttden Sorensenin
standardiyhtiloitd (1909). Todellinen pH-arvo on 0,4 yksikkod korkeampi kuin taulukon arvot.

Koostumus pH
0,1 M kaliumvetyftalaattia + 0,1 N HCl 20 °C
2,63 ml 0,1 N HCl + 50 ml ftalaattia 100 ml:aan 3,8
0,1 M kaliumvetyftalaattia + 0,1 N NaOH 20°C
0,40 ml 0,1 N NaOH + 50 ml ftalaattia 100 ml:aan 4,0
3,70 ml 0,1 N NaOH + 50 ml ftalaattia 100 ml:aan 4,2
0,1 M monokaliumfosfaattia + 0,1 N NaOH 20°C
23,45 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosfaattia 100 ml:aan 6,8
29,63 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosfaattia 100 ml:aan 7,0
35,00 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosfaattia 100 ml:aan 7,2
0,1M H;BO; ja 0,1 M KCl + 0,1 N NaOH 20 °C
16,30 ml 0,1 N NaOH + 50 ml boorihappoa 100 ml:aan 8,8
21,30 ml 0,1 N NaOH + 50 ml boorihappoa 100 ml:aan 9,0
26,70 ml 0,1 N NaOH + 50 ml boorihappoa 100 ml:aan 9,2
B. KOLTHOFF JA VLEESHOUWER
Koostumus pH

0,1 M monokaliumsitraattia ja 0,1 N NaOH 18 °C (lisitdin pieni tymolikide tai muutama
milligramma elohopeajodidia homeen kasvun estimiseksi).

- 2,0 ml 0,1 N NaOH + 50 ml sitraattia 100 ml:aan 3,8
9,0 ml 0,1 N NaOH + 50 ml sitraattia 100 ml:aan 4,0
16,3 ml 0,1 N NaOH + 50 ml sitraattia 100 ml:aan 4,2
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C. SORENSEN

0,05 M booraksia + 0,1 N HCI

Koostumus pH
Booraksi HCi Sorensen Walbum
(ml) (ml) 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 borax + 0,1 N NaOH

Koostumus " pH
Booraksi NaOH Sorensen Walbum
(ml) (ml) 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




