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(EY:n ja Euratomin perustamissopimuksia soveltamalla annetut siddokset, joiden julkaiseminen on pakollista)

ASETUKSET

KOMISSION ASETUS (EY) N:o 761/2009,

annettu 23 piivini heindkuuta 2009,

testimenetelmien vahvistamisesta kemikaalien rekisteroinnistd, arvioinnista, lupamenettelyistd ja
rajoituksista (REACH) annetun asetuksen (EY) N:o 1907/2006 nojalla annetun asetuksen
(EY) N:o 440/2008 muuttamisesta sen mukauttamiseksi tekniikan kehitykseen

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan yhteison perustamissopimuksen,

ottaa huomioon kemikaalien rekisterdinnistd, arvioinnista, lupa-
menettelyistd ja rajoituksista (REACH), Euroopan kemikaaliviras-
ton perustamisesta, direktiivin 1999/45/EY muuttamisesta sekd
neuvoston asetuksen (ETY) N:o 793/93, komission asetuksen
(EY) N:o 1488/94, neuvoston direktiivin 76/769/ETY ja komis-
sion direktiivien  91/155/ETY, 93/67/ETY, 93/105/EY
ja 2000/21/EY kumoamisesta 18 paivind joulukuuta 2006 anne-
tun  Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen
(EY) N:o 1907/2006 (') ja erityisesti sen 13 artiklan 3 kohdan,

seki katsoo seuraavaa:

(1)  Komission asetuksessa (EY) N:o 440/2008 (2) vahvistetaan
asetuksen (EY) N:o 1907/2006 soveltamiseksi kiytettavat
testimenetelmit, joilla mdairitellddn aineiden fysikaalis-
kemialliset ominaisuudet, myrkyllisyys ja myrkyllisyys
ympdristolle.

(2)  On tarpeen muuttaa asetusta (EY) N:o 440/2008 tiettyjen
testimenetelmien muuttamiseksi ja useiden OECD:n
hyviksymien uusien testimenetelmien sisallyttamiseksi sii-
hen. Sidosryhmii on kuultu asiasta. Muutoksilla mukaute-
taan kyseessd olevia menetelmid tieteen ja tekniikan
kehitykseen.

(1) EUVL L 396, 30.12.2006, s. 1.
() EUVLL 142, 31.5.2008, s. 1.

(3)  Hoyrynpainetta koskevia sddnnoksid olisi muutettava
uuden effuusiomenetelmin siséllyttamiseksi.

(4 On tarpeen sisdllyttdd asetukseen uusi kuitujen halkaisi-
jan pituuspainotetun geometrisen keskiarvon
laskentamenetelma.

(5)  Asetusta (EY) N:o 440/2008 on syytd muuttaa ihodrsytystd
koskevan uuden in vitro -menetelmin sisillyttimiseksi ensi-
sijaisena vaihtoehtona, jotta koetarkoituksiin kdytettdvien
eldinten madrai voitaisiin vihentdd kokeisiin ja muihin tie-
teellisiin tarkoituksiin kdytettdvien eldinten suojelua kos-
kevien jasenvaltioiden lakien, asetusten ja hallinnollisten
madrdysten ldhentimisestd 24 pdivina marraskuuta 1986
annetun neuvoston direktiivin 86/609/ETY (*) mukaisesti.
OECD:ssi keskustellaan luonnoksesta ihodrsytystd koske-
vaksi in vitro -menetelméksi, mutta tdssi poikkeustapauk-
sessa on asianmukaista sisdllyttdd menetelma B 46 tihan
asetukseen. Menetelma B 46 olisi ajantasaistettava heti kun
se on mahdollista OECD:n péistyd asiassa ratkaisuun tai
kun uudelleentarkastelun oikeuttavia lisitietoja on
saatavilla.

(6)  Levin inhibitiokokeita koskevia sddnnoksid on muutettava
uusien lajien sisallyttamiseksi sekd kemikaalien vaarallisuu-
den arviointia ja luokitusta koskevien vaatimusten
tayttamiseksi.

(7)  Ontarpeen lisitd pintavedessd tapahtuvan aerobisen mine-
ralisaation mittaamista koskeva uusi menetelma eli bioha-
joavuuden simulointitesti sekd Lemna-sukuun kuuluvien
lajien myrkyllisyyden arvioimista koskeva uusi menetelma
eli kasvunestymistesti.

() EYVLL 358, 18.12.1986, s. 1.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:FI:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:FI:PDF
http://eur-lex.europa.eu/Result.do?aaaa=1986&mm=12&jj=18&type=L&nnn=358&pppp=0001&RechType=RECH_reference_pub&Submit=Search
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(8)  Sen vuoksi asetusta (EY) N:o 440/2008 olisi muutettava.

(9)  Tissd asetuksessa sdddetyt toimenpiteet ovat asetuksen
(EY) N:o 1907/2006 133 artiklalla perustetun komitean
lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla
Muutetaan asetuksen (EY) N:o 440/2008 liite seuraavasti:
1) Muutetaan A kohta seuraavasti:

a) korvataan luku A.4 timin asetuksen liitteessi I olevalla
luvulla A.4;

b) lisdtddn tdimdn asetuksen liitteessd II oleva luku A.22.
2) Muutetaan B kohta seuraavasti:

Lisdtddn timin asetuksen liitteessd III oleva luku B.46.
3) Muutetaan C osa seuraavasti:

a) korvataan luku C.3 timin asetuksen liitteessd IV olevalla
luvulla C.3;

b) lisatddn timan asetuksen liitteessd V ja VI olevat luvut
C.25ja C.26.

2 artikla

Tamd asetus tulee voimaan kolmantena pdivand sen jalkeen, kun
se on julkaistu Euroopan unionin virallisessa lehdessd.

Timd asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaisenaan kaikissa

jasenvaltioissa.

Tehty Brysselissd 23 paivind heindkuuta 2009.

Komission puolesta
Stavros DIMAS
Komission jésen
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LITE I

A.4. HOYRYNPAINE

MENETELMA

Tdmi menetelmd vastaa OECD:n testiohjetta nro 104 (2004).

JOHDANTO

Tama testimenetelman A.4 (1) tarkistettu versio sisaltdd yhden uuden menetelmin. Kyseessd on effuusiomenetelma:
isoterminen termogravimetria, joka on kehitetty sellaisia aineita varten, joiden hoyrynpaine on hyvin alhainen
(arvoon 107'° saakka). Koska uusia menetelmia tarvitaan erityisesti sellaisten aineiden hoyrynpaineen maérittimi-
seksi, joiden hoyrynpaine on alhainen, muita tdhdn testimenetelman kuuluvia menetelmid arvioidaan uudelleen sen
perusteella, voidaanko niitd kiyttdd muillakin maaritysalueilla.

Termodynaamisen tasapainon vallitessa puhtaan aineen hdyrynpaine vaihtelee ainoastaan lampétilan funktiona.
Perusperiaatteita kasitelldadn kirjallisuuslahteissa (2)(3).

Mitdén yksittdistd mittausmenetelmai ei voida kayttdd koko héyrynpainealueella arvoa 107'° pienemmistd arvoista
arvoon 10° Pa. Tahin testimenetelmain kuuluu kahdeksan héyrynpaineen mittausmenetelmas, joita voidaan kayt-
tad eri hoyrynpainealueilla. Eri menetelmid verrataan niiden soveltuvuuden ja mittausalueen suhteen taulukossa 1.
Menetelmid voidaan kdyttdd ainoastaan sellaisten yhdisteiden tutkimiseen, jotka eivat hajoa testiolosuhteissa. Jos
kokeellisia menetelmii ei voida kayttdd teknisisté syistd, hoyrynpaine voidaan myos arvioida. Sopivaa arviointime-
netelmdd kuvataan timin testimenetelmain lisdyksessa.

MAARITELMAT JA YKSIKOT

Miiritelmdn mukaan aineen hoyrynpaine on kiinteddn tai nestemiiseen aineeseen ylhailtd kohdistuva
kylldstyspaine.

Paineen Sl-yksikko on pascal (Pa), jota tulee kdyttdd tdssd yhteydessd. Aiemmin kéytetyt yksikot ja niiden muun-
tokertoimet ovat seuraavat:

1 Torr 1 mm Hg = 1,333 x 10? Pa
1 ilmakehd = 1,013 x 10° Pa

1 baari (bar) 10° Pa

Lampétilan Sl-yksikko on kelvin (K). Celsius-asteet muunnetaan kelvineiksi seuraavan kaavan avulla:
T=t+27315

jossa T on kelvineind ilmaistu termodynaaminen limpéatila ja t on limpétila Celsius-asteina.

Taulukko 1
Aineet . .
Mittausmenetelmd Arv101tu Ar'v101tu Suositeltu alue
Kiinteit Nestemdiset toistettavuus uusittavuus
Dynaaminen menetelmd Alhainen Kylla Enintddn 25 % | Enintddn 25% | 10> Pa-
sulamis- 1-5% 1-5% 2% 10’ Pa
piste 2 x10%Pa—
10° Pa
Staattinen menetelmd Kylla Kylla 5-10 % 5-10 % 10 Pa—10° Pa
107> Pa -
10° Pa (1)
Isoteniskooppimenetelmi Kylld Kylla 5-10 % 5-10 % 10> Pa—10° Pa
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1.5.1.1

, ) Aineet Arvioitu Arvioitu .
Mittausmenetelmé . . Suositeltu alue
Kiinteit Nestemdiset toistettavuus uusittavuus

Effuusiomenetelma: Kylla Kylla 5-20 % Enintddn 50 % | 10° - 1Pa
héyrynpainevaaka
Effuusiomenetelma: Kylld Kylld 10-30 % — 101°-1P
Knudsen-kenno
Effuusiomenetelma: Kylla Kylla 5-30 % Enintdén 50 % | 107'° -1 Pa
isoterminen
termogravimetria
Kaasunkyllastysmenetelmi Kylla Kylla 10-30 % Enintdén 50 % | 107'° - 10> Pa
Py6rivd roottori Kylla Kylla 10-20 % — 10*-0,5Pa
-menetelmi

(") Kiéytettdessd kapasitanssimanometrid.

TESTIN PERIAATE

Hoyrynpaine madritetddn yleensd eri limpotiloissa. Rajoitetulla limpétila-alueella puhtaan aineen héyrynpaineen
logaritmi on Clausiuksen ja Clapeyronin yksinkertaistetun yhtilén mukaan suoraan verrannollinen limpétilan
kanteisarvoon:

1 AHv ki
ogp = + vakio
&P 2,3RT

jossa

p = hoyrynpaine (Pa)

AHv = héyrystymislimpd (J mol™)

R = yleinen kaasuvakio (8,314 J mol ™' K™

T = lampatila (K).

VERTAILUAINEET

Vertailuaineita ei tarvitse kdyttad. Niitd kdytetddn ldhinna silloin, kun menetelmén toimivuutta tarkistetaan ajoit-
tain tai kun eri menetelmilld saatuja tuloksia verrataan toisiinsa.

MENETELMIEN KUVAUS

Dynaaminen menetelmi (Cottrellin menetelmi)

Periaate

Hoyrynpaine méritetddn mittaamalla aineen kichumispiste useissa ennalta méédratyissd paineissa suunnilleen alu-
eella 10°~10° Pa. Menetelmii suositellaan myos kiehumispisteen maaritykseen, jossa sitd voidaan kayttda limpo-
tilaan 600 K saakka. Nesteiden kiehumispisteet ovat noin 0,1 °C suurempia 3—4 cm:n syvyydelld kuin pinnassa,
miké johtuu nestepatsaan hydrostaattisesta paineesta. Cottrellin menetelmassa (4) limpomittari viedddn nestepin-
nan ylipuolella olevaan hoyryyn ja kiehuvaa nestettd pumpataan jatkuvasti limpomittarin nupin yli. Nuppia peit-
tdd ohut nestekerros, joka on tasapainossa hoyryn kanssa ilmakehin paineessa. Limpomittari osoittaa siis todellisen
kiehumispisteen ilman ylikuumennuksesta tai hydrostaattisesta paineesta johtuvia virheitd. Kuva 1 esittad Cottrel-
lin alun perin kdyttdimdd pumppua. Kichuva neste on putkessa A. Putken pohjaan kiinnitetty platinalanka B tasoit-
taa kichumista. Sivuputki C johtaa lauhduttimeen, ja vaippa D estdd kylmai lauhdetta padsemastd limpomittarille
E. Kun putkessa A oleva neste kiehuu, suppiloon jdineet kuplat ja neste huuhtovat pumpun F molempien haarojen
kautta limpomittarin nuppia.
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1.5.1.2

1.5.1.3

Kuva 1 Kuva 2

N2 source

Cottrellin pumppu (4)

Termopari

Tyhjion puskuritilavuus
Painemittari

Tyhjio

Mittauspiste

mmg 0w

Lammitysvastus, noin 150 W
Laite

Kuva 2 esittdd hyvin tarkkaa, Cottrellin periaatteen mukaista laitetta. Laitteessa on putki, jonka alaosassa on kie-
huntaosa, keskiosassa jaihdytin ja yldosassa ulostulo ja laippa. Cottrellin pumppu sijoitetaan kiehuntaosaan, jota
kuumennetaan sihkopatruunalla. Limpétila mitataan vaipallisella termoparilla tai vastuslimpoémittarilla, joka vie-
diin laitteen yldosassa olevan laipan kautta sisddn. Ulostulo kytketddn paineensadtojirjestelmain, jossa on tyhjio-
pumppu, puskuritilavuus, paineensiidin paineensddtdon tarvittavan typen johtamiseksi laitteeseen ja manometri.

Menettely

Niyte pannaan putken kiechuntaosaan. Jos ndyte ei ole jauheena, mahdolliset ongelmat voidaan yrittdd ratkaista kuu-
mentamalla jadhdytysvaippaa. Laite suljetaan laipan kohdalta, ja néytteelle tehdddn kaasunpoisto. Menetelma ei
sovellu vaahtoavien aineiden mittaukseen.

Tamin jilkeen asetetaan alin haluttu paine ja aloitetaan kuumennus. Limpoanturi kytketdin samalla
rekisterointilaitteeseen.

Jarjestelmassa vallitsee tasapaino, kun vakiopaineessa mitattu kichumislampétila pysyy vakiona. Kichumisen aikana
on erityisesti valtettivd ndytteen "poukkoilua”. Lisdksi jadhdyttimelld on tapahduttava tdydellinen tiivistyminen. Jos
hoyrynpaineen mddritys tehddan kiinteille aineelle, jonka sulamispiste on alhainen, on varottava lauhduttimen
tukkeutumista.

Tasapainopisteen kitjaamisen jilkeen asetetaan uusi, suurempi paine. Mittauksia jatketaan 10° Pamn paineeseen asti
(vhteensd 5-10 mittausta). Tulokset tarkistetaan toistamalla mittaukset laskevassa painejirjestyksessa.
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1.5.2

1.5.2.1

1.5.2.2

1.5.2.3

Staattinen menetelmi

Periaate

Staattisessa menetelmdssd (5) mitataan tiettyd limpotilaa vastaava hoyrynpaine termodynaamisen tasapainon
vallitessa. Menetelmd soveltuu kiinteiden ja nestemdisten yksi- tai monikomponenttiaineiden tutkimiseen alu-
eclla 10-10° Pa ja huolellisuutta noudattaen my®és alueella 1-10 Pa.

Laite

Laitteessa on vakiolimpdinen haude (tarkkuus + 0,2 K), ndyteastia, joka on liitetty tyhjiolinjaan, sekd manometri ja
paineensditojirjestelmi. Naytekammio (kuva 3 a) on liitetty venttiilin valitykselld tyhjidlinjaan ja differentiaalima-
nometriin (sopivaa painemittarinestettd sisdltavain U-putkeen), joka toimii nollaosoittimena. Differentiaalimano-
metrissa voidaan painealueen ja niytteen kemiallisen kdyttdytymisen perusteella kiyttdd elohopeaa, silikoneja tai
ftalaatteja. Elohopean kdyttod on kuitenkin valtettdvd ympdristosyistd, jos se on mahdollista. Néyte ei saa mainit-
tavassa madrin liueta U-putken nesteeseen tai reagoida sen kanssa. U-putken sijasta voidaan kéyttdd painemittaria
(kuva 3 b). Manometrissa voidaan kéyttdd elohopeaa normaalista ilmanpaineesta 10% Pa:iin asti sekd silikonines-
teitd ja ftalaatteja painealueella 10-10% Pa. Kdytdssd on myds muuntyyppisid painemittareita alle 102 Pa:n mitta-
uksia varten, ja kuumakalvomanometreja voidaan kiyttdd jopa alle 107" Pann paineessa. Limpotila mitataan
nidyteastian ulkopuolelta tai astian sisalta.

Menettely

Kuvan 3 a laitetta kaytettdessd U-putki tdytetddn valitulla nesteelld, jolle on tehtdvd kaasunpoisto korkeassa lam-
potilassa ennen mittauksia. Naytettd pannaan laitteeseen ja sille tehdédin kaasunpoisto alennetussa limpétilassa. Jos
ndyte on monikomponenttinen, limpétilan on oltava niin alhainen, ettei aineen koostumus muutu. Tasapaino voi-
daan saavuttaa nopeammin sekoittamalla ndytettd. Ndyte voidaan jadhdyttdd nestemdiselld typelld tai hiilihappo-
jddlld, mutta silloin on varottava ilmankosteuden tai pumppunesteen lauhtumista. Ndyteastian venttiili avataan ja
ilma poistetaan yllapitdimalld imua usean minuutin ajan. llmanpoisto toistetaan tarvittaessa useita kertoja.

Kuva 3 a Kuva 3 b

. Nayte 7
: Hoéyryfaasi

. Tyhjidventtiili

. U-putki
(apumanometri)
. Paineenosoitin
: Lampdhaude

: Lampdtilamittari ; ﬁg;t;faasi
+ Tyhjiopumppuun 3: Tyhjioventtiil
|ohtava|m1§| 4: Painemittari
- limaus/typpi 5. Paineenosoitin
6: Lampdhaude
7. Lampdtilamittari
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1.53.1

1.53.2

1.5.3.3

Kun ndytettd kuumennetaan venttiilin ollessa suljettu, hoyrynpaine kasvaa, mika vaikuttaa U-putken nestepatsaan
tasapainoon. Tamd kompensoidaan padstimalld typped tai ilmaa laitteeseen, kunnes paine-eron osoitin palaa nol-
laan. Tdhén vaadittava paine voidaan lukea manometrista tai tarkemmasta mittauslaitteesta. Paine vastaa niytteen
hoyrynpainetta kyseisessd mittauslimpdétilassa. Kdytettdessd kuvan 3 b laitetta hoyrynpaineen lukema saadaan
suoraan.

Hoyrynpaine mairitetddn sopivin laimpatilavalein (yhteensd 5-10 mittausta) haluttuun maksimilimpaotilaan asti.

Alhaisen lampotilan mittaukset on toistettava tarkistuksen vuoksi. Jos toistomittauksista saadut tulokset eivit ole
yhtenevid lampoétilan noston aikana saatujen tulosten kanssa, syy voi olla jokin seuraavista:

i)  Nayte sisdltdd vield ilmaa (esimerkiksi aineet, joiden viskositeetti on suuri) tai alhaisessa limpétilassa kiechuvaa
ainetta, joka vapautuu kuumentamisen aikana.

ii) Néytteessd tapahtuu kemiallinen reaktio (esimerkiksi hajoaminen tai polymerisoituminen) mitattavalla
lampotila-alueella.

Isoteniskooppimenetelmi

Periaate

Isoteniskooppimenetelmi (6) rakentuu staattisen menetelmin periaatteelle. Menetelméassd ndyte pannaan isoteni-
skoopin laajennukseen, jota pidetddn vakiolampotilassa. Laajennus on liitetty manometriin ja tyhjiopumppuun.
Epépuhtaudet, jotka ovat haihtuvampia kuin ndyte, poistetaan tekemalld kaasunpoisto alennetussa paineessa. Nayt-
teen hoyrynpaine valituissa lampatiloissa saatetaan tasapainoon inertin kaasun tunnetun paineen kanssa. Isoteni-
skooppi kehitettiin mittaamaan tiettyjen nestemdisten hiilivetyjen hoyrynpainetta, mutta se soveltuu myos
kiinteiden aineiden tutkimiseen. Menetelma ei yleensd sovellu monikomponenttijirjestelmien tutkimiseen. Haih-
tumattomia epapuhtauksia sisdltavistd ndytteistd saaduissa tuloksissa on vain pienid virheitd. Suositeltava mittaus-
alue on 10>-10° Pa.

Laite

Kuvassa 4 on esimerkki mittauslaitteesta. Taydellinen kuvaus esitetddn testimenetelmassa ASTM D 2879-86 (6).

Menettely

Nestemiiset ndytteet toimivat samalla differentiaalimanometrin nesteend. Isoteniskooppiin lisitddn nestettd niin pal-
jon, ettd sen laajennus ja manometrin lyhyempi jalka tayttyvit. Isoteniskooppi liitetdén tyhjidjarjestelmain ja siitd
poistetaan ilma, minki jilkeen se tdytetddn typelld. Tami toistetaan kaksi kertaa hapenjddnnosten poistamiseksi.
Taytetty isoteniskooppi asetetaan vaaka-asentoon siten, ettd niyte levidd ohueksi kerrokseksi laajennuksessa ja
manometrissa. Jarjestelmdn paine lasketaan arvoon 133 Pa ja ndytettd kuumennetaan varovasti, kunnes se alkaa kie-
hua (ndytteeseen liuenneiden kaasujen poisto). Isoteniskoopin asentoa muutetaan niin, ettd niyte palaa laajennuk-
seen ja tdyttdd manometrin lyhyemman jalan. Paine pidetddn 133 Pa:ssa. Laajennuksen nokkaa kuumennetaan
pienen liekin avulla, kunnes néytteestd vapautuu niin paljon hoyryd, ettd niytettd tyontyy laajennuksen yldosasta ja
manometrin varresta isoteniskoopin manometriosaan, jolloin muodostuu hoyrytaytteinen tila, jossa ei ole typpe.
Taman jalkeen isoteniskooppi asetetaan hauteeseen, jonka limpétila on vakio, ja typen painetta siddetddn, kunnes
se on sama kuin néytteen paine. Téssé tilanteessa typen ja ndytteen hoyrynpaine on sama.
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Kuva 4

: Paineensaatd

: Putki, jonka ulkohalkaisija on 8 mm
: Painejarjestelman kuiva typpi

. Naytteen hdyry

: Pieni nokka

Nestemainen nayte

nTMooO >

(Mitat millimetreina)

Kiinteiden aineiden tutkimiseen kéytetédin silikoninesteiden tai ftalaattien kaltaisia manometrinesteitd. Manometri-
nesteen valinta riippuu kulloisestakin paine- ja limpétila-alueesta. Manometrineste, jolle on tehty kaasunpoisto, lisa-
tddn isoteniskoopin pidemman varren pullistumaan. Ndyte pannaan laajennukseen, ja sille tehdddn kaasunpoisto
korkeassa lampatilassa, minkd jilkeen isoteniskooppia kallistetaan, kunnes manometrineste virtaa U-putkeen.

Effuusiomenetelmi: hoyrynpainevaaka (7)

Periaate

Tutkittavasta aineesta otetaan ndyte, jota kuumennetaan pienessd uunissa kelloastiassa, josta on poistettu ilma. Uuni
on peitetty kannella, jossa on pienid aukkoja, joiden halkaisijat tunnetaan. Hoyry, joka vapautuu néytteestd yhden
tillaisen aukon kautta, johdetaan samassa kelloastiassa olevan erittdin herkdn vaa’an vaakakuppiin. Joissakin koejar-
jestelyissd vaakakupin ympirilld on jadhdytyslaatikko, joka johtaa limmon ulkopuolelle. Vaakakuppi jadhdytetdin
sdteilyn avulla, jotta vapautuva hoyry tiivistyisi kupin pinnalle. Hoyryvirran momentti toimii vaakaan kohdistu-
vana voimana. Hoyrynpaine voidaan maarittid kahdella tavalla: suoraan vaakakuppiin kohdistuvasta voimasta tai
haihtumisnopeudesta Hertzin ja Knudsenin yhtilon (2) avulla:

jossa:

G = haihtumisnopeus (kg s m™?)
M = moolimassa (g mol™")

T = limpétila (K)

R = yleinen kaasuvakio (J mol™" K)
p = hoyrynpaine (Pa)

Suositeltava mittausalue on 107~1 Pa.
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1.5.4.2 Laite

Kuva 5 havainnollistaa laitteen yleistd periaatetta.

Kuva 5

m

A:  Aluslevy F: Jddhdytyslaatikko ja kylmédtanko

B:  Kiertokddmimittari G: Haihdutusuuni

C: Kelloastia H: Dewar-astia, jossa on nestemaistd typpea
D:  Vaaka ja vaakakuppi [ Naytteen limpotilan mittaus

E:  Tyhjiomittari J:  Niyte

1.5.5  Effuusiomenetelmi: Knudsen-kenno

1.5.5.1 Periaate

Menetelma perustuu Knudsen-kennosta (8) aikayksikkoa kohti virtaavan, hoyrymaisen ndytteen massan mittaami-
seen. Virtaus tapahtuu mikroaukon ldpi ultratyhjiossd. Ulos virtaavan hoyryn massa saadaan joko maarittamalld
kennon painohdvié tai tiivistimalld hoyry alhaisessa lampdétilassa, minkd jdlkeen hoyrystyneen aineen mdaard
voidaan madrittdd kromatografian avulla. Hoyrynpaine lasketaan Hertzin ja Knudsenin yhtdlon avulla (ks.
kohta 1.5.4.1) kdyttamalld korjauskertoimia, jotka riippuvat laitteen parametreista (9). Suositeltava mittausalue on
1071%-1 Pa (10)(11)(12)(13)(14).

1.5.5.2 Laite

Kuva 6 havainnollistaa laitteen yleistd periaatetta.
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1.5.6.1

Kuva 6

AR A A+ W, W W W W Y

1: Tyhjioliitintd 7:  Kierrekansi
2: Suojatasku platinavastuslimpomittaria tai 8: Siipimutterit
lampéatilan mittausta ja sddtod varten
3: Tyhjiosailion kansi 9: Pultit
4: O-rengas 10: Effuusiokennot (ruostumatonta terdst)
5: Tyhjiosiilio (alumiinia) 11: Limpopatruuna
6: Effuusiokennojen asetus- ja poistolaite

Effuusiomenetelmi: isoterminen termogravimetria

Periaate

Menetelmissd madritetddn naytteen kithdytetyt haihtumisnopeudet korkeissa limpétiloissa ja ymparoivissd pai-
neessa termogravimetrian avulla (10)(15)(16)(17)(18)(19)(20). Haihtumisnopeudet v, saadaan kisittelemalld valit-
tua ainetta hitaasti virtaavalla inertilld kaasulla ja rekisteroimalld painohavio tietyissd isotermisissd lampétiloissa T
(kelvineind) tiettyjen ajanjaksojen kuluessa. Hoyrynpaineet p lasketaan vi-arvoista hdyrynpaineen logaritmin ja
haihtumisnopeuden logaritmin lineaarisen suhteen perusteella. Tarvittaessa voidaan tehdi ekstrapolointi lampoti-
loihin 20 ja 25 °C tekemilld regressioanalyysi logaritmista p; limpétilan kddnteisarvon 1/T suhteen. Menetelmalld
voidaan tutkia aineita, joiden hoyrynpaine voi olla niinkin alhainen kuin 107'° Pa (107'? mbar). Tutkittavien ainei-
den puhtauden on oltava niin ldhelld 100:aa prosenttia kuin mahdollista, jotta mitattuja painohavioita ei tulkittaisi
vadrin.
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1.5.6.2

1.5.6.3

Laite

Kuva 7 havainnollistaa koejirjestelyn yleistd periaatetta.

Kuva 7
Mikrovaaka
Typpikaasu —
ympardivassa A
paineessa i}
\—_I;. | |
1
I
l
Rotametri | .
Saatoventtiili |_— Uuni
h-""“---.
Naytele
Sorptioyksikko ! yislovy

\ — |

1 I
:\ | |
g aatoventlii \
< Imupumppu
Piirturi

Vakiovirtausrotametri, jossa
on valoilmaisinjarjestelma

Lampatilaohjatussa kammiossa olevaan mikrovaakaan ripustetun néytelevyn yli virtaa kuiva typpikaasu, joka kan-
taa ndytteen hoyrystyneet molekyylit mukanaan. Tultuaan ulos kammiosta kaasuvirta puhdistuu sorptioyksikossa.

Menettely

Niyte levitetddn karhennetun lasilevyn pintaan tasaiseksi kerrokseksi. Jos néyte on kiinted, se liuotetaan sopivalla
liuottimella ja liuosta levitetddn tasaisesti ndytelevylle, joka kuivataan inertissd ympdristossd. Nain késitelty levy
ripustetaan mittausta varten termogravimetriseen analysaattoriin, ja sen painohdviotd mitataan jatkuvasti ajan
funktiona.

Haihtumisnopeus v, tietyssd lampotilassa lasketaan ndytelevyn painohdviostd Am seuraavalla kaavalla:

Vo= ﬁ—fnt(gcmfzhfl)

jossa F on levitetyn ndytteen pinta-ala (yleensd niytelevyn pinta-ala) ja t on painohdvion Am vaatima aika.
Hoyrynpaine py lasketaan haihtumisnopeuden v, funktiona seuraavan kaavan mukaan:
Log pr = C + D log v

jossa C ja D ovat koejdrjestelykohtaisia vakioita, jotka riippuvat mittauskammion halkaisijasta ja kaasun virtaus-
nopeudesta. Vakiot on maédritettdvd kerran mittaamalla sarja yhdisteitd, joiden hdyrynpaineet tiedetddn, ja teke-
malld regressio, jossa log vy riippuu log ppstd (11)(21)(22).
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Hoyrynpaineen py ja kelvineind ilmaistun limpétilan T vilinen suhde on seuraava:

Logpr=A+B 1T

jossa A ja B ovat vakioita, jotka on saatu muuttujien log p ja 1/T vilisestd regressiosta. Yhtilon avulla voidaan las-
kea mitd tahansa limpatilaa vastaava hoyrynpaine kayttamalld ekstrapolointia.

1.5.7  Kaasunkyllistysmenetelmi (23)

1.5.7.1 Periaate

Inerttid kaasua johdetaan huoneenldimpatilassa tietylld virtausnopeudella néytteen lapi tai yli siten, ettd ndytteen
hoyry ehtii kyllastdd kaasun. Kaasufaasin kylldstyminen on ratkaisevan tirkedd. Kaasun kuljettama aine kerataan tal-
teen, yleensd sorbentin avulla, ja sen maird mitataan. Hoyryn kerddmisen ja sitd seuraavan analyysin sijasta kulje-
tettu ainemddrd voidaan maarittid myos suora-analyysin (esimerkiksi kromatografian) avulla. Héyrynpaine
lasketaan olettaen, etti ideaalikaasulaki on voimassa ja ettd kaasuseoksen kokonaispaine on yhta kuin seoksessa ole-
vien kaasujen paineiden summa. Néytteen osapaine eli hoyrynpaine lasketaan kaasujen tunnetun kokonaistilavuu-
den ja kuljetetun aineen painon avulla.

Kaasunkylldstysmenetelmd soveltuu kiinteiden ja nestemdisten aineiden tutkimiseen. Silld voidaan mitata hoyryn-
paineita arvoon 107'° Pa saakka (10)(11)(12)(13)(14). Menetelmi on kaikkein luotettavin mitattaessa alle 10° Pa:n
héyrynpaineita. Tatd suuremmilla arvoilla hoyrynpaineet arvioidaan yleensd liian suuriksi, todennikoéisesti aeroso-
lien muodostumisen vuoksi. Koska hyrynpaineen mittaukset tehddén huoneenlimpétilassa, ei ole tarpeen ekstra-
poloida korkeampia limpétiloja koskevia tietoja. Tallaista ekstrapolointia véltetddn, koska se voi aiheuttaa vakavia
virheitd.

1.5.7.2  Laite

Menetelmassi kdytetddn sdiliotd, jonka limpatila on vakio. Kuvan 8 piirros esittad sdiliotd, joka sisaltaa kolme kiin-
tedn néytteen ja kolme nestemdisen néytteen pidintd. Niiden avulla kiintedstd tai nestemdisestd ndytteestd voidaan
tehdi kolme analyysid. Limpatila sdddetdan + 0,5 °Cin tarkkuudella tai tarkemmin.

Kuva 8
Eristetty sailié
Hehkulamppu
\‘EP/ e — N5 ulos
\E E/ virtausmittariin
Tuuletin —_—
N, Sis&an —— ——— TN gl |
] s ] o=
v
n 000 ¥ I
Kiinte&n naytteen
ja sorbentin pidin
T U" }
& oo Ulj 7
& 500 Y
Nestemaisen naytteen
Ll ja sorbentin pidin _}\jll L
® [6]e1¢] 1
KLémménvaihdin
L ® (kuparikierukka) |
Hienosaatoventtiili |-| rl ;\
Kolmitieventtiili . Ny ulos

N

Inerttind kantokaasuna kiytetddn yleensi typped, mutta joskus voidaan tarvita muutakin kaasua (24). Kantokaasun
on oltava kuiva. Kaasuvirta jaetaan kuudeksi osavirraksi, joita siddetddn neulaventtiileilld (aukot noin 0,79 mm) ja
jotka johdetaan siilioon kupariputkien kautta (sisahalkaisija 3,8 mm). Limpdtilatasoituksen jalkeen kaasu virtaa
ndytteen ja sorbenttiloukun ldpi ja sen jilkeen ulos sdiliosta.
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1.5.7.3

Kiinted ndyte pannaan lasiputkeen, jonka sisdhalkaisija on 5 mm ja jossa on ndytteen molemmin puolin lasivilla-
tulpat (ks. kuva 9). Kuva 10 esittdd nestemdisen naytteen pidinti ja sorbenttijarjestelmai. Nesteiden hoyrynpainei-
den mittauksissa parhaiten toistettavissa oleva menetelmd on valaa nestettd lasihelmien tai inertin sorbentin, kuten
piidioksidin paalle ja tayttdd naytteenpidin néilla helmilld. Vaihtoehtona on antaa kantokaasun kulkea karkean fri-
tin kautta ja kuplia nestemdistd néytettd sisdltdvan kolonnin ldpi.

Kuva 9 Kuva 10

N, ulos

N, ulos

/ I N, sisaan
Sorbentti Lasivilla
\
= Sorbenttia s Lasihelmia
sisaltava putki =B dagimai
%= Lasivilla (siséhalkaisija 5 e
B 5 mm) -
& H S
G | I |
N i HH
K'"ntetat { i £:
ainee - I\ HH.
JF; Lasivillaa
& +— Nesteloukku
N, siséii:-'w'nT

Sorbenttijrjestelmdssd on etummainen ja takimmainen sorptio-osa. Hyvin alhaisilla hoyrypaineilla sorbentti pidat-
t4d vain pienid ainemddrid, jolloin adsorboituminen lasivillaan seki ndytteen ja sorbentin vilisen lasiputken seiniin
voi olla vakava ongelma.

Toinen tehokas tapa keritd hoyrystynyt materiaali talteen on kayttda loukkuja, jotka jadhdytetddn hiilihappojaalla.
Ne eivit aiheuta kylldstymiskolonniin kohdistuvaa vastapainetta, ja niihin jddneen ainemdiran kerddminen on
helppoa.

Menettely

Ulos virtaavan kantokaasun virtausnopeus mitataan huoneenlimpatilassa. Virtausnopeus tarkistetaan useita ker-
toja kokeen aikana, jotta kantokaasun kokonaistilavuudesta saadaan luotettava arvo. Jatkuva mittaus massavirtaus-
mittarin avulla on suositeltavaa. Kaasufaasin kylldstyminen voi vaatia huomattavan pitkdn kontaktiajan, minka
vuoksi kaasun virtausnopeuden on oltava suhteellisen pieni (25).

Kokeen lopussa sorbenttijirjestelman molemmat osat analysoidaan erikseen. Niissd olevat aineet desorboidaan lisda-
milld liuotinta. Ndin saadut liuokset analysoidaan kvantitatiivisesti, jotta voidaan méarittdd kummastakin osasta
desorboituneen ainemdaarin paino. Analyysimenetelmédn (kuten my6s sorbentin ja desorboivan liuottimen) valinta
riippuu néytteen ominaisuuksista. Desorption tehokkuus madritetddn ruiskuttamalla tunnettu maard naytettd sor-
benttiin, desorboimalla se ja analysoimalla ndin saatu médrd. On tirkedd, ettd desorption tehokkuus tarkistetaan
kdyttamalld pitoisuutta, joka on sama tai lihes sama kuin niytteen pitoisuus koeolosuhteissa.

Kantokaasun kyllastyminen tutkittavalla aineella varmistetaan kdyttamalld kolmea eri kaasunvirtausnopeutta. Kaa-
sun oletetaan olevan kyllastynyt, jos laskettu hyrynpaine ei muutu eri virtausnopeuksilla.
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1.5.8.1

1.5.8.2

2.1

Hoyrynpaine lasketaan seuraavan kaavan avulla:

jossa

p = hoyrynpaine (Pa)

W = haihdutetun nédytteen massa (g)

V= kyllastetyn kaasun tilavuus (m?)

R = yleinen kaasuvakio (8,314 ] mol™" k™)
T = lampétila (K)

M = niytteen moolimassa (g mol™).

Mitatut tilavuudet on korjattava virtausmittarin ja kyllastimen vilisten paine- ja limpétilaerojen suhteen.

Pyo6riva roottori

Periaate

Menetelmissd kiytetddn pyorivadn roottoriin perustuvaa viskositeettimittaria, jossa mittauselementtind on pieni
teraspallo, joka lefjuu magneettikentdssd ja pyorii pyorivien kenttien vaikutuksesta (26)(27)(28). Pallon pyorimis-
nopeus saadaan anturikelojen avulla. Kun pallo on saavuttanut tietyn pyorimisnopeuden (yleensd noin 400 kier-
rosta sekunnissa), magnetointi lopetetaan, jolloin pyo6riminen hidastuu kaasukitkan vaikutuksesta.
Pyérimisnopeuden pienenemiset mitataan ajan funktiona. Hoyrynpaine voidaan pddtelld méddrittamalld terdspallon
nopeuden pieneneminen paineen vaikutuksesta. Suositeltava mittausalue on 107-0,5 Pa.

Laite

Laitteen periaatepiirros on kuvassa 11. Mittapdi on suljettu vakiolimpdiseen tilaan (sddtotarkkuus 0,1 °C). Nayte-
sdilio asetetaan erilliseen koteloon (sddtotarkkuus jilleen 0,1 °C), ja jirjestelmin kaikkia muita osia pidetddn lam-
mitettyind tiivistymisen estimiseksi. Koko laite on liitetty tyhjiojrjestelmaan.

Kuva 11

{// s . L
Z
E
f v A: Pydrivalla roottorilla varustettu mittapaa
A 2 B: Naytekenno
C: Termostaatti
| ] v D: Tyhjidlinja (turbopumppu)
] E: limatermostaatti
77 7 7
| _]
1 1<l 7 2
/BN
— /] S - o 7

TIEDOT JA NIIDEN RAPORTOIMINEN

TIEDOT

Kaikissa edelld kuvatuissa menetelmissd hoyrynpaine madritetddn vahintddn kahdessa lampotilassa. Laimpotila-
alueella 0-50 °C suositellaan vahintddn kolmea mittausta, jotta hdyrynpainekéyran lineaarisuus voitaisiin tarkistaa.
Kiytettdessd effuusiomenetelmai (Knudsen-kennoa tai isotermistd termogravimetriaa) tai kaasunkylldstysmenetel-
maéd mittausten lampotila-alueeksi suositetaan alueen 0-50 °C sijasta aluetta 120-150 °C.
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2.2

TESTIRAPORTTI

Testiraportissa on esitettdva seuraavat tiedot:

—  kdytetty menetelmd,

— aineen tarkka spesifikaatio (tunnistustiedot ja epapuhtaudet) ja mahdolliset esipuhdistukset,

— vahintddn kaksi hoyrynpaine- ja limpétila-arvoa — ja mieluiten kolme tai enemmin — alueelta 0-50 °C (tai
120-150 °C),

— lampaotila-arvoista ainakin yhden on oltava 25 °C tai vihemmdn, jos se on valitussa menetelmassa teknisesti
mahdollista,

—  kaikki ldhtoarvot,

— kdyrd, joka kuvaa log p:n ja lampatilan kddnteisarvon 1/T vilistd riippuvuutta,

— arvio hoyrynpaineesta 20 tai 25 °C:n lampatilassa.

Jos aineessa tapahtuu muutoksia (olomuodon muutos, hajoaminen), on lisiksi ilmoitettava:
— muutoksen luonne,

— lampatila, jossa muutos tapahtui ilmakehdn paineessa,

— héyrynpaine 10 °C ja 20 °C muutoslimpétilan alapuolella sekd 10 °C ja 20 °C tdmdn limpétilan ylipuolella
(ellei kyseessi ole muutos kiintedstd olomuodosta kaasuksi).

Raportissa on esitettivd myos kaikki sellaiset tiedot ja huomautukset, joilla on merkitystd tulosten tulkinnan kan-
nalta, erityisesti epapuhtauksien ja aineen fysikaalisen olomuodon osalta.
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Lisdys
Arviointimenetelmi
JOHDANTO
Hoyrynpaineen arvioituja arvoja voidaan kayttad, kun halutaan:

—  paattad, mikd kokeellisista menetelmistd on sopiva,

— saada arvio tai raja-arvo tapauksissa, joissa kokeellista menetelma ei voida kéyttdd teknisistd syistd.

ARVIOINTIMENETELMA

Nesteiden ja kiinteiden aineiden hoyrynpaine voidaan arvioida muunnetun Watson-korrelaation (a) avulla. Ainoa tarvittava
kokeellinen tieto on normaali kichumispiste. Menetelmaa voidaan kéyttdd painealueella 10°~107° Pa.

Tarkemmat tiedot menetelmistd esitetddn kirjassa "Handbook of Chemical Property Estimation Methods” (b). Ks. myos
OECD Environmental Monograph No.67 (c).

LASKENTA

Hoyrynpaine lasketaan seuraavasti:

T m
3-2— _—
AH
lanp = - -2m{3-2—| In—
AZ,RT, T T, T,
T,
jossa
T = kyseinen limpotila
T, = normaali kichumispiste
P, = hoyrynpaine limpatilassa T
AH,, = hoyrystymislimpo
AZ, = puristuvuustekiji (arvioitu arvo 0,97)
m = empiirinen kerroin, joka vaihtelee fysikaalisen olomuodon mukaan kyseisessd lampotilassa.
Lisaksi
AI{Vb

=K,(8.75+RInT,)
b

jossa K on empiirinen vakio, jolla otetaan huomioon aineen polaarisuus. Viitteessd (b) on lueteltu Kp-vakiot useille
sekoitetyypeille.

Usein on saatavana tietoja kichumispisteestd alennetussa paineessa. Talloin hoyrynpaine voidaan viitteen (b) mukaan laskea
seuraavasti:

AH,, T\"T, " T
InP_~InP, + 1-3-2—| —-2m[3-2—| In—
» AZ,RT, T T T,

jossa T, on kiehumispiste alennetussa paineessa P;.
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RAPORTTI

Arviointimenetelmad kiytettdessd raportissa on esitettava yksityiskohtaiset selvitykset laskennasta.

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

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

1.2

1.3

1.4

LITE I

A.22. KUITUJEN HALKAISIJAN PITUUSPAINOTETTU GEOMETRINEN KESKIARVO

MENETELMA

JOHDANTO

Tassd testiohjeessa kuvataan menettely, jolla voidaan mitata bulkkimateriaalien tai -tuotteiden sisdltdimien keino-
tekoisten mineraalikuitujen halkaisijan pituuspainotettu geometrinen keskiarvo (LWGMD, Length Weighted Geo-
metric Mean Diameter). Koska populaation LWGMD on 95 prosentin todenndkoisyydelld 95 prosentin
luottamustasojen valilli (LWGMD # 2 x keskivirhe), kirjattu arvo (testin tulos) on niytteen alempi 95 prosentin
luottamustaso (ts. LWGMD miinus kaksi keskivirhettd). Menetelmidn perustana on tarkistettu versio (kesi-
kuu 1994) HSE:n (Health and Safety Executive, UK) teknisestd menetelmistd, josta sovittiin ECFIA:n (European
Ceramic Fibres Industry Association) ja HSE:n vilisessd kokouksessa Chesterissd 26.9.1993 ja joka kehitettiin
toista laboratorioiden vilistd koetta varten sekd kyseisen kokeen tulosten perusteella (1, 2). Kyseiselld mittaus-
menetelmilld voidaan médrittdd kuidun halkaisija bulkkimateriaaleissa tai -tuotteissa, jotka siséltavat keinotekoi-
sia mineraalikuituja, esimerkiksi tulenkestdvid keraamisia kuituja, keinotekoisia lasikuituja ja yksikide- tai
monikidekuituja.

Pituuspainotuksella kompensoidaan vaikutusta, jonka pitkien kuitujen sirkymiselld (ndytteenoton tai kasittelyn
yhteydessd) on halkaisijoiden kokojakaumaan. Keinotekoisten mineraalikuitujen kokojakaumaa maéaritettdessd
kiytetddn geometrisia tilastomuuttujia (geometrista keskiarvoa), koska ndiden halkaisijoiden kokojakaumat ovat
yleensd lahelld logaritmista normaalijakaumaa.

Kaikkien kuitujen pituuden ja halkaisijan mittaaminen on pitkallistd ja aikaavievdd, mutta jos vain ne kuidut mita-
taan, jotka koskettavat ddrettoman ohutta viivaa pyyhkdisyelektronimikroskoopin tarkastelukentdssd, méadrityn
kuidun valinnan todennikéisyys on suhteessa kyseisen kuidun pituuteen. Koska pituus on tité kautta otettu huo-
mioon pituuspainotetuissa mittauksissa, ainoa tarvittava mittaus on halkaisijan mittaus, jotta voidaan méarittaa
LWGMD miinus kaksi keskivirhettd.

MAARITELMAT

Hiukkanen: kappale, jonka pituus-leveyssuhde on alle 3:1

Kuitu: kappale, jonka pituus-leveyssuhde (muotosuhde) on vahintddn 3:1.

SOVELTAMISALA JA RAJOITUKSET

Menetelmé on suunniteltu médrittimaan halkaisijoiden kokojakaumat, kun keskihalkaisija on valilld 0,5 pm —
6 pm. T4td suurempia halkaisijoita voidaan mitata kdyttamalld pienempid pyyhkiisyelektronimikroskoopin suu-
rennuksia, mutta menetelman tarkkuus vahenee siirryttiessd pienempiin halkaisijoihin. Jos keskihalkaisija on alle
0,5 pm, suositellaan lipaisyelektronimikroskoopin kayttod.

TESTIMENETELMAN PERTAATE

Kuituhuovasta tai irtonaisesta bulkkikuidusta otetaan useita edustavia kairausnaytteitd. Naytteiden pituutta lyhen-
netddn murskaamalla, ja edustava ndyte dispergoidaan veteen. Néytteestd otetaan osandytteet, jotka suodatetaan
polykarbonaattisuodattimen ldpi (huokoskoko 0,2 pm) ja preparoidaan pyyhkaisyelektronimikroskoopilla teh-
tavad tutkimusta varten. Kuitujen halkaisijat mitataan vihintaan suurennuksella 10 000 x (') kdyttden viivan leik-
kauspistettd kdyttivad menetelméd, jotta keskihalkaisija voidaan estimoida harhattomasti. Alempi 95 prosentin
luottamustaso madritetddn (yksipuolisen testin perusteella), jotta saadaan estimaatti materiaalin kuitujen halkai-
sijan geometrisen keskiarvon alimmasta arvosta.

() Suurennus on tarkoitettu 3 pm:n kuiduille; 6 pm:n kuiduille voi soveltua paremmin suurennus 5 000 x.
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1.5.3.2

TESTIMENETELMAN KUVAUS

Turvallisuus ja varotoimet

Fyysinen altistus ilmassa leijuville kuiduille on minimoitava ja kuivien kuitujen kisittelyssd on kéytettiva veto-
tai hansikaskaappia. Fyysistd altistusta on seurattava mdadrédvilein, jotta voidaan madrittdd turvamenetelmien
tehokkuus. Keinotekoisia mieneraalikuituja kisiteltdessd on kiytettdvd kertakdyttohansikkaita ihodrsytyksen
ehkiisemiseksi ja ristikontaminaation estdmiseksi.

Laitteet

Puristin ja puristusmuotit (paine 10 MPa)

polykarbonaattisuodattimet, joiden halkaisija on 25 mm ja joissa on kapillaarihuokoset (huokoskoko
0,2 ym)

selluloosaesterisuodatin (huokoskoko 5 pm) varasuodattimena

lasinen suodatuslaite (tai kertakdyttosuodatinjirjestelmd), joka soveltuu halkaisijaltaan 25 mm:n kokosille
suodattimille (esim. Milliporen lasinen mikroanalyysijarjestelma, tyyppi XX10 025 00)

vastatislattu vesi, joka on suodatettu (huokoskoko 0,2 pm) mikro-organismien poistamiseksi

péillystyslaite (kulta tai kulta/palladium)

pyyhkiisyelektronimikroskooppi, jonka erotuskyky 10 nm ja suurennus 10 000 x

spaattelit, skalpelli (tyyppi 24), pinsetit, pyyhkéisyelektronimikroskoopin putket, hiililiima tai -teippi, kol-
loidinen hopea

ultraddnisondi tai ultradanihaude

kairauslaite tai korkkipora kairausnéytteiden ottamiseksi kuituhuovasta.

Testimenettely

Ndytteenotto

Kuituhuovasta tai -levystd otetaan néytteet 25 mmu:n kairalla tai korkkiporalla. Néytteet pitiisi ottaa tasaisin vili-
matkoin, jos huopa on lyhyt, tai sattumanvaraisesti valituilta alueilta, jos huopa on pitkd. Samoja vilineitd voi-
daan kiyttdd sattumanvaraisten niytteiden ottamiseksi irrallisesta kuidusta. Naytteitdi on mahdollisuuksien
mukaan otettava kuusi siten, ettd otetaan huomioon bulkkimateriaalin spatiaalinen vaihtelu.

Kaikki kuusi kairausndytettd murskataan halkaisijaltaan 50:mm kokoisessa puristusmuotissa paineella 10 Mpa.
Materiaali sekoitetaan spaattelilla ja puristetaan uudelleen paineella 10 MPa. Sen jilkeen materiaali poistetaan
puristusmuotista ja varastoidaan sinetoityyn lasipulloon.

Naytteiden preparointi

Orgaaninen sideaine voidaan tarvittaessa poistaa panemalla kuitu uuniin (limpétila 450 °C) noin tunniksi.

Niytteestd muodostetaan kartio, joka ositetaan neljadn osaan (timi olisi tehtdvi vetokaapin sisalld).

Pieni mddrd < 0,5 g) néytettd lisitddn spaattelilla 100 ml:aan vastatislattua vettd, joka on suodatettu kalvosuo-
dattimen ldpi (huokoskoko 0,2 pm) (myos muulla tavalla valmistettua ultrapuhdasta vettd voidaan kayttid, jos
sen voidaan osoittaa olevan tarkoitukseen sopivaa). Ndyte dispergoidaan kokonaan ultradgdnisondilla, jota kayte-
tddn 100 W:n teholla ja sellaisella saddolld, ettd syntyy kavitaatiota. (Jos sondia ei ole kaytettavissa, kdytetddan seu-
raavaa menetelméd: ravistellaan ja kdannellddn ylosalaisin 30 sekunnin ajan, pannaan viideksi minuutiksi
ultraddnihauteeseen ja ravistellaan ja kddnnellddn ylosalaisin uudelleen 30 sekunnin ajan.)
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1.5.3.3.1

1.53.3.2

1.53.4

1.5.3.4.1

Vilittomasti ndytteen dispergoinnin jilkeen siitd otetaan osandytteet (esim. kolme naytettd, 3, 6 ja 10 ml) kayt-
tamalld levedsuista pipettid (kapasiteetti 2-5 ml).

Kukin osandyte suodatetaan polykarbonaattivakuumisuodattimella (huokoskoko 0,2 um), jonka yhteydessd on
MEC-varmistussuodatin (huokoskoko 5 pm), kdyttdimalld 25 mm:n lasista suodatinsuppiloa, jossa on sylinteri-
miinen siilio. Suppiloon pannaan noin 5 ml suodatettua tislattua vettd, ja osandyte pipetoidaan hitaasti veteen
pitden pipetin padatd meniskuksen alla. Pipetti ja siilio huuhdellaan perusteellisesti pipetoinnin jilkeen, koska
ohuet kuidut jddvat usein pintoihin.

Suodatin poistetaan varovasti ja erotetaan varmistussuodattimesta ennen sen asettamista kuivumaan.

Suodatinkalvolla olevasta saostumasta leikataan neljasosa tai puolet skalpellilla (tyyppi 24) kdyttdmalld edesta-
kaista liikettd. Leike kiinnitetddn varovasti pyyhkaisyelektronimikroskoopin ndytealustalle hiiliteipilla tai -liimalla.
Kolloidihopeaa aplikoidaan vihintdan kolmeen paikkaan, jotta sahkokontakti olisi parempi suodattimen ja ndy-
tealustan reunoilla. Kun liima tai kolloidinen hopea on kuivunut, kerroksen pinta paallystetddn kullalla tai kulta-
palladiumseoksella (paksuus noin 50 nm).

Pyyhkdisyelektronimikroskoopin kalibrointi ja kdytto

Kalibrointi

Pyyhkiisyelektronimikroskoopin kalibrointi on tarkistettava vahintddn kerran viikossa (micluiten kerran paivissa)
kéyttamalld sertifioitua kalibraattoria. Kalibrointi on tarkistettava sertifioituihin standardiarvoihin nahden, ja jos
mitattu arvo ei ole * 2 % sertifioidusta arvosta, kalibrointia on sdddettdvi ja se on tarkistettava uudelleen.

Pyyhkiisyelekronimikroskoopin erotuskyvyn on oltava vihintddn sellainen, ettd silli pystytddn erottamaan
0,2 pm:n halkaisija (aito ndytematriisi), kun suurennus on 2 000 x.

Kiytto

Pyyhkadisyelektronimikroskooppia pitiisi kayttdd suurennuksella 10 000 x olosuhteissa (*), jotka mahdollistavat
hyvin erotuskyvyn hitailla pyyhkaisynopeuksilla (esim. 5 sekuntia/pyyhkiisy). Vaikka eri pyyhkaiselektronimik-
roskooppien kiyttovaatimukset voivat vaihdella, parhaan nidkyvyyden ja erotuskyvyn aikaansaamiseksi atomi-
painoltaan suhteellisen kevyilli materiaaleilla olisi kéytettavd kiihdytysjannitettdi 5-10 keV sekd pientd
pyyhkiisypisteen kokoa ja lyhyttd tyoskentelyetdisyyttd. Suoritettaessa lineaarista pyyhkiisya pitdisi kdyttdd 0°:n
kallistuskulmaa uudelleenfokusoinnin minimoimiseksi, tai jos pyyhkdisyelektronimikroskoopissa on eusentri-
nen objektipoytd, tulisi kdyttdd eusentristd tyoskentelyetdisyyttd. Pienempdd suurennusta voidaan kdyttdd, jos
materiaali sisdltdd ainostaan suuria kuituja (halkaisija > 5 pm).

Koon mddritys

Tutkimus pienilld suurennuksilla ndytteen arvioimiseksi

Nayte arvioidaan aluksi pienilld suurennuksilla. Télloin tarkistetaan, onko ndytteessd suurien kuitujen rykelmis,
ja arvioidaan kuitujen tiheys. Jos kuidut esiintyvit paljon rykelmind, suositellaan uuden niytteen ottamista.

Tilastotulosten luotettavuuden takaamiseksi on mitattava riittavésti kuituja. Suuri kuitujen tiheys voi ndyttda
timén vuoksi tarpeelliselta, koska tyhjien kenttien tutkimimen on aikaavievai eikd tue analyysid. Jos suodatin on
kuitenkin ylikuormattu, on vaikea mitata kaikkia mitattavissa olevia kuituja, ja koska suuret kuidut voivat peittd
nakyvistd pienemmat kuidut, pienemmat kuidut voivat jaadd mittaamatta.

LWGMD-arvon yliarvioiminen voi johtua kuitujen tiheyksistd, jotka ovat yli 150 kuitua yhti lineaarisen pyyh-
kéisyn millimetrid kohti. Toisaalta pienet tiheydet pidentdvit analyysiin tarvittavaa aikaa. Siksi on usein kustan-
nustehokkaampaa preparoida ndyte, jossa kuitujen tiheys on ldhempana optimia, kuin jatkaa mittauksia tiheyden
ollessa pieni. Optimitiheys on sellainen, ettd yhtd nikokenttdd kohti on keskimdarin yksi tai kaksi mitattavissa
olevaa kuitua suurennuksella 5 000 x. Optimitiheys riippuu kuitenkin kuitujen koosta (halkaisijasta), joten tut-
kijan on harkittava, onko kuitujen tiheys optimaalinen vai ei.

() 3 pm:n kuitujen osalta ks. edellinen alaviite.
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1.5.3.4.3

2.1

Kuitujen halkaisijan pituuspainotus

Vain ne kuidut lasketaan, jotka koskettavat (ddrettoman) ohutta viivaa (tai leikkaavat sen) pyyhkaisyelektroni-
mikroskoopin nikokentissd. Tatd varten niakokentin keskustan yli vedetddn vaakasuora (tai pystysuora) viiva.

Vaihtoehtoisesti nakokentin keskelle asetetaan yksi piste ja kdynnistetdan jatkuva pyyhkdisy yhteen suuntaan suo-
dattimen yli. Jokainen kuitu, jonka muotosuhde on yli 3:1 ja joka koskettaa titd pistetti tai leikkaa sen, mitataan
ja kirjataan.

Kuitujen koon maédritys

Suositellaan, ettd vihintddn 300 kuitua mitataan. Kukin kuitu mitataan vain kerran kohdassa, jossa se leikkaa ken-
tdssd olevan viivan tai pisteen (tai leikkauskohtaa ldhelld olevassa kohdassa, jos kuidun reunat peittyvit niky-
vistd). Jos kuidun poikkileikkaukset eivit ole kauttaaltaan samat, on kéytettdvd mittausta, joka edustaa kuidun
keskiarvoa. Reuna on mddriteltdvd huolellisesti ja mitattava lyhyin vilimatka kuidun reunojen valilld. Mittaukset
voidaan tehdi suoraan tai (valo)kuvista. Kdytettaviksi suositellaan puoliautomaattisia mittausjirjestelmid, jotka
lataavat tiedot suoraan laskentataulukkoon, koska ne sddstdvit aikaa, eliminoivat kopiointivirheiden mahdolli-
suuden, ja laskenta voidaan automatisoida.

On tarkistettava pienelld suurennuksella, etté pitkien kuitujen péat eivit kierry takaisin mittauskenttdén ja ettd ne
mitataan vain kerran.

TULOKSET

TULOSTEN KASITTELY

Kuitujen halkaisijat eivit tavallisesti edusta normaalijakaumaa. Logaritmimuunnoksen avulla on kuitenkin mah-
dollista saada jakauma, joka on lahelld normaalijakaumaa.

Lasketaan n kuitujen halkaisijan (D) luonnollisten logaritmien (InD) aritmeettinen keskiarvo (keskiarvo InD) ja kes-
kihajonta (SDy,p).

*InD
n (1)

mean InD =

Z(InD —mean lnD)2

SDlnD = T )

Keskihajonta jaetaan mittausten lukumadran (n) neliéjuurella keskivirheen (SE,,;,) méarittdmiseksi.

S SD
D — % (3)

Viahennetddn keskiarvosta 2 x keskivirhe ja maaritetddn tdiméan arvon (keskiarvo miinus 2 x keskivirhe) ekspo-
nenttiarvo, mikd antaa geometrisen keskiarvon miinus 2 x geometrinen keskivirhe.

LWGMD — 2SE = e(minl, lnD72SE1nd)
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3. RAPORTOINTI

TESTISELOSTE
Testiselosteessa on annettava ainakin seuraavat tiedot:
— arvo LWGMD miinus 2 x keskivirhe

— mahdolliset poikkeamiset testimenettelysta (erityisesti ne, joilla voi olla vaikutusta tulosten tarkkuuteen
tai luotettavuuteen) perusteluineen.

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

2. G. Burdett and G. Revell. Development of a standard method to measure the length-weigthed geometric
mean fibre diameter: Results of the Second inter-laboratory exchange. IR/L/MF|94/07. Project R42.75 HPD.
Health and Safety Executive. Research and Laboratory Services Division. 1994.
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LITE 1II

B.46 REKONSTRUOITUA IHMISORVASKESIMALLIA KAYTTAVA IN VITRO -ITHOARSYTTAVYYSTESTI

1.1

1.2

MENETELMA

JOHDANTO

Thoarsytykselld tarkoitetaan korjautuvan ihovaurion syntymista enintdan neljd tuntia kestdneen testiaineen annos-
telun jalkeen [kuten on mddritelty Yhdistyneiden Kansakuntien (YK) GHS-jdrjestelmdssd (Globally Harmonised
System for the Classification and Labelling of Chemical Substances and Mixtures)] (1). Tdssd testimenetelmassa
vahvistetaan in vitro -menettely, jota tietovaatimuksista riippuen voidaan kiyttda luotettavasti yksittdisena kor-
vaavana testind aikaisempaan ndyttoon perustuvassa testausstrategiassa aineiden aiheuttaman ihoarsytyksen méa-
rittdmiseen (2).

Thoirsyttiavyyden arviointi on tyypillisesti edellyttinyt koe-cldinten kdyttod (ks. menetelméd B.4) (3). Eldinten
hyvinvointiin liittyvien niakokohtien osalta voidaan todeta, ettd menetelmalld B.4 ihosyovyttivyys ja ihodrsytta-
vyys voidaan madritelld soveltamalla vaiheittaista testausstrategiaa kdyttden in vitro ja ex vivo -menetelmid, joita
kiyttimalld valtetddn eldimille aiheutuva kipu ja kidrsimys. Kolme validoitua in vitro -testimenetelmad tai
-testausohjetta, eli B.40, B.40bis ja TG 435 (4, 5, 6) ovat hyodyllisid B.4:n vaiheittaisen testausstrategia

syovyttdvyysosiossa.

Tami testimenetelmé perustuu rekonstruoituun ihmisorvaskesimalliin, jonka kokonaissuunnittelu (thmisesta
perdisin olevan orvaskeden keratinosyyttien kdyttiminen solujen lihteeni ja edustava kudos- ja soluarkkiteh-
tuuri) jaljittelee laheisesti ihmisihon ylemmin kerroksen eli epidermiksen biokemiallisia ja fysiologisia ominai-
suuksia. Tdssd testimenetelmissd esiteltdvalli menettelylld drsyttdvien aineiden aiheuttamat vaarat voidaan
tunnistaa YK:n GHS-luokan 2 mukaisesti. Tahén testimenetelmaan sisdltyy myos sarja suoritusvaatimuksia, joilla
voidaan arvioida samanlaisia ja muunnettuja rekonstruoituun ihmisorvasketeen perustuvia testimenetelmia (7).

Kahden in vitro -testimenetelmdn (8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17), joissa kdytetddn rekonstruoitua ihmisor-
vaskesimallia ja jotka ovat kaupallisesti saatavilla nimilld EpiSkin™ ja EpiDerm™, osalta on saatu paitokseen vali-
dointia edeltdvid vaihetta, optimointia ja validointia koskevat tutkimukset. Ndmd perustuvat riskilausekkeeseen
R.38. Tiettyja GHS-jarjestelman tarkoituksiin tehtdvien laskelmien on kasitelty kirjallisuuslahteessd 25. Menetel-
mid, joiden suorituskyky on vastaava kuin EpiSkin™-menetelmén (validoitu vertailumenetelmi 1), suositellaan
kaytettavaksi erillisend kanin in vivo -testin korvaavana testimenetelmana luokiteltaessa GHS-luokkaan 2 kuulu-
via drsytystd aiheuttavia kemikaaleja. Menetelmid, joiden suorituskyky on vastaava kuin EpiDerm™-menetelmin
(validoitu vertailumenetelmi 2), suositellaan kdytettdviksi ainoastaan seulontatestimenetelmini tai osana vai-
heittaista aikaisempaan néyttoon perustuvaa testausstrategiaa luokiteltaessa GHS-luokkaan 2 kuuluvia drsytysti
aiheuttavia aineita. Ennen kuin ehdotettua ihodrsyttivyytta selvittivdd rekonstruoitua ihmisorvaskesimallia kdyt-
tdvad in vitro -testid voidaan kayttdd sddntelytarkoituksiin, olisi sen luotettavuus, merkittavyys (tarkkuus) ja ehdo-
tetun kdyton rajoitukset mddritettdvd, jotta voidaan varmistaa, ettd sitd voidaan verrata validoituun
vertailumenetelméin 1 tissi testimenetelmiss (liite) vahvistettujen suoritusvaatimusten mukaisesti.

Kaksi muuta rekonstruoitua ihmisorvaskettd kiyttavaa in vitro -testimenetelmad on validoitu timin testimenetel-
man vaatimusten mukaisesti. Niilld on saatu vastaavia tuloksia kuin validoidulla vertailumenetelmalla 1 (18).
Ndmd ovat muutettu EpiDerm™ -testimenetelmd (muutettu vertailumenetelmd 2) ja SkinEthic RHE™
-testimenetelmd (ns. me-too-menetelma 1).

MAARITELMAT

Tassd testimenetelmissd sovelletaan seuraavia maaritelmia:

Tarkkuus: testimenetelmin tulosten ja hyviksyttyjen vertailuarvojen vilinen ero. Se on testimenetelmén suori-
tuskyvyn mitta ja yksi merkityksellisyyden osa-alueista. Tarkkuutta ja vastaavuutta kdytetddn usein toisiaan kor-
vaavasti tarkoittamaan testimenetelmalld saatujen oikeiden tulosten osuutta.

Erin kontrolliaine: vertailuaine, jolla saadaan kudoksen solujen elinkyvyn keskimédiriinen taso.
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1.3

Solujen elinkyky: muuttuja, jolla mitataan solupopulaation kokonaisaktiivisuutta esim. solujen mitokondrioi-
den  dehydrogenaasien  kykyd  pelkistid = védriaine =~ MTT  (3—(4,5-dimetyylitiatsol-2-yyli)-2,5-
difenyylitetrasoliumbromidi, tiatsolyylisininen), joka mittaussuureesta ja testimenetelmastd riippuen korreloi
solujen kokonaismddrain ja/tai elinkykyyn.

ETs,: altistusaika, joka tarvitaan, jotta solujen elinkyky vahenee 50 % applikoitaessa merkkiainetta tietyssd, maa-
rityssd pitoisuudessa, ks. myos ICs,,.

Viirien negatiivisten tulosten osuus: Niiden positiivisten aineiden osuus, jotka testimenetelma yksiloi virheel-
lisesti negatiivisiksi. Se on erés testimenetelmén suorituskyvyn indikaattoreista.

Viirien positiivisten tulosten osuus: Niiden negatiivisten aineiden (muut kuin tehoaineet) osuus, jotka testi-
menetelmi yksiloi virheellisesti positiivisiksi. Se on erds testimenetelman suorituskyvyn indikaattoreista.

Rajoittamaton annos: Iholle applikoidun testiaineen maard, joka ylittdd méédran, joka tarvitaan ihopinnan peit-
timiseksi kokonaisuudessaan ja tasaisesti.

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals; kemikaalien maailman-
laajuisesti yhdenmukaistettu luokitus- ja merkintdjirjestelmi): Tissd jdrjestelmdssd luokitellaan aineet ja
seokset fysikaalisten, terveyteen ja ympdristoon liittyvien vaarojen standardityyppien ja -tasojen mukaisesti ja
niille osoitetaan vaaraviestinnan tunnukset, kuten kuvamerkit, huomiosanat, vaaralausekkeet, turvalausekkeet ja
turvatiedotteet, jotta voidaan vilittad tietoa kemikaalien kielteisistd vaikutuksista ihmisten ja ympariston suoje-
lemiseksi (esimerkiksi tyonantajille, tyontekijoille, kuljettajille, kuluttajille ja pelastushenkilostolle) (1) ja pantu ty-
tantoon EU:ssa asetuksella (EY) N:o 1272/2008.

ICs,: Pitoisuus, jossa merkkiaine alentaa solujen elinkykyd 50 prosentilla (ICs,) sovitun altistusajan jilkeen, ks.
my0s ETs,.

Suoritusvaatimukset: Validoituihin vertailumenetelmiin perustuvat standardit, jotka toimivat perustana arvioi-
taessa ehdotetun mekaanisesti ja toiminnallisesti samanlaisen testimenetelmén vertailtavuutta. Sithen sisaltyvit I)
testimenetelmdn oleelliset osat; vahimmaisluettelo vertailuaineista, jotka on valittu niiden aineiden joukosta, joita
on kdytetty osoittamaan validoidun vertailumenetelmén hyviksyttavaa suorituskykyd; ja IIl) verrattavissa olevat
tarkkuuden ja luotettavuuden tasot, jotka perustuvat sithen validoidusta vertailumenetelmistd saatuihin tulok-
siin, jotka ehdotetun testimenetelman olisi osoitettava, kun sitd arvioidaan vertailuaineiden vahimmaisluettelon
avulla.

Luotettavuus: Laajuus, jolla testimenetelma on toistettavissa samassa laboratoriossa tai eri laboratorioissa ajan
myotd kaytettdessd samaa menettelyd. Se arvioidaan laskemalla toistettavuus samassa laboratoriossa ja eri
laboratorioissa.

Herkkyys: Niiden positiivisten/aktiivisten aineiden osuus, jotka on luokiteltu testissd oikein. Silld mitataan luo-
kiteltuja tuloksia tuottavan testimenetelman tarkkuutta. On tirkedd ottaa herkkyys huomioon arvioitaessa testi-
menetelmédn merkityksellisyytta.

Spesifisyys: Niiden negatiivisten/muiden kuin aktiivisten aineiden osuus, jotka on luokiteltu testissd oikein. Silld
mitataan luokiteltuja tuloksia tuottavan testimenetelman tarkkuutta. On tirkedi ottaa spesifisyys huomioon arvi-
oitaessa testimenetelman merkityksellisyytta.

Thoirsyttivyys: Palautuvan ihovaurion ilmaantuminen enintdin neljd tuntia kestineen testiaineen annostelun
jalkeen. Thodrsytys on paikallisesti esiintyvi, ei-immunogeeninen reaktio, joka kehittyy pian stimulaation jalkeen
(24). Sen tirkeimmit ominaispiirteet ovat sen palautuvuus, johon liittyy tulehdusreaktioita, ja useimmat tuleh-
dusreaktioon liittyvit drsyttivyyden kliiniset ominaispiirteet (eryteema, 6deema, kutina ja kipu).

SOVELTAMISALA JA RAJOITUKSET

Tahan testimenetelméddn kuuluvan rekonstruoitua ihmisorvaskettd koskevan testin rajoitus on, ettd siind luoki-
tellaan aineet ihodrsytystd aiheuttaviksi ainoastaan YK:n GHS-luokan 2 mukaisesti. Koska aineiden luokittelu vaih-
toehtoiseen YK:n GHS-luokkaan 3 ei ole mahdollista, jdljelle jadvid aineita ei luokitella lainkaan. Sddntelytarpeista
ja mahdollisten uusien tulostapahtumien lisédmisestd me-too-kokeiden parantamisesta tai uusien kehittdmisestd
riippuen titd testimenetelmda voidaan joutua tarkistamaan.

Talla testimenetelmalld voidaan tunnistaa drsytystd aiheuttavien yhdestd ainesosasta koostuvien aineiden aiheut-
tamat vaarat (19), mutta se ei tarjoa riittdvasti tietoa ihon sydpymisesta. Silld ei voida testata kaasuja ja aerosoleja,
eikd seoksia ole vield arvioitu validointitutkimuksessa.
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1.4

1.5

1.6

TESTIN PERIAATE

Testiainetta applikoidaan paikallisesti kolmiulotteiseen rekonstruoituun ihmisorvaskesimalliin, joka koostuu
ihmisestd saaduista tavallisista orvaskeden keratinosyyteistd, jotka on viljelty ihmisen orvaskeden monikerroksi-
seksi, tdysin erilaistuneitten solujen malliksi. Se koostuu jirjestyneisti ja selkeistd tyvisolu-, okasolu- ja jyvaisker-
roksista ja monikerroksisesta marraskedestd, joka sisdltdd solujenvalisid lapellaarisia lipidikerroksia, jotka ovat
jarjestaytyneet samanlaisiin kuvioihin, kuin in vivo -kokeissa muodostuneet kuviot.

Rekonstruoitua ihmisorvaskettd koskevan malliméérityksen periaate perustuu oletukseen, jonka mukaan syovyt-
tdvid aineita ovat ne, jotka pystyvit lapdisemaan marraskeden diffundoitumalla ja ovat myrkyllisid soluille alla ole-
vissa kerroksissa. Solujen elinkyvyn mittaus perustuu siihen, ettd dehydrogenaasi muuntaa vériaine MTT:n
[[3-(4,5-dimetyylitiatsol-2-yyli)-2,5-difenyylitetrasoliumbromidi, tiatsolyylisininen, Einecs-nro 206-069-5, CAS-
nro 298-93-1] siniseksi formatsaanisuolaksi, joka mitataan méérillisesti, kun se on uutettu kudoksista (20). Arsy-
tystd aiheuttavat aineet tunnistetaan niiden kyvystid alentaa solun elinkyky4 maariteltyjen kynnysarvojen (esim. <
50 % YK:n GHS-luokka 2:n drsyttavit aineet) alle. Sellaisia aineita, joiden yhteydessa solujen elinkyky on yli méa-
ritellyn kynnysarvon (esim. > 50 %, ei luokitusta), ei luokitella.

Rekonstruoitua ihmisorvaskettd voidaan kdyttdd esimerkkimenetelménd testattaessa kiinteitd aineita, nesteitd,
puolikiinteitd aineita tai vahamaisia aineita. Nesteet voivat olla vesiliukoisia tai orgaanisia liuoksia; kiintedt aineet
voivat olla joko veteen liukenevia tai veteen liukenemattomia. Kiintedt aineet olisi mahdollisuuksien mukaan tes-
tattava hienona jauheena. Rekonstruoidun ihmisorvaskeden esimerkkimenetelmin validoinnissa kdytettiin 58
tarkkaan valittua ainetta, jotka edustavat monia eri kemiallisia luokkia, joten on odotettavissa, ettd testid sovel-
letaan yleisesti eri kemiallisissa luokissa (16). Validointiin kuuluu 13 GHS-luokkaan 2 kuuluvaa drsyttavaa ainetta.
Olisi otettava huomioon, ettd syovyttamattomid happoja, eméksid, suoloja ja muita epdorgaanisia aineita ei sisal-
lytetty validointiin. Tiettyjd tunnettuja orgaanisten drsyttavien aineiden luokkia, kuten vetyperoksideja, fenoleita
ja pinta-aktiivisia aineita ei myoskddn sisallytetty validointiin tai ne sisallytettiin vain rajoitetusti.

PATEVYYDEN OSOITUS

Ennen kuin laboratoriot ryhtyvit kiyttimaan timén testimenetelmidn mukaista validoitua menetelmad, ne voivat
osoittaa teknisen pdtevyytensa taulukossa 1 suositeltujen 10 aineen avulla. Téssi testimenetelméssd YK:n GHS:n
vaihtoehtoista luokkaa 3 ei pidetd luokkana. Sellaisten timién testimenetelmidn mukaisesti kehitettyjen uusien ja
samantyyppisten (me-too) testimenetelmien, jotka vastaavat rakenteellisesti ja toiminnallisesti validoituja vertai-
lumenetelmid tai muunnettuja validoituja menetelmid, vertailukelpoinen luotettavuus ja tarkkuus olisi osoitet-
tava timin testimenetelmin liitteessd vahvistettujen suorituskykyvaatimusten mukaisesti ennen kuin niitd
kdytetddn sddnndsten nojalla tehtiviin testeihin.

Taulukko 1

Pitevyyden osoittamisessa kiytettivit aineet, jotka ovat my®os liitteessi lueteltuja vertailuaineita

Aine CAS-numero In vivo -tulos Fﬁgi:}gizn GHS-luokka
naftaleenietikkahappo 86-87-3 0 kiinted ei luokitusta
isopropanoli 67-63-0 0,3 neste ei luokitusta
metyylistearaatti 112-61-8 1 kiinted ei luokitusta
heptyylibutyraatti 5870-93-9 1,7 neste valinnainen

luokka 3
heksyylisalisylaatti 6259-76-3 2 neste valinnainen

luokka 3
syklameenialdehydi 103-95-7 2,3 neste luokka 2
1-bromiheksaani 111-25-1 2,7 neste luokka 2
butyylimetakrylaatti 97-88-1 3 neste luokka 2
1-metyyli-3-fenyyli-1-piperatsiini 5271-27-2 3,3 kiinted luokka 2
heptanaali 111-71-7 4 neste luokka 2

MENETELMAN KUVAUS

Seuraavassa esitellddn rekonstruoitua ihmisorvaskesimallia kdyttivin ihodrsyttdvyystestin osat ja menettelyt.
Rekonstruoitu ihmisorvaskesimalli voidaan valmistaa tai hankkia kaupallisesti (esim. EpiSkin™, EpiDerm™ ja Ski-
nEthic RHE™). EpiSkin™-, EpiDerm™- ja SkinEthic RHE™- standarditestimenetelmit ovat verkkosivulla
http:/[ecvam.jrc.ec.europa.eu (21, 22, 23). Testauksessa olisi noudatettava scuraavaa:
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1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.1.2.1

1.6.1.2.2

1.6.1.2.3

1.6.1.2.4

1.6.1.2.5

Rekonstruoidun ihmisorvaskesimallin osat

Mallin yleiset ehdot

Epiteelin valmistamiseen on kdytettivd normaaleja ihmisen keratinosyytteja. Toimivan marraskeden alla on oltava
useita kerroksia eldvid epiteelisoluja (tyvisolukerros, okasolukerros ja jyviiskerros). Marraskedessi olisi oltava
useita kerroksia ja tarvittava lipidiprofiili, jotta se voi tarjota toimivan esteen ja kykenee torjumaan solumyrkyl-
listen merkkiaineiden, kuten natriumdodekyylisulfaatin (SDS) tai Triton X-100:n, nopean ldpdisyn. Lapdisyn esto-
kykyi voidaan arvioida joko marittimalld pitoisuus, jossa merkkiaine vihentdd kudosten elinkykyé 50 prosentilla
(IC50) vahvistetun altistusajan jalkeen, tai maarittamalld altistusaika, joka tarvitaan solun elinkyvyn vihenemi-
seen 50 prosentilla (ET5,) applikoitaessa tietyn ja vahvistetun pitoista merkkiainetta. Mallin on oltava sellainen,
ettd marraskeden ympdrilld olevan materiaalin padsy eldvddn kudokseen estyy, koska se heikentdisi mallin kykya
mallintaa ihoaltistusta. Thomallissa ei saa olla kontaminaatiota (esim. bakteerit, virukset, mykoplasmat tai
sieni-itiot).

Mallin toimintaa koskevat ehdot

Solujen elinkyky

Elinkyvyn mairityksessd suositellaan kaytettavaksi MTT:td (20). Negatiivisella kontrollilla késitellystd kudoksesta
uutetun (liuotetun) viriaineen optisen tiheyden (OD) on oltava ainakin 20 kertaa suurempi kuin pelkdn uutta-
misliuottimen OD-arvo. Olisi dokumentoitava, ettd negatiivisella kontrollilla kasitellyn kudoksen on oltava sta-
biili viljelyssd (solujen elinkykyd koskevien mittaustulosten on oltava samanlaisia) koko testiin liittyvin
altistusajan.

Lipdisyn esto

Marraskeden ja sen rasvakoostumuksen olisi oltava riittivi estimédn solumyrkyllisten merkkiaineiden, kuten
SDS:n tai Triton X-100:n nopea lapdisy, kuten on arvioitu ICs:114 tai ETs:1l4.

Morfologia

Asianmukaisen pitevyyden omaavan henkiloston olisi suoritettava rekonstruoidun ihon/orvaskeden histologi-
nen tutkimus, jolla osoitetaan, ettd rekonstruktiolla on vastaava rakenne kuin ihmisiholla/ihmisorvaskedelld
(my6s monikerroksinen marraskesi).

Uusittavuus

Tiettyd mallia kdyttavin menetelman tulokset olisi voitava uusia ajan myotd mieluiten asianmukaisella erdn kont-
rolliaineella (vertailuaineella) (ks. liite).

Mallin laatukontrollit

Kunkin orvaskesimallierdn olisi tdytettivd madritellyt tuotannon vapauttamisperusteet, joiden joukosta elinky-
kyisyyttd (kohta 1.6.2.1), ja lapdisyn estoa (kohta 1.6.1.2.2) koskevat perusteet ovat merkityksellisimmat. Tho-
mallin tuottajan (tai sisdistd mallia kdytettdessd tarkastajan) olisi annettava IC5y:n tai ET5qin hyvdksyttavyyden
vaihteluvili (ylempi ja alempi raja-arvo). Laboratorion olisi kudokset saatuaan todennettava niiden ldpdisynesto-
ominaisuudet. Ainoastaan hyvaksytyilld kudoksilla saadut tulokset voidaan hyviksya luotettavaksi ennusteeksi
arsytyksen vaikutuksista. Validoitujen vertailumenetelmien hyvaksyttavyyden vaihteluvilit annetaan esimerkkina
jaljempana.

Taulukko 2

Esimerkkeji laatukontrollin erinvapauttamisperusteista

Alempi hyviksyttivyys- Hyviksyttivyyd A . .
empt ylZi?a Sytavyys yviessiti:r‘\’f);y en Ylempi hyviksyttivyysraja
Validoitu vertailumenetelmi 1 | 1C;, = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC5, = 3,0 mg/ml
(18 tunnin kasittely SDS:11a
Validoitu vertailumenetelmid 2 | ET, = 4,8 tuntia ETs, = 6,7 tuntia ETs, = 8,7 tuntia
(1 % Triton X100)
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1.6.1.3

1.6.1.4

1.6.1.5

2.1

Testi- ja kontrolliaineen applikoiminen

Kussakin kisittelyssa ja kontrollissa on kiytettavi riittdvd mddrd kudosndytteitd (vahintdin kolme naytettd kisit-
telyd kohden). Sekd nestemdisid ettd kiinteitd aineita kdytettdessa olisi applikoitava riittdvd madrd testiainetta tasai-
sesti ihon pinnalle kuitenkin niin, ettei kdytetd rajoittamatonta annosta (ks. kohta 1.2 Madritelmdt). Olisi siis
kdytettdvd vihintddn 25 pLjem? tai 25 mg/em?. Kiinteitd aineita kaytettdessd olisi orvaskeden pinta kostutettava
ionisoimattomalla tai tislatulla vedelld ennen aineen applikointa, jotta ihoon saadaan hyvi kosketus. Kiinteit
aineet olisi mahdollisuuksien mukaan testattava hienona jauheena. Altistuksen jilkeen testiaine pestdan huolel-
lisesti ihon pinnalta sopivalla vesiliukoisella puskuriliuoksella tai 0,9 % NaCl:la. Rekonstruoidusta ihmisorvas-
kesimallista riippuen altistusaika voi olla 15-60 minuuttia ja inkubaatiolimpdtila 20-37 °C. Yksityiskohtaiset
tiedot ovat kolmea menetelméd koskevissa vakiomenettelyissd (21, 22 ja 23).

Kussakin tutkimuksessa olisi kdytettdvd rinnakkaisia negatiivisia ja positiivisia kontrolleja osoittamaan, ettd
kudoksen elinkyky (negatiivinen kontrolli), lipdisyn esto ja kudoksen herkkyys testin jalkeen (positiivinen kont-
rolli) ovat mddritellyn aikaisemman hyvaksyttavyysvilin sisalld. Positiivisena kontrolliaineena suositellaan kay-
tettavaksi 5 prosenttista vesiliukoista SDS:44. Suositeltavat negatiiviset kontrollit ovat vesi tai fosfaattipuskuroitu
suolaliuos (OSB).

Solujen elinkykymittaukset

Testimenettelyn tirkein osa on se, ettd elinkykymittauksia ei suoriteta heti testiaineille altistumisen jilkeen, vaan
vasta, kun kudokset on Kkisittelyn jilkeen huuhdeltu ja kun ne ovat olleet riittdvan pitkdn inkubaatioajan tuo-
reessa clatusaineessa. Inkubaatioaika mahdollistaa palautumisen heikoista ihodrsytysvaikutuksista ja selkeiden
sytotoksisten vaikutusten esilletulon. Testin optimointivaiheen aikana (9, 10, 11, 12 ja 13) on osoittautunut opti-
maaliseksi 42 tunnin kasittelyn jalkeinen inkubaatioaika, jota onkin néin ollen kéytetty vertailutestimenetelmien
validoinnissa.

MTT:n konversiotesti on méirillinen validoitu menetelmd, jota olisi kdytettavi solun elinkyvyn mittaamiseen. Se
on yhdenmukainen kolmiulotteisen kudosrakenteen kiyton kanssa. Thondyte pannaan 3 tunniksi MTT-liuokseen,
jonka pitoisuus on sopiva (esim. 0,3-1 mg/ml). Saostunut sininen formatsaani uutetaan kudoksesta liuottimella
(esim. isopropanoli tai hapan isopropanoli), ja formatsaanipitoisuus mdiritetidn mittaamalla OD-arvo
570 nm:ssd, £ 30 nm.

Testiaineen optiset ominaisuudet tai sen kemiallinen reaktio MTT:n kanssa voivat aiheuttaa sen, ettd testissi saa-
daan vidri arvio elinkyvysti (koska testiaine voi estdd tai muuttaa vérin muodostumisen tai vaihtoehtoisesti ai-
heuttaa sen). Ndin voi tapahtua, jos erityistd testiainetta ei poisteta iholta kokonaisuudessaan huuhtelemalla, tai
jos se imeytyy orvasketeen. Jos testiaine reagoi suoraan MTT:n kanssa, se on luonnostaan virillinen, tai jos se vér-
jaytyy kudoksen kisittelyn aikana, on kaytettavi lisakontrolleja, jotta voidaan havaita ja korjata testiaineen vai-
kutus solujen elinkyvyn mittaukseen. Yksityiskohtainen kuvaus MTT:n suoran pelkistyksen testaamisesta on
validoituja vertailumenetelmid koskevassa testimenetelmassd (21, 22 ja 23). Naistd héirioistd johtuva ei-spesifinen
véri saa olla enintddn 30 prosenttia negatiivisesta kontrollista (jolloin voidaan vield tehdd korjauksia). Jos
ei-spesifinen véri on > 30 %, testiaine on sopimaton testiin.

Testin hyviksyttévyysperusteet

Kussakin hyviksyttyja erid (ks. kohta 1.6.1.2.5) kéyttavissa testissd olisi negatiivisella kontrollilla kasiteltyjen
kudosten OD:n oltava vastaava kuin kudoksilla, joille on suoritettu kaikki kuljetus- ja vastaanottovaiheet sekd
drsyttavyystestiprotokollat. Kontrollien OD-arvot eivit saisi olla alhaisemmat kuin vahvistetut aikaisemmat alem-
mat rajat. Vastaavasti positiivisella kontrollilla eli 5 prosenttisella vesiliukoisella SDS:114, kisiteltyjen kudosten olisi
ilmennettidvi kudosten jéljelld olevaa herkkyyttd ja niiden kykyi reagoida drsytystd aiheuttavaan aineeseen kus-
sakin yksittdisessi testissd (esim. elinkyky < 40 % validoidussa vertailumenetelmissa 1 ja < 20 % validoidussa ver-
tailumenetelméssd 2). Olisi mddriteltdva tihdn liittyvit ja asianmukaiset poikkeamat kudosnéytteiden valilld
(esimerkiksi vakiopoikkeamien olisi oltava < 18 %).

MITTAUSTULOKSET

MITTAUSTULOKSET

Kunkin testin osalta olisi esitettdvé taulukkomuodossa yksittdisid rinnakkaisia testindytteitd koskevat mittaustu-
lokset (esimerkiksi kunkin testiaineen OD-arvot ja solujen elinkyvyn laskettua prosentuaalista osuutta koskevat
tiedot, mukaan luettuna luokittelu), ja tarvittaessa myos mittaustulokset toistetuista kokeista. Lisdksi olisi esitet-
tava kunkin kokeen keskiarvo * keskihajonta. Kunkin testatun aineen osalta olisi esitettdva havaittu vuorovaiku-
tus MTT-reagenssin ja vrillisten testiaineiden kanssa.
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2.2

3.1

TULOSTEN TULKINTA

Negatiivisen kontrollin OD-arvon katsotaan testissd edustavan 100-prosenttista solujen elinkykya. Kullekin tes-
tindytteelle saaduista OD-arvoista voidaan laskea solujen elinkyky prosentteina negatiivisesta kontrollista. Pro-
sentuaalinen solujen elinkyvyn raja-arvo, jolla erotetaan arsyttavit testiaineet luokittelemattomista testiaineista,
ja tulosten arviointiin ja drsyttavien aineiden tunnistamiseen kdytettavit tilastomenetelmit, olisi mériteltava sel-
vésti ja dokumentoitava, ja niiden on osoitettava olevan soveltuvia. Validoituihin vertailumenetelmiin liittyvat
arsytyksen ennusteen raja-arvot on esitetty jaljempana.

Testiaineen katsotaan aiheuttavan ihodrsytystd YK:n GHS-luokan 2 mukaisesti:

i) jos kudoksen elinkyky altistuksen ja kisittelyn jalkeisen inkubaation jilkeen on alhaisempi tai yhtd suuri kuin
(<) 50 %.

Testiaineella ei katsota olevan luokitusta:

i) jos kudoksen elinkyky altistuksen ja kisittelyn jalkeisen inkubaation jilkeen on suurempi kuin (>) 50 %.

RAPORTOINTI

TESTIRAPORTTI

Testiraportissa on esitettdvé seuraavat tiedot:

Testi- ja kontrolliaineet:

—  kemiallinen nimi/kemialliset nimet, kuten I[UPAC- tai CAS-nimi sekd CAS-numero, jos se tiedetddn,
— aineen puhtaus ja koostumus (painoprosentteina),

— tutkimuksen suorittamisen kannalta merkitykselliset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet (kuten fysikaalinen
olomuoto, stabiilius ja haihtuvuus, pH ja vesiliukoisuus, jos se tiedetddn),

— tarvittaessa testi- tai kontrolliaineiden késittely ennen testid (esim. limmittdminen tai jauhaminen),
— varastointiolosuhteet.

Kaytetyn ihomallin ja testisuunnitelman perustelut.

Testiolosuhteet:

—  kdytetty solujdrjestelma,

— solujen elinkykyméarityksessd kdytetyn mittauslaitteen ja kaistanpadstosuotimen (esim. spektrofotometri)
kalibrointiedot,

— téydelliset tiedot kaytetyn spesifisen ihomallin tueksi (mm. mallin suorituskyky). Niitd voivat olla, luettelon
olematta tyhjentava:

i)  solujen elinkyky
ii) ldpdisyn esto
iii) morfologia
iv) uusittavuus ja ennustettavuus
v)  mallin laatukontrollit
— tiedot kdytetystd testimenettelystd,

— testissd kaytetyt annokset, altistuksen kesto ja kasittelyn jalkeinen inkubaatioaika,



Euroopan unionin virallinen lehti 24.8.2009

kuvaus testimenettelyjen mahdollisista muutoksista,
viittaukset mallia koskeviin aiempiin tietoihin. N&itd voivat olla, luettelon olematta tyhjentava:
i)  laatukontrollitietojen hyviksyttavyys verrattuna aikaisempia erid koskeviin tietoihin;

ii) positiivisten ja negatiivisten kontrollien hyviksyttivyys verrattuna positiivisten ja negatiivisten kont-
rollien keskiarvoihin ja vaihteluvaleihin,

kéytettyjen arviointitietojen kuvaus, mukaan luettuina ennustettavuusmallin raja-arvojen valinnan perusteet.

Tulokset:

yksittdisistd testindytteistd saadut tulokset taulukkomuodossa,

kuvaus muista havaituista vaikutuksista.

Tulosten tarkastelu.
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Lisdys

Ehdotetun rekonstruoitua ihmisorvaskesimallia kiyttivin in vitro -ihodrsytystestin
suorituskykyominaisuuksien arviointi

JOHDANTO

Taman testimentelmén nojalla kiytettaviksi ehdotettavat menettelyt olisi arvioitava niin luotettavuuden ja tarkkuuden maa-
rittdmiseksi kdyttdmalld aineita, jotka kuvastavat koko Draizen ihodrsytyksen pisteytysasteikkoa. Kun ehdotettu menettely
arvioidaan kayttdmalld 20 suositeltua vertailuainetta (taulukko 2), sen luotettavuus- ja tarkkuusarvojen olisi oltava vastaavat
kuin validoidulla vertailumenetelmalld 1 (taulukko 3) saadut arvot (1). Jdljempdna II ja IIl kohdassa annetaan tarkkuus- ja
luotettavuusarvot, jotka olisi saavutettava. Naihin on sisillytetty asiaan vaikuttaviin kemiallisiin luokkiin kuuluvat luokitte-
lemattomat ja luokitellut (YK:n GHS-luokka 2) aineet, jotta ehdotetun testimenetelmin luotettavuus- ja suorituskykyarvoja
(herkkyys, spesifisyys, vdarit negatiiviset ja positiiviset arvot sekd tarkkuus) voidaan verrata validoidulla vertailumenetelma
1:114 saatuihin arvoihin. Testimentelmén luotettavuus sekd sen kyky tunnistaa oikein YK:n GHS-luokkaan 2 kuuluvat drsy-
tystd aiheuttavat aineet olisi médritettdvd ennen se kdyttdmistd uusien aineiden testaamiseen.

SUORITUSVAATIMUKSET

Suoritusvaatimuksiin kuuluu kolme seuraavaa osatekijda: 1) Testimenetelman oleelliset osat, II) Vertailuaineet ja III) Maari-
tellyt tarkkuus- ja luotettavuusarvot (2). Nama suoritusvaatimukset perustuvat ECVAMin ihodrsytystd validointitutkimuk-
sen suorittamisen jalkeen madriteltyihin suoritusvaatimuksiin (3).

Testimenetelmiin oleelliset osat

Mallin yleiset ehdot

Epiteelin valmistamiseen on kdytettdvd normaaleja ihmisen keratinosyytteja. Toimivan marraskeden alla on oltava useita
kerroksia eldvid epiteelisoluja (tyvisolukerros, okasolukerros ja jyvdiskerros). Marraskedessd olisi oltava useita kerroksia
ja tarvittava lipidiprofiili, jotta se voi tarjota toimivan esteen ja kykenee torjumaan solumyrkyllisten merkkiaineiden,
kuten SDS:n tai Triton X-100:n, nopean ldpaisyn. Lapaisyn estokykyi voidaan arvioida joko mairittdimalld pitoisuus,
jossa merkkiaine vahentdd kudosten elinkykyd 50 prosentilla (IC5,) vahvistetun altistusajan jilkeen, tai maarittamalld
altistusaika, joka tarvitaan solun elinkyvyn vahenemiseen 50 prosentilla (ETs,) applikoitaessa tietyn ja vahvistetun
pitoista merkkiainetta. Mallin on oltava sellainen, ettd marraskeden ympirilld olevan materiaalin paasy elavidn kudok-
seen estyy, koska se heikentaisi mallin kykyd mallintaa ihoaltistusta. Thomallissa ei saa olla kontaminaatiota (esim. bak-
teerit, virukset, mykoplasmat tai sieni-itiot).

Mallin toimintaa koskevat ehdot

Solujen elinkyky

Elinkyvyn maarityksessi suositellaan kiytettavaksi MTT:td (4). Negatiivisella kontrollilla ksitellystd kudoksesta uute-
tun (liuotetun) vériaineen optisen tiheyden (OD) on oltava ainakin 20 kertaa suurempi kuin uuttamisliuottimen
OD-arvo. Olisi dokumentoitava, ettd negatiivisella kontrollilla kasitellyn kudoksen on oltava stabiili viljelyssd (solujen
elinkykyd koskevien mittaustulosten on oltava samanlaisia) koko testiin liittyvan altistusajan.

Ldpdisyn esto

Marraskeden ja sen rasvakoostumuksen olisi oltava riittiva estimadn solumyrkyllisten merkkiaineiden, kuten SDS:n tai
Triton X-100:n nopea lapdisy, kuten on arvioitu ICs:1ld tai ETs 4.

Morfologia

Asianmukaisen pitevyyden omaavan henkilston olisi suoritettava rekonstruoidun ihon/orvaskeden histologinen tut-
kimus, jolla osoitetaan, ettd rekonstruktiolla on vastaava rakenne kuin ihmisiholla/ihmisorvaskedelld (my6s moniker-
roksinen marraskesi).
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Uusittavuus

Tiettyd mallia kdyttdvin menetelman tulokset olisi voitava uusia ajan myotd mieluiten asianmukaisella erdn kontrolli-
aineella (vertailuaineella) (ks. madritelmédt kohdassa 1.2).

Mallin laatukontrollit

Kunkin orvaskesimallierdn olisi tdytettava madritellyt tuotannon vapauttamisperusteet, joiden joukosta elinkykyisyyttd ja
lapdisyn estoa koskevat perusteet ovat merkityksellisimmit. Thomallin tuottajan (tai sisdistd mallia kdytettdessd tarkasta-
jan) olisi annettava IC5y:n tai ETsq:n hyviksyttivyyden vaihteluvili (ylempi ja alempi raja-arvo). Laboratorion olisi
kudokset saatuaan todennettava niiden ldpaisynesto-ominaisuudet. Ainoastaan hyviksytyilld kudoksilla saadut tulokset
voidaan hyviksya luotettavaksi ennusteeksi drsytyksen vaikutuksista. Validoitujen vertailumenetelmien hyviksyttavyy-
den vaihteluvilit annetaan esimerkkina jdljempéna.

Taulukko 1

Esimerkkeji laatukontrollin erinvapauttamisperusteista

Alempi hyviksyttivyysraja Hyvili(lzss)lf(ti;ér\"/);yden Ylempi hyviksyttivyysraja
Validoitu vertailumenetelmi 1 IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18 tunnin kasittely SDS:114)
Validoitu vertailumenetelmi 2 ETs, = 4,8 tuntia ETs, = 6,7 tuntia ETs, = 8,7 tuntia
(1 % Triton X100)

Vertailuaineet

Vertailuaineita kdytetddn médrittimaan, onko ehdotetun uuden rekonstruoitua ihmisorvaskettd kdyttavan in vitro
-testimenetelmdn, jonka luotettavuuden ja tarkkuuden on osoitettu olevan rakenteellisesti ja toiminnallisesti riittdvassd
madrin validoituja vertailumenetelmid vastaava, tai validoidun vertailumenetelmin vihdistd muutosta edustava suori-
tuskyky vastaava kuin validoidun vertailumenetelman 1 (1). Taulukossa 20 lueteltuihin vertailuaineisiin kuuluu muihin
asiaa koskeviin kemiallisiin luokkiin sekd YK:n GHS-luokkaan 2 kuuluvia aineita. Tdssd luettelossa on 10 YK:n GHS-
luokkaan 2 kuuluvaa ainetta, 3 YK:n GHS:n vaihtoehtoiseen luokkaan 3 kuuluvaa ainetta ja 7 luokittelematonta ainetta.
Téssid testimenetelmdssd YK:n GHS:n vaihtoehtoista luokkaa 3 ei pidetd luokkana. Vertailuaineet ovat niiden aineiden
vahimmaismaard, joita olisi kdytettivd arvioitaessa ehdotetun rekonstruoitua ihmisorvasketta kiyttivin testimenetel-
min tarkkuutta ja luotettavuutta ihodrsytyksen havaitsemisessa. Jos lueteltuja aineita ei ole saatavissa, olisi kdytettava
muita aineita, joista on riittavasti in vivo -vertailutietoja. Vertailuaineiden vihimmiisluetteloon voidaan haluttaessa lisata
muihin kemiallisiin luokkiin kuuluvia aineita, joista on riittavésti in vivo -vertailutietoja ehdotetun testimenetelman tark-
kuuden lisdarviointeja varten.

Taulukko 2

Rekonstruoitua ihmisorvaskesimallia kiyttivien ihodrsytystestien tarkkuus- ja luotettavuusrajojen

S . GHS- in P
Aine () CASawo | EINECSmro | Dskaalinen fdnyivo gy | GHS it v
tus
1-bromi-4-klooributaani 6940-78-9 | 230-089-3 neste 0 luokka 2 | ei luokitusta
dietyyliftalaatti 84-66-2 | 201-550-6 neste 0 ei ei luokitusta
luokitusta
naftaleenietikkahappo 86-87-3 | 201-705-8 kiinted 0 ei ei luokitusta
luokitusta
allyylifenoksiasetaatti 7493-74-5 | 231-335-2 neste 0,3 ei ei luokitusta
luokitusta
isopropanoli 67-63-0 | 200-661-7 neste 0,3 ei ei luokitusta
luokitusta
4-(metyylitio)-bentsaldehydi 3446-89-7 | 222-365-7 neste 1 luokka 2 | ei luokitusta
metyylistearaatti 112-61-8 | 203-990-4 kiinted 1 ei ei luokitusta
luokitusta
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a1 . GHS- in Lo
Aine (") CAS-nro EINECS-nro Fyilkaahrien Irt' \iwo vitro -luoki- GI-]IS_ lint Vo
olomuoto -tulos tus -luokitus
heptyylibutyraatti 5870-93-9 | 227-526-5 neste 1,7 ei Valinnainen
luokitusta | luokka 3
heksyylisalisylaatti 6259-76-3 | 228-408-6 neste 2 ei Valinnainen
luokitusta | luokka 3
tri-isobutyylifosfaatti 126-71-6 | 204-798-3 neste 2 luokka 2 | Valinnainen
luokka 3
1-dekanoli 112-30-1 203-956-9 neste 2,3 luokka 2 luokka 2
syklameenialdehydi 103-95-7 | 203-161-7 neste 2,3 luokka 2 | luokka 2
1-bromiheksaani 111-25-1 203-850-2 neste 2,7 luokka 2 luokka 2
2-kloorimetyyli-2,5-dimetyyli | 86604-75-3 | 434-680-9 kiinted 2,7 luokka 2 luokka 2
-4-metoksipyridiini-
hydrokloridi
a-terpineoli 98-55-5 | 202-680-6 neste 2,7 luokka 2 luokka 2
di-n-propyylidisulfidi 629-19-6 | 211-079-8 neste 3 ei luokka 2
luokitusta
butyylimetakrylaatti 97-88-1 | 202-615-1 neste 3 luokka 2 | luokka 2
bentseenitioli, 7340-90-1 | 438-520-9 neste 3,3 luokka 2 luokka 2
5-(1,1-dimetyylietyyli)-2-
metyyli
1-metyyli-3-fenyyli-1- 5271-27-2 | 431-180-2 kiinted 3,3 luokka 2 | luokka 2
piperatsiini
heptanaali 111-71-7 | 203-898-4 neste 4 luokka 2 luokka 2

() Ndmi 20 vertailuainetta ovat edustava otos niistd 58 aineesta, joita kéytettiin alun perin vertailumenetelman 1 (EpiSkin™;) validoin-
nissa. Tdydellinen luettelo testiaineista ja niiden valinnassa kdytetyistd perusteista on saatavilla (5).

Taulukossa 2 luetellut aineet ovat edustava otos niistd 58 aineesta, joita kdytettiin ECVAMin kansainvalisessd ihoirsy-

tyksen validointitutkimuksessa (1). Ne valittiin seuraavilla perusteilla:

— aineet ovat kaupallisesti saatavilla,

— ne edustavat koko Draizen drsyttdvyyspisteytysasteikkoa (drsyttimattomaéstd erittdin drsyttdvaan),

— niiden kemiallinen rakenne on tarkkaan méaritetty,

— niilld tehdyt testit ovat uusittavissa ja ennustettavissa, validoidun menetelmin tapaan, ECVAMin validointitutki-

muksen mukaisesti,

— niiden kemiallinen toimivuus on sama kuin validointiprosessissa kaytettyjen kemikaalien,

—  niilld ei ole erittiin toksisia ominaisuuksia (esim. karsinogeenisii tai lisddntymisjirjestelmalle myrkyllisid ominai-

suuksia) eivitka niiden loppukisittelykustannukset saa olla niin suuret, ettd ne estéisivit menetelmédn kayton.

Mairitellyt tarkkuus- ja luotettavuusarvot

Ehdotetun testimenetelmin suorituskyvyn (herkkyys, spesifisyys, vddrit negatiiviset tai positiiviset arvot ja tarkkuus)
pitdisi olla vastaavat kuin vertailumenetelman 1 (taulukko 3) arvot, eli herkkyyden olisi oltava yhté suuri tai suurempi
kuin (=) 80 % ja spesifisyys olisi oltava yhtd suuri tai suurempi (2) kuin 70 %, ja tarkkuuden olisi oltava yhta suuri tai
suurempi (=) kuin 75 %. Suorituskyvyn laskemisessa olisi kdytettivi kaikkia 20 aineen luokituksia, jotka on saatu osal-
listuvissa laboratorioissa tehdyissd testeissd. Kaikki aineet olisi luokiteltava kussakin laboratoriossa eri testikerroilla

(vdhintddn kolme testikertaa) saatujen elinkykyé osoittavien arvojen keskiarvojen mukaisesti.
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Taulukko 3

Validoidun vertailumenetelmin 1 (') suorituskyky

Viarien Vidrien
. . Aineid. o tiivist: itiivist
Testimenetelmd luﬁﬂié?rlé Herkkyys Spesifisyys neﬁi;s‘;fnen p()t:lngtlesnen Tarkkuus
osuus osuus
Validoitu 58 87,2 % (3 71,1 % () 12,8 % 29,9 % 74,7 %
vertailumenetelma 1 (1)
Validoitu 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %
vertailumenetelma 1 ()

(') EpiSkin™
(?) Validointiin kuuluu 13 GHS-luokkaan 2 kuuluvaa drsyttivii ainetta.
(%) Validointiin kuuluu 45 GHS-luokkaan 3 kuuluvaa drsyttivii ainetta tai ainetta, joilla ei ole GHS-luokitusta.

Ehdotetun testimenetelmén luotettavuuden pitéisi olla vastaava kuin validoidun vertailumenetelmin luotettavuus.

Laboratorionsisdinen uusittavuus

Laboratorionsisdisen vaihtelun arvioinnin olisi osoitettava, ettd yhdessd laboratoriossa 20 vertailuaineella suoritetuilla
yksittdisilld ja erillisilld testikierroksilla saatujen luokitusten (luokka 2 tai ei luokitusta) vastaavuus on yhtd suuri tai suu-
rempi kuin (2) 90 %.

Laboratorioiden vélinen uusittavuus

Laboratorioiden vilinen uusittavuus ei ole oleellista, jos ehdotettua testimenetelmid kiytetddn vain yhdessd laborato-
riossa. Jotta menetelmid voitaisiin siirtdd laboratorioiden valilld, olisi mieluiten kolmen eri laboratorion vililld 20 ver-
tailuaineella suoritetuilla yksittiisilld ja erillisilli testikierroksilla saatujen luokitusten (luokka 2 tai ei luokitusta)
vastaavuus oltava yhtd suuri tai suurempi kuin () 80 %.
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(") Taulukossa 3 annetaan validoidun referenssimenetelmin 1 suorituskyky, eli arvio siitd, missi maarin menetelmilld pystytddn tunnista-
maan oikein drsytystd aiheuttavat aineet (YK:n GHS-luokka 2) 58 vertailuaineen joukosta ja luokittelemattomat aineet (ei luokitusta ja vaih-
toehtoinen luokka 3) 20 vertailuaineen joukosta (taulukko 2).
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1.1

1.2

LITE IV

C.3. MAKEAN VEDEN LEVIEN JA SYANOBAKTEERIEN KASVUNESTYMISTESTI

MENETELMA

Tdmi menetelmd vastaa OECD:n testiohjetta nro 201, 2006 (1).

JOHDANTO

Testimenetelmid tarkistetaan ja paivitetdan saannollisesti tieteen kehityksen perusteella. Testimenetelmaa C.2 oli tar-
kistettava, jotta sithen olisi voitu lisitd uusia lajeja ja jotta olisi voitu tdyttdd vaaranarviointia ja kemikaalien luoki-
tusta koskevat vaatimukset. Tarkistus perustuu laajaan kdytinnon kokemukseen, tieteen kehitykseen leviin
kohdistuvien myrkyllisyystutkimusten alalla sekd testimenetelman aiemman version laajaan kiyttoon sddntelyssa.

MAARITELMAT

Tassd testimenetelmdssi kaytetddn seuraavia médritelmii ja lyhenteité:

Biomassa: Populaatiossa olevan eldvin materiaalin kuivapaino ilmaistuna tietty4 tilavuutta kohden, esimerkiksi mil-
ligrammoina levaa yhti litraa testiliuosta kohden. Yleensd "biomassa” méiritelladn massaksi, mutta tssd testissa silld
tarkoitetaan massaa tilavuutta kohden. Tdssd testissd biomassaa mitataan usein myods epasuorasti esimerkiksi solu-
médirien ja fluoresenssin avulla, minkd vuoksi "biomassa”-termi késittdd myos ndma korvaavat menetelmat.

Varijaatiokerroin: Parametrin vaihtelua ilmaiseva dimensioton suure, joka mairitellddn keskihajonnan ja keskiar-
von suhteeksi. Se voidaan ilmaista my6s prosenttiarvona. Rinnakkaisten kontrolliviljelmien keskimédrdisen spesi-
fisen kasvunopeuden keskimiirdinen variaatiokerroin lasketaan seuraavasti:

1. Keskimairdisen spesifisen kasvunopeuden variaatiokerroin lasketaan (prosentteina) kunkin rinnakkaisviljel-
min paivittiisistd tai jaksoittaisista kasvunopeuksista.

2. Lasketaan kaikkien kohdassa 1 laskettujen arvojen keskiarvo, jotta saadaan rinnakkaisten kontrolliviljelmien
pdivittdisen tai jaksoittaisen spesifisen kasvunopeuden keskimdariinen variaatiokerroin.

ECx: Testiviljelyaineeseen liuenneen testiaineen pitoisuus, jossa testattavan elion kasvu vihenee x prosenttia (esi-
merkiksi 50 prosenttia) mairatyn altistusajan kuluessa (altistusaika on mainittava erikseen, jos se poikkeaa testin
kokonaiskestosta tai normaalista kestosta). Jotta kasvunopeudesta ja tuotoksesta johdetut EC-arvot erottuisivat sel-
visti toisistaan, edellisestd kdytetddn symbolia "E,C” ja jalkimmaisestd symbolia "E,C".

Viljelyaine: Tadydellinen synteettinen ravinneliuos, jossa testilevit kasvavat, kun ne altistetaan testiaineelle. Yleensi
testiaine on livennut testiviljelyaineeseen.

Kasvunopeus (keskimiirdinen spesifinen kasvunopeus): Biomassan logaritminen kasvu altistuksen aikana.

Pienin havaittavan vaikutuksen aiheuttava pitoisuus (LOEC): Pienin testattu pitoisuus, jossa aineella havaitaan
olevan tietyn altistusajan kuluessa tilastollisesti merkittdva kasvua vihentiva vaikutus verrattuna kontrolliin (kun
p < 0,05). Ehtona on myds, etti kaikilla LOEC-pitoisuutta suuremmilla testipitoisuuksilla on oltava vihintdan yhtd
suuri haitallinen vaikutus kuin LOEC-pitoisuudella. Jos ndmi kaksi e¢htoa eivit tdyty, on annettava tyhjentava selitys
siitd, miten LOEC-pitoisuus (ja myds NOEC-pitoisuus) on valittu.

Pitoisuus, joka ei aiheuta havaittavaa vaikutusta (NOEC): Lihin LOEC-pitoisuutta pienempi testipitoisuus.
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1.3

1.4

1.5

Vastemuuttuja: Muuttuja, jonka avulla arvioidaan myrkyllisyyttd. Vastemuuttuja johdetaan erilaisia laskentamene-
telmid kdyttamalld mistd tahansa mitatusta muuttujasta, joka kuvaa biomassaa. Tdssd menetelmassa kasvunopeudet
ja tuotos ovat vastemuuttujia, jotka on johdettu mittaamalla biomassaa suoraan tai kdyttdmalld edelld mainittuja
korvaavia menetelmia.

Spesifinen kasvunopeus: Vastemuuttuja, joka madritellddn havainnoitavan parametrin (tdssd testimenetelméssi
biomassan) luonnollisten logaritmien erotuksen ja vastaavan ajanjakson viliseksi suhteeksi.

Tuotos: Altistusajan lopussa mitattu biomassaa ilmaisevan mittausmuuttujan arvo, josta on vihennetty altistusajan
alussa mitattu saman mittausmuuttujan arvo.

TESTIN SOVELTAMISALA

Tétd testimenetelméd voidaan parhaiten soveltaa vesiliukoisiin aineisiin, jotka todennakéisesti pysyvit veteen liu-
enneina testiolosuhteissa. Testattaessa aineita, jotka ovat haihtuvia, voimakkaasti adsorboivia, vrillisid tai huonosti
veteen liukenevia, tai aineita, jotka voivat vaikuttaa testiviljelyaineessa olevien ravinteiden tai kivennaisaineiden saan-
tiin, voi olla tarpeen tehda tiettyja mukautuksia tissd kuvattuun menetelméin (esimerkiksi suljettu jarjestelma ja koe-
astioiden erityisvalmistelu). Kirjallisuusviitteissa (2), (3) ja (4) annetaan ohjeita joistakin sopivista mukautuksista.

TESTIN PERIAATE

Testin tavoitteena on maarittad testattavan aineen vaikutukset makean veden viherlevien ja/tai syanobakteereiden
kasvuun. Eksponentiaalisesti kasvavat koe-eliot altistetaan testiaineelle panosviljelmissi yleensd 72 tunnin ajan.
Vaikka testi on suhteellisen Iyhyt, silld voidaan arvioida useaan sukupolveen kohdistuvia vaikutuksia.

Jarjestelman vasteena on kasvun vdheneminen sarjassa levaviljelmid (testiyksikoitd), jotka on altistettu testiaineen
eri pitoisuuksille. Vastetta arvioidaan altistuspitoisuuden funktiona vertaamalla sitd rinnakkaisten, altistumattomien
kontrolliviljelmien keskimaarédiseen kasvuun. Jotta jarjestelmédn vaste myrkkyvaikutuksiin ilmenisi kokonaan (opti-
maalinen herkkyys), viljelmien kasvua ei rajoiteta vaan niiden annetaan kasvaa eksponentiaalisesti olosuhteissa,
joissa on riittdvasti ravinteita ja valonsaanti on jatkuvaa, kunnes spesifisen kasvunopeuden pieneneminen on
mitattavissa.

Kasvua ja kasvun estymistd kvantifioidaan mittaamalla levibiomassa ajan funktiona. Levidbiomassa madritetdan kui-
vapainona tilavuutta kohden, esimerkiksi milligrammoina levad yht litraa testiliuosta kohden. Kuivapainoa on kui-
tenkin vaikea mitata, minkd vuoksi kdytetddn korvaavia parametreja. Useimmin kéytettyjd ovat solumédrat. Muita
korvaavia parametreja ovat muun muassa solutilavuus, fluoresenssi ja optinen tiheys. Mitatun korvaavan paramet-
rin ja biomassan vilinen muuntokerroin on tunnettava.

Testin loppupisteeni on kasvun estyminen, joka ilmenee biomassan logaritmisesta kasvusta (keskimaariisestd spe-
sifisestd kasvunopeudesta) altistusaikana. Testiliuossarjassa mitattujen keskimaariisten spesifisten kasvunopeuksien
avulla médritetddn pitoisuus, jossa kasvunopeus vihenee ennalta maarityn prosenttiméddrin x verran (esimerkiksi
50 prosenttia). Kyseinen pitoisuus ilmoitetaan E C,-arvona (esimerkiksi E,Cs).

Kiytettdessd tatd menetelmad EU:n sddntelykehyksessid pitdisi tulokset laskea keskimairdisten spesifisten kasvuno-
peuksien perusteella jdljempana 2.2 kohdassa selostetuista syistd. Toinen testimenetelmassa kaytetty vastemuuttuja
on tuotos, jota voidaan tarvita joissakin maissa erityisten sddntelyvaatimusten tdyttdmiseksi. Tuotoksella tarkoite-
taan altistusajan lopussa mitatun biomassan ja altistusajan alussa mitatun biomassan erotusta. Testiliuossarjassa
mitatun tuotoksen avulla maritetddn pitoisuus, jossa tuotos vahenee ennalta maardtyn prosenttimddrin x verran
(esimerkiksi 50 prosenttia). Kyseinen pitoisuus ilmoitetaan E,C -arvona (esimerkiksi E,Cs).

Tilastollisesti voidaan maarittdd myos pienin havaittavan vaikutuksen aiheuttava pitoisuus (LOEC) sekd pitoisuus,
joka ei aiheuta havaittavaa vaikutusta (NOEC).

TESTIAINETTA KOSKEVAT TIEDOT

Testiainetta koskevia tietoja, joista voi olla hyotyd pddtettdessd testiolosuhteista, ovat rakennekaava, puhtaus, sta-
biilius valossa, stabiilius testiolosuhteissa, valonabsorbointiominaisuudet, pK, ja muuntumistutkimusten tulokset,
mukaan luettuna biohajoavuus vedessa.
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Testiaineen vesiliukoisuus, oktanoli/vesi-jakaantumiskerroin (P, ja hoyrynpaine on tunnettava, ja testiliuoksissa
olevan testiaineen kvantifioimiseen tarvitaan validoitu menetelmd, jonka saantoteho ja havaitsemisraja tunnetaan.

1.6 VERTAILUAINE

Testimenetelma voidaan tarkistaa testaamalla vertailuaine (-aineet), kuten 3,5-dikloorifenoli, jota on kdytetty kan-
sainvalisessd yhteistutkimuksessa (4). Viherlevid viljeltdessd vertailuaineena voidaan kiyttad myos kaliumdikromaat-
tia. Vertailuaine olisi hyva testata vihintdin kahdesti vuodessa.

1.7 TESTIN VALIDITEETTI

Jotta testi olisi validi, sen on tdytettava seuraavat vaatimukset:

— Biomassan on tdytynyt kasvaa kontrolliviljelmissi eksponentiaalisesti vahintddn 16-kertaiseksi 72 tunnin tes-
tijakson aikana. Tima vastaa spesifistd kasvunopeutta 0,92 piivdd kohden. Useimmin kaytetyilld lajeilla kas-
vunopeus on yleensd huomattavasti suurempi (ks. lisdys 1). Timd vaatimus ei valttimattd tayty kaytettdessd
lajeja, jotka kasvavat hitaammin kuin lisdyksessa 1 luetellut lajit. Siind tapauksessa testijaksoa on pidennettdva,
jotta kontrolliviljelmissd saavutettaisiin vdhintddn 16-kertainen kasvu, ja kasvun on oltava eksponentiaalista
koko testijakson ajan. Testijaksoa voidaan lyhentdd 48 tuntiin saakka rajoittamattoman eksponentiaalisen kas-
vun ylldpitdmiseksi koko testin ajan, jos kasvukerroin on vahintdin 16.

—  Kontrolliviljelmien jaksoittaisten spesifisten kasvunopeuksien (72 tunnin testeissd paivat 0-1, 1-2 ja 2-3) kes-
kimaardinen variaatiokerroin (ks. "Variaatiokerroin” kohdassa 1.2) saa olla enintdén 35 prosenttia. Jaksoittai-
sen spesifisen kasvunopeuden laskemista kisitellddn jljempdnd kohdassa 2.2.1. Tami vaatimus koskee
rinnakkaisia kontrolliviljelmii varten laskettujen variaatiokertoimien keskiarvoa.

— Rinnakkaisten kontrolliviljelmien keskimaariisten spesifisten kasvunopeuksien variaatiokerroin saa olla koko
testijakson aikana enintddn 7 prosenttia, jos testeissd kdytetddn lajeja Pseudokirchneriella subcapitata ja Desmo-
desmus subspicatus. Kdytettdessd muita, harvemmin testattuja lajeja tima arvo saa olla enintddn 10 prosenttia.

1.8 MENETELMAN KUVAUS

1.8.1 Vilineet

Koeastioiden ja muiden vilineiden, jotka joutuvat kosketuksiin testiliuosten kanssa, on oltava kokonaan lasia tai
muuta kemiallisesti inerttid materiaalia. Ne on pestiva huolellisesti, jotta mitkddn orgaaniset tai epdorgaaniset epi-
puhtaudet eivit vaikuttaisi levikasvuun tai testiliuosten koostumukseen.

Koeastiat ovat yleensd lasipulloja, jotka ovat niin suuria, ettd viljelméan tilavuus riittdd testin aikaisiin mittauksiin ja
CO,:n siirtyminen ilmakehéstd on riittdvéd (ks. kohdan 1.8.9 toinen kappale). Nestetilavuuden tiytyy olla riittivin
suuri analyyttisid madrityksid varten (ks. kohdan 1.8.11 viides kappale).

Lisiksi tarvitaan seuraavia vilineitd (kaikkia tai joitakin niisté):

— Viljelylaite: Suosituksena on kéyttdd kaappia tai kammiota, jossa valittua inkubointilimpétilaa voidaan pitad
ylld £ 2 °C:n tarkkuudella.

— Valonmittauslaitteet: On tirkedd muistaa, ettd valon voimakkuuden mittausmenetelma ja erityisesti mittausan-
turin (kerdimen) tyyppi vaikuttavat mitattuun arvoon. Mittauksissa olisi mieluimmin kéytettdva pyoredd (4 m)
mittausanturia (joka reagoi suoraan valoon ja heijastuneeseen valoon misti tahansa kulmasta mittaustason yl-
ja alapuolelta) tai 2 m:n mittausanturia (joka reagoi valoon mistd tahansa kulmasta mittaustason ylapuolelta).

—  Levidbiomassan madrityslaite: Soluméird, joka on yleisin leviabiomassan sijasta kaytetty parametri, voidaan las-
kea kiyttimalld elektronista hiukkaslaskinta, laskukammiolla varustettua mikroskooppia tai virtaussytomet-
ria. Muita biomassan sijasta kdytettyjd parametreja voidaan mitata virtaussytometrilla, fluorimetrilla,
spektrofotometrilla tai kolorimetrilla. On hy6dyllistd laskea solumdaarin ja kuivapainon vilinen muuntoker-
roin. Jotta mittaukset onnistuisivat spektrofotometrilla pienissd biomassapitoisuuksissa, voi olla tarpeen kayt-
t4d kyvettejd, joissa valotien pituus on vahintddn 4 cm.
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Koe-eliot

Testissd voidaan kdyttdd monia kiinnittyméattomid mikroleva- ja syanobakteerilajeja. Lisdyksessi 1 lueteltujen kan-
tojen on todettu soveltuvan tihdn testimenetelméaan.

Jos testissd kdytetddn muita lajeja, niiden kanta ja/tai alkuperid on ilmoitettava. Lisiksi on varmistettava, ettd testiin
valitun levin eksponentiaalista kasvua voidaan pitdd ylld testiolosuhteissa koko testijakson ajan.

Viljelyaine

Testid varten suositetaan kahta vaihtoehtoista viljelyainetta: OECD- ja AAP-viljelyainetta. Niiden koostumus esite-
tddn lisdyksessd 2. On syytd huomata, ettd ndiden kahden viljelyaineen alkuperdinen pH-arvo ja puskurikapasiteetti
(joka siitelee pH:n kasvua) ovat erilaisia, minkd vuoksi ne voivat antaa erilaisia tuloksia varsinkin, kun testataan ioni-
soivia aineita.

Viljelyaineita voidaan joutua mukauttamaan esimerkiksi silloin, kun testataan metalleja ja kelatoivia aineita tai kun
testaus suoritetaan erilaisilla pH-arvoilla. Mukautetun viljelyaineen kéytto on perusteltava ja kuvattava yksityiskoh-
taisesti (3)(4).

Biomassan alkupitoisuus

Biomassan alkupitoisuuden on oltava sama kaikissa testiviljelmissi ja niin pieni, ettd kasvu on eksponentiaalista
koko inkubointiajan ilman, ettd ravinteet uhkaavat loppua. Biomassan alkupitoisuus saa olla enintdan 0,5 mg/l kui-
vapainona ilmaistuna. Suosituksena on kayttd seuraavia solujen alkupitoisuuksia:

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

Testiaineen pitoisuudet

Pitoisuusalue, jolla vaikutuksia todenndkoisesti esiintyy, voidaan madrittdd alueenmairityskokeiden avulla. Varsi-
naista testid varten on valittava vihintdan viisi pitoisuutta, jotka muodostavat geometrisen sarjan, jonka suhdeluku
on enintddn 3,2. Suurempikin suhdeluku voi olla aiheellinen, jos testiaineella saadaan laakea pitoisuus-vastekdyra.
Pitoisuussarjan tulisi kisittdd pitoisuusalue, jolla levin kasvunopeus hidastuu 5-75 prosenttia.

Toistot ja kontrollit

Testiin on kuuluttava kolme toistoa kutakin pitoisuutta kohden. Jos NOEC-pitoisuutta ei tarvitse madrittdd, koejér-
jestelyd voidaan muuttaa lisddmalld pitoisuuksien maardd ja vihentdmalld toistojen madrda pitoisuutta kohden.
Kontrollitoistoja on oltava vihintdidn kolme, ja niitd on mieluimmin tehtdvé kaksi kertaa enemmin kuin kutakin
testipitoisuutta kohden tehtyja toistoja.

Testiaineen pitoisuuksien analyyttisia mairityksid varten voidaan valmistaa erillinen testiliuossarja (ks. koh-
dan 1.8.11 neljds ja kuudes kappale).

Jos testiaine on liuotettava liuottimella, koejdrjestelyyn on kuuluttava ylimédaraisia kontrolliviljelmid, jotka sisdltavit
liuotinta samana pitoisuutena kuin testiviljelmat.

Inokulaattiviljelmin valmistaminen

Jotta testissd kdytettavit levdt sopeutuisivat testiolosuhteisiin ja olisivat eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa, kun ne
siirrostetaan testiliuoksiin, testiviljelyaineeseen valmistetaan 2—4 paivaa ennen testin alkua inokulaattiviljelma. Leva-
biomassaa on sdddeltivi siten, ettd eksponentiaalinen kasvu jatkuu inokulaattiviljelmassa testin alkuun saakka. Ino-
kulaattiviljelmad inkuboidaan samoissa olosuhteissa kuin testiviljelmid. Biomassan kasvu inokulaattiviljelmassd
mitataan sen varmistamiseksi, ettd kasvu vastaa testissd kaytettdvan kannan normaalia kasvua viljelyolosuhteissa.
Lisdyksessd 3 annetaan yksi esimerkki levanviljelymenetelmista. Inokulaattiviljelméssd voidaan joutua kdynnisté-
main toinen lisdysvaihe, jotta testin aikana ei tapahtuisi synkronista solunjakautumista.
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1.8.8 Testiliuosten valmistaminen

Viljelyaineen pitoisuuden ja testilevien biomassan alkupitoisuuden on oltava samat kaikissa testiliuoksissa. Halutun
pitoiset testiliuokset valmistetaan yleensd sekoittamalla testiaineen kantaliuos viljelyaineen ja inokulaattiviljelméan
kanssa. Kantaliuokset valmistetaan yleensa liuottamalla testattava aine testiviljelyaineeseen.

Liuottimia, kuten asetonia, t-butyylialkoholia ja dimetyyliformamidia, voidaan kayttda kantoaineina, kun testivilje-
lyaineeseen lisitddn huonosti veteen liukenevia aineita (2)(3). Livottimen pitoisuus saa olla enintddn 100 pl/l, ja kaik-
kiin testisarjan viljelmiin (kontrolliviljelmat mukaan luettuina) on lisittdvd samanpitoista liuotinta.

1.8.9  Inkubointi

Koeastiat suljetaan ilmaa ldpdisevilld tulpilla. Astioita ravistellaan ja ne asetetaan viljelylaitteeseen. Niitd on ravistel-
tava ja sekoitettava koko testin ajan, jotta levdt pysyisivit suspendoituneina ja CO,:n siirtyminen liuoksiin helpot-
tuisi. Viljelmien lampatila pidetddn alueella 21-24 °C (sddtotarkkuus * 2 °C). Kéytettdessd muita kuin lisdyksessa 1
lueteltuja lajeja, kuten trooppisia lajeja, limpétila voi olla korkeampikin, kunhan validiteettivaatimukset tayttyvat.
Suositeltavaa on sijoittaa pullot satunnaiseen jérjestykseen ja vaihtaa niiden paikkaa inkubaattorissa pdivittdin.

Yleensi kontrolliviljelyaineen pH-arvo saa vaihdella kokeen aikana enintddn 1,5 yksikkod. Kun on kyse metalleista
ja yhdisteistd, jotka ionisoituvat osittain jotakuinkin samassa pH:ssa kuin testissd, pH-muutoksia voidaan joutua
rajoittamaan tarkkojen ja toistettavien tulosten saamiseksi. Muutokset voidaan rajoittaa teknisesti alle 0,5 yksik-
koon varmistamalla, ettd CO:ta siirtyy riittdvan nopeasti ilmasta testiliuokseen. Tama voidaan tehdd esimerkiksi
lisaamalla ravistelunopeutta. Toinen mahdollisuus on vahentdd CO,:n tarvetta pienentdmalld biomassan alkupitoi-
suutta tai lyhentdmalld testin kestoa.

Pintaa, jolla viljelmit inkuboidaan, on valaistava tasaisella loistevalolla, esimerkiksi kylménvalkoisella tai paivinva-
lon kaltaisella valolla. Levien ja syanobakteerien valontarpeet vaihtelevat eri kantojen valilld. Valon voimakkuus on
valittava koe-elion mukaan. Suositeltuja viherlevilajeja varten valon voimakkuus on valittava siten, ettd se on tes-
tiliuosten tasolla 60-120 pE-m 2", kun se mitataan sopivalla mittausanturilla fotosynteesille suotuisalla aallon-
pituusalueella 400-700 nm. Eréit lajit, erityisesti Anabaena flos-aquae, kasvavat hyvin heikommassakin valaistuksessa
ja voivat vahingoittua suurilla valon voimakkuuksilla. Téllaisia lajeja varten keskimdardinen valon voimakkuus on
valittava alueelta 40-60 pE-m2s™'. (Jos valonmittauslaitteet on kalibroitu lux-yksikkoi varten, suositeltu valonvoi-
makkuus 60-120 pE:m 257! vastaa suunnilleen kylménvalkoisen valon voimakkuusaluetta 4 440-8 880 lux.)
Valon voimakkuus saa vaihdella enintddn + 15 prosenttia inkubointialueen keskiméaraisestd valon voimakkuudesta.

1.8.10 Testin kesto

Testi kestdd yleensd 72 tuntia. Se voi kestdd my6s lyhyemman tai pitemmin ajan, jos kaikki kohdassa 1.7 esitetyt
validiteettivaatimukset tayttyvat.

1.8.11 Mittaukset ja analyyttiset midritykset

Kussakin pullossa oleva levibiomassa mairitetddn ainakin kerran péivissd testijakson aikana. Jos mittauksissa kay-
tetddn testiliuoksesta pipetoituja pienid tilavuuksia, niitd ei saa korvata vastaavilla tilavuuksilla.

Biomassa mitataan laskemalla solut manuaalisesti mikroskoopin avulla tai kdyttimalld elektronista hiukkaslaskinta
(solunlaskenta ja/tai biovolyymin maaritys). Muutkin tekniikat, kuten virtaussytometria, klorofyllin in vitro- tai in vivo
-fluoresenssin madritys (6)(7) tai optisen tiheyden méiritys, ovat sallittuja, jos voidaan osoittaa, ettd ne korreloivat
tyydyttavisti biomassan kanssa testin biomassa-arvoilla.

Liuosten pH mitataan testin alussa ja lopussa.

Jos kdytettavissd on analyysimenetelmd, jolla testiaine voidaan marittdd testissd kaytetylld pitoisuusalueella, testi-
liuokset on analysoitava, jotta voidaan tarkistaa alkupitoisuudet seka altistuspitoisuuksien sdilyminen testin aikana.
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Jos altistuspitoisuudet todennikoisesti vaihtelevat alle 20 prosenttia nimellisarvoista testin aikana, voi olla riittdvaa
analysoida testiaineen pitoisuus testin alussa ja lopussa pienessd ja suuressa testipitoisuudessa sekd pitoisuudessa,
joka on lahelld oletettua EC5 -arvoa. Kaikkien testipitoisuuksien analysointia testin alussa ja lopussa suositellaan sil-
loin, kun pitoisuudet eivit pysyttele 80:n ja 120 prosentin valilld nimellispitoisuudesta. Jos testiaine on haihtuva,
epistabiili tai voimakkaasti adsorboivia, suosituksena on ottaa analysoitaviksi lisdndytteitd 24 tunnin vilein altis-
tusajan kuluessa, jotta testiaineen havio olisi hel]pommin méiritettdvissa. Téllaisia aineita varten tarvitaan ylimaa-
rdisid toistoja. Kaikissa tapauksissa testiaineen pitoisuudet tarvitsee maarittdd vain yhdestd toistossa kaytetystd
astiasta (tai kaikkien toistoissa kiytettyjen astioiden yhdistetysta sisdllostd) kutakin testipitoisuutta kohden.

Testiviljelyaineita, jotka on valmistettu erityisesti altistuspitoisuuksien analysoimiseksi testin aikana, on kasiteltava
samalla tavalla kuin testaukseen kaytettyja liuoksia, toisin sanoen niihin on siirrostettava levia ja niitd on inkuboi-
tava samoissa olosuhteissa. Jos liuenneen testiaineen pitoisuus on analysoitava, voi olla tarpeen erottaa levit vilje-
lyaineesta. Levien erottaminen on mieluimmin tehtdvi sentrifugoimalla kdyttdmalld pientd g-voimaa, joka riittdd
kuitenkin niiden erottamiseen.

Jos on nédyttod siitd, ettd testattavan aineen pitoisuus on pysynyt tyydyttavisti + 20 prosentin rajoissa nimellispi-
toisuudesta tai mitatusta alkupitoisuudesta koko testin ajan, tulosten analysointi voi perustua nimellispitoisuuksiin
tai mitattuihin alkupitoisuuksiin. Jos pitoisuus poikkeaa enemmin kuin * 20 prosenttia nimellispitoisuudesta tai
mitatusta alkupitoisuudesta, tulosten analysoinnin on perustuttava pitoisuuksien geometriseen keskiarvoon altis-
tuksen aikana tai malleihin, jotka kuvaavat testiaineen pitoisuuden vidhenemisté (3)(8).

Levakasvun estymistesti on dynaamisempi testijarjestelmd kuin useimmat muut lyhytaikaiset kokeet, joilla testa-
taan aineiden myrkyllisyyttd vesieliville. Sen vuoksi todellisten altistuspitoisuuksien mdairitys voi olla vaikeaa var-
sinkin, kun on kyse adsorboituvista aineista, joita testataan pienilld pitoisuuksilla. Jos aine tallaisissa tapauksissa
katoaa liuoksesta adsorboitumalla kasvavaan levibiomassaan, se ei kuitenkaan merkitse sitd, etti se olisi kadonnut
koko testijirjestelmistd. Analysoitaessa testin tuloksia on tarkistettava, liittyyko testiaineen pitoisuuden vihenemi-
nen testin aikana kasvun estymisen vihenemiseen. Jos néin on, voidaan harkita sopivan mallin kiytt6d kuvaamaan
testiaineen pitoisuuden pienemistd (8). Muussa tapauksessa voi olla aiheellista analysoida tuloksia (nimellisten
tai mitattujen) alkupitoisuuksien pohjalta.

1.8.12 Muut havainnot

Mikroskoopin avulla on varmistettava, ettd inokulaattiviljelma ndyttdd normaalilta ja terveeltd, sekd tutkittava testin
lopussa levissd esiintyvit epinormaaliudet (jotka voivat johtua altistumisesta testiaineelle).

1.8.13 Rajatesti

Joissakin tapauksissa, esimerkiksi silloin, kun alustava testi osoittaa, ettd testiaineella ei ole myrkkyvaikutuksia pitoi-
suusarvoon 100 mg-1™" saakka tai sithen liukoisuusrajaan asti, joka testiaineella on testiviljelyaineessa (sen mukaan,
kumpi ndistd on pienempi), voidaan tehdi rajatesti, jossa verrataan yhden kontrolliryhman ja yhden kisitellyn ryh-
min vasteita (pitoisuudessa 100 mg-l™" tai liukoisuusrajaa vastaavassa pitoisuudessa). On erittdin suotavaa analy-
soida altistuspitoisuus rajatestin tueksi. Kaikki edelld kuvatut testiolosuhteet ja validiteettivaatimukset koskevat myos
rajatestid, lukuun ottamatta késiteltyjen toistojen madrai, jonka on oltava vihintddn kuusi. Kontrolli- ja kisitellyn
ryhmin vastemuuttujia voidaan analysoida Studentin t-testin kaltaisella tilastotutkimuksella, jossa verrataan keski-
arvoja. Jos ndiden kahden ryhmin varianssit eivét ole yhtd suuria, on tehtdva erisuuruisiin variansseihin mukautettu
t-testi.

1.8.14 Muunnos voimakkaan virillisille aineille

Sdteilytyksen (valon voimakkuuden) pitiisi olla tdssd koemenetelmassd kdytetyn alueen korkeimmassa pddssd, vahin-
tddn 120 pEm s,

Valotietd on lyhennettdva vihentimalld koeliuosten tilavuutta (5-25 ml).

Naytteitd on ravistettava riittdvasti, jotta levat altistuvat hyvin tihedin siteilytykselle viljelmén pinnalla.
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TIEDOT

KASVUKAYRIEN PIIRTAMINEN

Koeastioissa oleva biomassa voidaan ilmaista mittauksissa kdytetyn korvaavan parametrin (esimerkiksi solumaarin
ja fluoresenssin) yksikkona.

Biomassan mddritetty pitoisuus testi- ja kontrolliviljelmissé esitetddn kasvukdyrien piirtdmistd varten taulukkona,
josta ilmenevit myos testiaineen pitoisuudet ja mittausajankohdat, jotka on rekisterdity vahintdin tdysien tuntien
tarkkuudella. Tdssd ensimmadisessd vaiheessa voi olla hyodyllistd kdyttad sekd logaritmiasteikkoja ettd lineaarisia
asteikkoja, mutta logaritmisasteikot ovat pakollisia ja antavat yleensd paremman kuvan kasvun vaihteluista testi-
jakson aikana. On syytd huomata, ettd kun eksponentiaalista kasvua kuvataan logaritmiasteikolla, tuloksena on
suora viiva, ja viivan kaltevuus ilmaisee spesifisen kasvunopeuden.

Kayrien avulla tutkitaan, kasvavatko kontrolliviljelmat oletetulla nopeudella eksponentiaalisesti koko testin ajan.
Kaikkia datapisteitd ja kdyrien muotoa tarkastellaan kriittisesti, ja raakatiedot ja menetelmit tarkistetaan mahdol-
listen virheiden havaitsemiseksi. Erityisesti tarkistetaan ne datapisteet, jotka nayttavit poikkeavan systemaattisen vir-
heen vuoksi. Jos havaitaan ilmeisid menetelmévirheitd ja/tai niitd pidetddn hyvin todennikoising, kyseinen datapiste
merkitddn vieraaksi havainnoksi eikd sitd oteta huomioon myohemmissa tilastoanalyysissd. (Jos levépitoisuus on
nolla yhdessi kahdesta tai kolmesta toistoissa kiytetyssd astiassa, timd voi olla merkki siité, ettd levien siirrosta-
mista astiaan ei ole tehty oikein tai astiaa ei ole puhdistettu kunnolla). Testiraportissa on perusteltava selvisti, minka
vuoksi datapiste on hyldtty vieraana havaintona. Hyvaksyttivid syitd ovat ainoastaan (harvinaiset) menetelmévir-
heet eikd pelkdstiin huono tarkkuus. Tamintyyppisissd ongelmissa ei ole kovin hyddyllistd yrittdd tunnistaa vie-
raita havaintoja tilastomenetelmien avulla, eivitka tllaiset menetelmit voi korvata asiantuntijan arviota. Vieraat
havainnot (jotka on merkitty sellaisiksi) tulisi sdilyttdd niiden datapisteiden joukossa, jotka merkitddn mydhemmin
graafisiin tai taulukkomuotoisiin esityksiin.

VASTEMUUTTUJAT

Testin tarkoituksena on madrittdd testiaineen vaikutukset levien kasvuun. Tdssd testimenetelmassd kuvataan kahta
eri vastemuuttujaa, koska jasenvaltiot suosivat erilaisia kdytdnteitd ja asettavat erilaisia sddntelyvaatimuksia. Jotta tes-
titulokset voitaisiin hyvaksya kaikissa jasenvaltioissa, vaikutuksia olisi arvioitava kiyttimalld molempia vastemuut-
tujia a ja b, joita kuvataan jdljempana.

a)  Keskimdardinen spesifinen kasvunopeus: timén vastemuuttujan laskentaperusteena on biomassan logaritmi-
nen kasvu pdivad kohden testijakson aikana.

b)  Tuotos: tilld vastemuuttujalla tarkoitetaan testin lopussa mitattua biomassaa, josta on vihennetty testin alussa
mitattu biomassa.

Kaytettdessi titd menetelmdd EU:n sddntelykehyksessi pitiisi tulokset laskea keskimaariisten spesifisten kasvuno-
peuksien perusteella jaljempini selostetuista syistd. On syytd huomata, ettd ndiden kahden vastemuuttujan avulla
lasketut myrkyllisyysarvot eivit ole vertailukelpoisia, mikd on otettava huomioon kiytettdessi testin tuloksia. Jos
testiolosuhteet ovat timan testimenetelman mukaiset, keskiméérdiseen spesifiseen kasvunopeuteen perustuvat EC,-
arvot (E,C,) ovat yleensd suurempia kuin tuotokseen perustuvat arvot (E,C,), mikd johtuu niiden matemaattisista
perusteista. Tatd ei siis pidd tulkita siten, ettd ndiden kahden vastemuuttujan herkkyydet olisivat erilaiset, vaan arvo-
jen vilinen ero on puhtaasti matemaattinen. Keskimairdinen spesifinen kasvunopeus perustuu yleiseen kasvumal-
liin, joka kuvaa levien eksponentiaalista kasvua rajoittamattomissa viljelmissd, joista toksisuus arvioidaan
kasvunopeuteen kohdistuvien vaikutusten perusteella ottamatta huomioon kontrollin spesifisen kasvunopeuden
absoluuttista tasoa, pitoisuus-vastekdyran kaltevuutta tai testin kestoa. Tuotosta kuvaavaan vastemuuttujaan perus-
tuvat tulokset riippuvat sen sijaan kaikista néistd muista muuttujista. E,C, riippuu kussakin testissa kytetyn leva-
lajin spesifisestd kasvunopeudesta ja suurimmasta spesifisestd kasvunopeudesta, joka voi vaihdella eri lajien ja jopa
eri levikantojen valilld. Titd vastemuuttujaa ei saa kdyttda vertailtaessa eri levalajien tai eri kantojenkaan herkkyyttd
myrkyllisille aineille. Vaikka tieteen kannalta on parempi arvioida myrkyllisyyttd keskimaardisen spesifisen kasvu-
nopeuden perusteella, tihdn testimenetelmain on otettu mukaan myos tuotokseen perustuvat myrkyllisyyden arvi-
oinnit, koska niilld voidaan tdyttad erdiden maiden nykyiset sidntelyvaatimukset.
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2.2.1 Keskimiiriinen kasvunopeus

Tietyn ajanjakson keskiméirdinen spesifinen kasvunopeus lasketaan biomassan logaritmisena kasvuna soveltamalla
seuraavaa kaavaa kuhunkin kontrolli- ja késittelyryhmin astiaan:

lan =X,
e
i

jossa

1 ; keskimdarainen spesifinen kasvunopeus aikavalilla i~
X; biomassa hetkelld i

X; biomassa hetkelld j.

Kullekin testiryhmalle ja kontrolliryhmalle lasketaan kasvunopeuden keskiarvo varianssiestimaatteineen.

Keskimédrdinen spesifinen kasvunopeus lasketaan koko testin ajalta (yleensd pdivastd 0 pdivadn 3) kdyttamalld lah-
toarvona siirrostetun biomassan nimellisarvoa mitatun lahtoarvon sijasta, koska ndin saadaan yleensé parempi tark-
kuus. Biomassan mitattua alkupitoisuutta voidaan kdyttdd, jos inokulaatin pieni biomassa voidaan mddrittdd
riittdvan tarkasti biomassan mittauslaitteella (esimerkiksi virtaussytometrilla). Lisaksi madritetddn jaksoittainen kas-
vunopeus, joka saadaan laskemalla spesifiset kasvunopeudet kultakin pdivaltd testin aikana (paivit 0-1, 1-2 ja 2-3),
ja tutkitaan, pysyyko kontrolliryhmin kasvunopeus vakiona (ks. validiteettivaatimukset, kohta 1.7). Jos spesifinen
kasvunopeus on huomattavasti pienempi ensimmdisend paivina kuin spesifisten kasvunopeuksien keskiarvo, se voi
olla merkki viivevaiheesta. Vaikka viivevaihe voidaan minimoida ja poistaa kdytannossi kokonaan kontrolliviljel-
mistd esiviljelman asianmukaisella lisaykselld, testiaineelle altistetuissa viljelmissd viivevaihe voi osoittaa toipumista
toksisuuden aiheuttamasta alkustressisti tai vahentynytta altistumista, joka johtuu testiaineen havidmisesta (esimer-
kiksi sorptiosta levimassaan) alkuvaiheen altistumisen jilkeen. Talloin voidaan tarkastella jaksoittaista kasvuno-
peutta, jonka avulla voidaan arvioida testiaineen vaikutuksia altistusaikana. Merkittivdt erot jaksoittaisen
kasvunopeuden ja keskimédriisen kasvunopeuden vililld osoittavat, ettd kasvu poikkeaa jatkuvasta eksponentiaa-
lisesta kasvusta, jolloin kasvukayrid on syyti tarkastella lidhemmin.

Kasvunopeuden prosentuaalinen estyminen kussakin kasitellyssd toistossa lasketaan seuraavan kaavan avulla:

_ He—Hr
He

%I, x100

jossa

%I, keskimddraisen spesifisen kasvunopeuden prosentuaalinen estyminen

pe  keskimiirdisen spesifisen kasvunopeuden (p) keskiarvo kontrolliryhmassi

pr  keskiméirdinen spesifinen kasvunopeus kisitellyssi toistossa.

Jos testiliuosten valmistamisessa kéytetddn liuottimia, kasvunopeuden prosentuaalinen estyminen on laskettava liu-
ottimia sisaltavistd kontrolliviljelmistd eiké niistd kontrolliviljelmistd, joissa ei ole liuottimia.

2.2.2 Tuotos

Tuotos lasketaan vihentdmilld testin lopussa mitatusta biomassasta testin alussa mitattu biomassa kontrolli- ja kisit-
telyryhmén kunkin astian osalta. Kullekin testipitoisuudelle ja kontrollille lasketaan kasvunopeuden keskiarvo vari-
anssiestimaatteineen. Tuotoksen prosentuaalinen estyminen (% I,) voidaan laskea kutakin kisiteltya toistoa varten
seuraavasti:

Y.-Y
%Iy=¥><100
C

jossa

%1, tuotoksen prosentuaalinen estyminen
Yo  tuotoksen keskiarvo kontrolliryhmaéssa

Y;  tuotoksen arvo Kisitellyssi toistossa.
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2.3

2.4

PITOISUUS-VASTEKAYRAN PIIRTAMINEN

Prosentuaalinen estyminen merkitddn graafisesti suhteessa testiaineen pitoisuuden logaritmiin. Néin saatuja pisteitd
tarkastellaan huolellisesti ottamatta huomioon datapisteitd, joita pidettiin ensimmadisessd vaiheessa vieraina havain-
toina. Datapisteiden kautta vedetdin tasaisesti muuttuva viiva joko silmamaariisesti tai interpoloimalla tietokoneen
avulla, jotta pitoisuuden ja vasteen suhteesta saataisiin alustava kasitys. Taman jilkeen kdytetddn tarkempaa mene-
telmdd, mieluimmin tietokonepohjaista tilastomenetelméd. Sen perusteella, mihin tietoja aiotaan kdyttad, mikd on
niiden laatu (tarkkuus) ja maard ja mitd valineitd on kdytettavissd niiden analysoimiseen, voidaan paattas, ettd tie-
tojen analysointi lopetetaan tihin vaiheeseen (miké on joskus hyvin aiheellisestakin), ja ainoastaan lukea keskeiset
arvot ECsq ja EC, (jaftai EC,) silmdmadrdisesti piirretyltd kdyralta (ks. myos jdljempana oleva kohta stimuloivista
vaikutuksista). Pitevid syitd olla kdyttdmattd tilastomenetelmad ovat muun muassa seuraavat syyt:

— Vaikka tietoja kisiteltdisiin tictokoneistetulla menetelmalld, tulokset eivit olisi sen luotettavampia kuin jos tie-
dot olisi annettu asiantuntijan arvioitaviksi. T4llaisissa tapauksissa on jopa mahdollista, ettd eriilld tietokone-
ohjelmilla ei saada minkéddnlaista luotettavaa tulosta (esimerkiksi sen vuoksi, ettd iteraatiot eivit konvergoidu).

— Tietokoneohjelmilla ei pystyta kasittelemaan kunnolla stimuloinnin aiheuttamia kasvuvasteita (ks. jaljempana).

TILASTOMENETELMAT

Tavoitteena on saada kvantitatiivinen pitoisuus-vaste-suhde regressioanalyysin avulla. Painotettua lineaarista reg-
ressiota voidaan kdyttda sen jilkeen, kun vastetiedoille on tehty linearisoiva muunnos — esimerkiksi probitti-, logitti-
tai Weibull-yksikoiksi (9) — mutta suositeltavampaa on kéyttad epalineaarisia regressiomenetelmid, joilla voidaan
paremmin kisitelld tiedoissa viistimittd esiintyvid epasddnnollisyyksid sekd poikkeamia tasaisista jakaumista. Lahes-
tyttdessd tilaa, jossa kasvu ei esty ollenkaan tai estyminen on tdydellistd, linearisoiva muunnos voi suurentaa epi-
saannollisyyksid ja haitata siten analyysid (9). On syytd huomata, ettd standardianalyysimenetelmit, joissa kiytetddn
probitti-, logitti- tai Weibull-muunnoksia, on tarkoitettu dikotomisia tietoja varten (kun vasteita on kaksi, esimer-
tostietojen analysointiin. Kirjallisuusviitteissa (10), (11) ja (12) kuvataan erityismenetelmid, joilla EC -arvot voidaan
maédrittdd jatkuvista tiedoista. Epélineaarisen regressioanalyysin kdyttod kasitellddn tarkemmin lisdyksessi 4.

Kunkin vastemuuttujan analysoimiseksi kdytetddn pitoisuus-vaste-suhdetta, jonka avulla lasketaan EC -arvojen
piste-estimaattit. Jokaiselle estimaatille on médritettavd 95 prosentin luottamusvili, jos se on mahdollista. Vastetie-
tojen ja regressiomallin vilinen yhteensopivuuden aste on arvioitava joko graafisesti tai tilastollisesti. Regressionana-
lyysi on tehtdva kdyttamalld yksittdisid toistojen vasteita eikd késittelyryhmien keskiarvoja. Jos epilineaariseen
kéyrin sovitus on vaikeaa tai mahdotonta, koska tiedot ovat liian hajallaan, ongelma voidaan kiertda tekemalld reg-
ressio ryhmien keskiarvoille, mikd on kdytannoéllinen tapa vihentdd mahdollisten vieraiden havaintojen vaikutusta.
Taman vaihtoehdon kdytto on mainittava testiraportissa tavanomaisesta menetelméstd poikkeavana keinona, jota
on kdytetty sen vuoksi, ettd kdyrdn sovittaminen yksittdisiin toistoihin ei antanut hyvaa tulosta.

EC;,-estimaatit ja luottamusvilit voidaan saada my6s kdyttamalld lineaarista interpolointia bootstrap-menetelmin
kanssa (13), jos kdytettdvissd olevat regressiomallit tai -menetelmat eivit sovellu kyseisten tietojen kasittelyyn.

Jotta voidaan arvioida LOEC-pitoisuus ja siten myos NOEC-pitoisuus seki testiaineen vaikutukset kasvunopeuteen,
kisiteltyjen liuosten keskiarvoja on verrattava varianssianalyysitekniikoiden avulla (ANOVA). Sen jilkeen on ver-
rattava kunkin pitoisuuden keskiarvoa kontrolliryhmin keskiarvoon kdyttamilld sopivaa moniulotteista vertailu-
menetelmii tai trenditestimenetelmaa. Dunnettin tai Williamsin testi voi olla kayttokelpoinen (14)(15)(16)(17)(18).
Lisdksi on arvioitava, pitdikd ANOVA-oletus varianssin homogeenisuudesta paikkansa. Arviointi voidaan tehdd
graafisesti tai virallisen testin avulla (18). Sopivia testejd ovat Levenen ja Bartlettin testit. Jos oletus varianssin homo-
geenisuudesta ei pidd paikkaansa, tilanne on joskus korjattavissa tietojen logaritmimuunnoksella. Jos varianssin hete-
rogeenisuus on erittdin suuri eikd se ole korjattavissa muunnoksella, on harkittava analysointia sellaisilla
menetelmilld kuin Jonckheeren alaspéin askeltava trenditesti. Kirjallisuusviitteessd (12) annetaan lisiohjeita NOEC-
arvon maarittamisesta.

Tieteen viimeaikaisen kehityksen perusteella on suositeltu, ettd NOEC-kisitteesté luovuttaisiin ja se korvattaisiin reg-
ressioanalyysiin perustuvilla EC:n piste-estimaateilla. Sopivaa x:n arvoa ei ole vield vahvistettu tdtd levitestid var-
ten. Sopivalta vaikuttaisi vali 10-20 prosenttia (valitun vastemuuttujan mukaan), ja suositeltavaa on ilmoittaa sekd
EC, - ettd EC,p-arvo.
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2.5

2.6

3.1

KASVUN EDISTYMINEN

Pienissid pitoisuuksissa havaitaan joskus kasvun edistymistd (negatiivista estymistd). Tama voi johtua joko hormesis-
vaikutuksesta ("toksisuudesta johtuva kasvun edistyminen”) tai stimuloivien kasvutekijoiden lisddmisestd testiaineen
kanssa testissd kaytettyyn minimaaliseen viljelyaineeseen. On muistettava, ettd epdorgaanisten ravinteiden lisidmi-
selld ei pitdisi olla suoranaista vaikutusta, koska testiliuoksessa on oltava ravinteita yliméirin koko testin ajan. Pie-
niannoksinen stimulointi voidaan yleensd jittid huomioimatta ECsp-arvon laskemisessa, jollei se ole hyvin
merkittdvad. Jos se on merkittivaa tai jos EC,-arvo on laskettava pientd x:n arvoa varten, voi olla tarpeen kayttia
erityismenetelmid. Stimuloinnin aiheuttamien vasteiden poistamista tietojen analysoinnista olisi véltettdvd mahdol-
lisuuksien mukaan, ja jos kéytettdvissd oleva kiyrinsovitusohjelmisto ei pysty kisittelemaén vihiistd stimulointia,
voidaan kéyttdd lineaarista interpolointia yhdessd bootstrap-menetelmin kanssa. Jos stimulointi on hyvin merkit-
tdvad, voidaan harkita hormesis-mallin kdyttod (19).

MUUSTA KUIN TOKSISUUDESTA JOHTUVA KASVUN ESTYMINEN

Valoa absorboivat testimateriaalit voivat hidastaa kasvunopeutta, koska varjostus vihentdd kaytettdvissd olevan
valon maarad. Tallaiset fysikaaliset vaikutukset olisi erotettava myrkkyvaikutuksista muuttamalla testiolosuhteita, ja
fysikaalisista vaikutuksista olisi raportoitava erikseen. Tdstd annetaan ohjeita kirjallisuusviitteissd (2) ja (3).

RAPORTOINTI

TESTIRAPORTTI
Testiraportissa on esitettdva seuraavat tiedot:
Testiaine:

— fysikaalinen olomuoto ja fysikokemialliset ominaisuudet, joilla on merkitystd, muun muassa vesiliukoisuuden
raja-arvo,

—  kemialliset tunnistetiedot, mukaan luettuna puhtaus.

Koelajit:

— kanta, sen toimittaja tai ldhde ja viljelyolosuhteet.

Testiolosuhteet:

— testin alkamispdivi ja kesto,

— kogjirjestelyn kuvaus: koeastiat, viljelmien tilavuudet ja biomassan tiheys testin alussa,
— viljelyaineen koostumus,

— testipitoisuudet ja toistot (esimerkiksi toistojen méird, testipitoisuuksien madri ja testissd kdytetty geometri-
nen porrastus),

—  kuvaus testiliuosten valmistamisesta, muun muassa liuottimien kaytto,
— viljelylaite,

— valon voimakkuus ja laatu (ldhde, homogeenisuus),

— lampotila,

— testatut pitoisuudet: nimelliset testipitoisuudet ja mahdolliset tulokset analyyseistd, joilla on madritetty testiai-
neen pitoisuus koeastioissa. Menetelmin saantoteho ja maritysraja testimatriisissa on ilmoitettava,

—  kaikki poikkeamat tistd testimenetelmastd,
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— biomassan maaritysmenetelma sekd ndytto mitatun parametrin ja kuivapainon korrelaatiosta.
Tulokset:

— pH-arvot kokeen alussa ja lopussa kaikista kasittelyistd,

—  kussakin pullossa oleva biomassa kunakin mittausajankohtana sekd biomassan mittausmenetelma,
—  kasvukdyrit (biomassa ajan funktiona),

—  kunkin kisitellyn toiston lasketut vastemuuttujat sekd toistojen keskiarvot ja variaatiokerroin,

—  pitoisuuden ja vaikutuksen suhteen graafinen esitys,

— myrkyllisyyden arvioinnit vastemuuttujien osalta, esimerkiksi EC5,, EC, ja EC,,, ja vastaavat luottamusvilit;
LOEC- ja NOEC-pitoisuudet, jos ne on laskettu, ja niiden maarityksessd kdytetyt tilastomenetelmit,

— jos on kdytetty ANOVA-analyysid, havaittavissa olevan vaikutuksen suuruus (esimerkiksi vahiten merkitseva
erotus),

— mahdollinen kasvun edistyminen kasitellyissd liuoksissa,
— muut havaitut vaikutukset, esimerkiksi levien morfologiset muutokset,

— tulosten pohdinta, mukaan luettuna mahdolliset vaikutukset, joita tdstd testimenetelmdstd poikkeamisella on
ollut testin tuloksiin.
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Lisdys 1
Testiin sopivat kannat

Viherlevit
—  Pseudokirchneriella subcapitata (aiemmin Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 2784, 61.81 SAG

—  Desmodesmus subspicatus (aiemmin Scenedesmus subspicatus) 86.81 SAG

Piilevit
—  Navicula pelliculosa, UTEX 664
Syanobakteerit

—  Anabaena flos-aquae, UTEX 1444, ATCC 29413, CCAP 1403/13A
—  Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Kantojen alkuperi

Suositellut kannat ovat saatavissa vain yhtd levdd sisdltdvind viljelmind seuraavista kokoelmista (jotka luetellaan

aakkosjdrjestyksessd):

ATCC: American Type Culture Collection
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

USA

CCAP, Culture Collection of Algae and Protozoa
Institute of Freshwater Ecology,

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria

LA22 OLP

UK

Sammlung von Algenkulturen
Albrecht-von-Haller-Institut
Universitdt Gottingen
Nikolausberger Weg 18

3400 Gottingen

GERMANY

UTEX Culture Collection of Algae

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

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

USA
Suositeltujen lajien ulkoniko ja ominaisuudet
P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Ulkonidko Kaarevia ja Soikeita, Sauvoja Soikeiden Sauvoja
kierteisid yleensd solujen
yksittdisia yksittdisid muodostamia
soluja soluja ketjuja
Koko (pituus x leveys) pm 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5x3 6 x1
Solutilavuus (um?[solu) 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 2,50)
Solujen kuivapaino (mgfsolu) | 2-3 x 1078 3-4x10°% 3-4x 1078 1-2 x 1078 2-3x 1077
Kasvunopeus (%) (péiva"l) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(") Elektronisella hiukkaslaskimella mitattuna.

(3) Koon perusteella laskettuna.

() Yleisimmin havaittu kasvunopeus OECD-viljelyaineessa, kun valon voimakkuus on noin 70 pE-m*s™" ja lampétila 21 °C.
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Suositeltujen koelajien viljelyi ja kisittelyd koskevat erityissuositukset

Pseudokirchneriella subcapitata ja Desmodesmus subspicatus

Naitd viherlevid on yleensd helppo ylldpitii erilaisissa viljelyaineissa. Kantakokoelmia pitavat laitokset antavat tietoja sopi-
vista viljelyaineista. Solut ovat yleensi yksittdisind soluina, ja solutiheys on helposti mitattavissa elektronisen hiukkaslaski-
men tai mikroskoopin avulla.

Anabaena flos-aquae

Kantaviljelmaa voidaan pitéi erilaisissa viljelyaineissa. On erityisen tirkedd huolehtia siitd, ettd panoskasvatuksessa ei ohi-
teta kasvun viivevaihetta vaihdon yhteydessd, koska muuten palautuminen on vaikeaa.

Anabaena flos-aquae muodostaa solurihmoista vyyhtimdisid kasaumia. Ndiden kasaumien koko voi vaihdella viljelyolosuh-
teiden mukaan. Voi olla tarpeen rikkoa nimé kasaumat, jos biomassan méirityksessi kaytetdan mikroskooppilaskentaa tai
elektronista hiukkaslaskinta.

Rihmojen pilkkomiseen voidaan kdyttdd osandytteiden ultradgdnihajotusta, milld voidaan vahentdi laskentatulosten vaihte-
levuutta. Solut voivat kuitenkin tuhoutua, jos ultraddnihajotusta jatketaan kauemmin kuin rihmojen pilkkominen lyhyem-
miksi kappaleiksi edellyttda. Ultradanihajotuksen voimakkuuden ja keston on oltava sama kaikissa kasittelyissa.

Hemosytometrilla lasketaan riittdvain monta kenttdd (vahintddn 400 solua) vaihtelevuuden tasoittamiseksi. Tdmé parantaa
mikroskooppisten tiheysmdiritysten luotettavuutta.

Kun solurihmat on pilkottu huolellisella ultraddnihajotuksella, Anabaena-solujen kokonaistilavuus voidaan méarittda elekt-
ronisella hiukkaslaskimella. Ultraddnihajotuksen energia on sdadettdvi siten, etteivit solut rikkoudu.

Kéyttamalld Vortex-ravistelijaa tai muuta vastaavaa menetelmii varmistetaan, ettd levdsuspensio, jota kdytetddn koeastioi-
den siirostamiseen, on hyvin sekoitettu ja homogeeninen.

Koeastiat on sijoitettava tasoravistelijaan, joka tekee edestakaista tai orbitaaliliiketté frekvenssilld 150 rpm. Vaihtoehtoisesti
voidaan kayttdd jaksoittaista ravistelua, joka vahentdd Anabaenan taipumusta muodostaa rykelmii. Jos rykelmid kuitenkin
muodostuu, on varmistettava, ettd biomassan mittauksia varten saadaan edustavia néytteitd. Ennen néytteiden ottoa voi olla
tarpeen ravistella astioita voimakkaasti levarykelmien hajottamiseksi.

Synechococcus leopoliensis

Kantaviljelmdd voidaan pitdd erilaisissa viljelyaineissa. Kantakokoelmia pitavat laitokset antavat tietoja sopivista
viljelyaineista.

Synechococcus leopoliensis kasvaa yksittdisind sauvanmuotoisina soluina. Solut ovat hyvin pienid, miké vaikeuttaa mikroskoop-
pilaskennan kayttod biomassan mittauksissa. Elektroniset hiukkaslaskimet, joilla voidaan laskea jopa noin 1 pm:n suuruisia
hiukkasia, ovat kayttokelpoisia. Lisiksi voidaan kdyttda in vitro -fluoresenssimittauksia.

Navicula pelliculosa

Kantaviljelmdd voidaan pitdd erilaisissa viljelyaineissa. Kantakokoelmia pitavit laitokset antavat tietoja sopivista viljely-
aineista. Viljelyaineissa on oltava silikaattia.

Navicula pelliculosa voi tietyissid kasvuolosuhteissa muodostaa kasaumia. Lipidituotannon vuoksi levidsolut pyrkivit joskus
kerddntymdan pintakalvoon. Siind tapauksessa on ryhdyttiva erityistoimiin, jotta biomassan méiritykseen saadaan edusta-
vat osandytteet. Voimakas ravistelu esimerkiksi Vortex-ravistimella voi olla tarpeen.
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Lisdys 2

Viljelyaine

Tassd testimenetelmassd voidaan kiyttdd jompaakumpaa seuraavista viljelyaineista:

OECD-viljelyaine: alkuperdinen OECD:n testiohjeen nro 201 mukainen viljelyaine, joka on my6s ISO 8692 -standardin
mukainen.

Yhdysvaltojen ympdristonsuojeluviraston (US EPA) viljelyaine AAP, joka on myds ASTM-standardin mukainen.

Ndité viljelyaineita valmistettaessa on kéytettdva reagenssi- tai analyysilaatua olevia kemikaaleja ja deionisoitua vetta.

AAP-viljelyaineen (US EPA) ja OECD:n testiohjeen nro 201 mukaisen viljelyaineen koostumus

Komponentit EPA OECD

mg/l mM mg/l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,(l 15,0 0,280
Mg(l,-6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl,-2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgSO,-7(H,0) 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCl;-6(H,0) 0,160 0,000591 0,0640 0,000237
Na,EDTA-2(H,0) 0,300 0,000806 0,100 0,000269 ()
H;BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
Mn(l,-4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
ZnCl, 0,00327 0,000024 0,00300 0,0000220
Co(Cl,6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,Mo0,-2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 0,0000289
Cu(Cl,2(H,0) 0,000012 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 81

() EDTA:m ja raudan moolisuhde on hieman suurempi kuin yksi. Ndin estetddn raudan saostumisen ja mini-
moidaan samalla raskasmetalli-ionien kelatoituminen.

Testissd, jossa kdytetddn Navicula pelliculosa -piilevdd, molempiin viljelyaineisiin on lisittivd Na,SiO;"9H,O:ta, kunnes
Si-pitoisuudeksi saadaan 1,4 mg/l.

Viljelyaineen pH saadaan, kun viljelyaineen karbonaattijirjestelmé ja CO,:n osapaine ilmassa ovat paasseet tasapainoon. Vil-
jelyaineen pH:n ja molaarisen bikarbonaattipitoisuuden likimaardinen suhde 25 °Cissa saadaan seuraavan kaavan avulla:

PH,,, = 11,30 + log [HCO;]
Kun NaHCOj; on 15 mgfl, pH, =

7,5 (US EPA -viljelyaine), ja kun NaHCO; on 50 mg/l, pH,, = 8,1 (OECD-viljelyaine).
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Testiviljelyaineen alkuainekoostumus

Alkuaine EPA OECD

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

OECD-viljelyaineen valmistus

Ravinne Pitoisuus kantaliuoksessa

Kantaliuos 1: makroravinteet

NH,Cl 1,5 gl
MgCl,-6H,0 1,2gl?
CaCl,2H,0 1,8 gl
MgS0,-7H,0 1,5 gl
KH,PO, 0,16 gI™!

Kantaliuos 2: rauta

FeCl;-6H,0 64 mgl™!
Na,EDTA-2H,0 100 mg !

Kantaliuos 3: hivenaineet

H;BO, 185 mg1™
MnCl,-4H,0 415 mgl™!
Zn(l, 3 mgl™
CoCl,-6H,0 1,5 mgl™!
CuCl,-2H,0 0,01 mgl™’
Na,Mo0,2H,0 7 mgl™!

Kantaliuos 4: bikarbonaatti

NaHCO, 50 g
Na,S$i0,-9H,0

Kantaliuokset steriloidaan kalvosuodatuksella (keskimdariinen huokoskoko 0,2 pm) tai autoklavoimalla (120 °C, 15 min).
Liuoksia sidilytetddn pimedssd 4 °C:n limpétilassa.

Kantaliuoksia 2 ja 4 ei saa autoklavoida, vaan ne on steriloitava kalvosuodatuksella.
Viljelyaine valmistetaan lisddmalld veteen sopiva maard kantaliuoksia 1-4:

Noin 500 ml:aan steriloitua vettd lisdtddn:

— 10 ml kantaliuosta 1

— 1 ml kantaliuosta 2

— 1 ml kantaliuosta 3

— 1 ml kantaliuosta 4.
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Liuokseen lisitddn steriloitua vettd, kunnes tilavuus on 1 000 ml.

Sen jalkeen on odotettava niin kauan kunnes viljelyaine ja ilman CO, ovat padsseet tasapainoon. Tarvittaessa liuokseen joh-
detaan tdtd varten steriilid suodatettua ilmaa muutaman tunnin ajan.

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

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

Al1.3.9

Al.4

Al.6

AAP-viljelyaineen valmistus

Lisatdan 1 ml kutakin kohdassa A1.2.1-A1.2.7 mainittua kantaliuosta noin 900 ml:aan deionisoitua tai tislattua
vettd ja laimennetaan liuos 1 litraksi.

Makroravinteita sisiltidvit kantaliuokset valmistetaan liuottamalla seuraavat aineet 500 ml:aan deionisoitua tai tis-
lattua vettd. Reagenssit A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3 ja A1.2.4 voidaan yhdistdd yhdeksi kantaliuokseksi.

NaNO; -12,750 g

MgCl,-6H,0 — 6,082 g

CaCl,2H,0 - 2,205 g

Mikroravinteita sisdltavd kantaliuos — (ks. A1.3)
MgSO,7H,0 - 7,350 g

K,HPO, - 0,522 ¢

NaHCO, - 7,500 g

Na,Si05-9H,0 — ks. huomautus A1.1.

HUOMAUTUS Al.1 - Kéytetddn vain piilevalajien viljelyssd. Voidaan lisitd suoraan (202,4 mg) tai kantaliuoksessa,
jotta viljelyaineen lopulliseksi Si-pitoisuudeksi saadaan 20 mg/l.

Makroravinteita sisiltivi kantaliuos valmistetaan liuottamalla seuraavat aineet 500 ml:aan deionisoitua tai tislattua
vetta.

H,BO, - 92,760 mg
MnCl,-4H,0 — 207,690 mg

ZnCl, - 1,635 mg

FeCl;-6H,0 — 79,880 mg

CoCl,6H,0 — 0,714 mg

Na,Mo0,-2H,0 - 3,630 mg

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

Na,EDTA-2H,0 - 150,000 mg

[Dinatrium(eteenidinitrilo)tetra-asetaatti]

Na,Se0,:5H,0 — 0,005 mg — ks. huomautus A1.2.

HUOMAUTUS A1.2 - Kiytetddn kantaviljelmien viljelyaineessa vain, kun viljellddn piilevélajeja.
Saadetdan pH arvoon 7,5 * 0,1 kdyttdmalld 0,1 N tai 1,0 N NaOH:a tai HCL:a.

Viljelyaine suodatetaan steriiliin astiaan kalvosuodattimen ldpi, jonka huokoskoko on 0,22 pm, jos kéytetdan hiuk-
kaslaskinta. Jollei kdytetd hiukkaslaskinta, huokoskoko on 0,45 pum.

Viljelyainetta sdilytetddn kdyttoon saakka pimedssd noin 4 °C:een lampdétilassa.
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Lisdys 3

Esimerkki levinviljelymenetelmisti

Yleisid huomautuksia
Tdssd kuvattavan menetelmin avulla voidaan viljelld levid myrkyllisyyskokeita varten.

Sopivien menetelmien avulla on varmistettava, ettd levaviljelmissd ei ole bakteeritartuntaa. Aina on varmistettava, ettd vil-
jelmissid esiintyy vain yhtd levilajia. Tima patee myos kdytettdessd akseenisia viljelmia.

Bakteerien tai muiden levien pddsy viljelmaan on estettavi tekemilld kaikki toimet steriileissd olosuhteissa.

Vilineet ja materiaalit

Ks. testimenetelmin kohta "Vilineet”.

Leviviljelmien tuottaminen

Ravintoliuosten (viljelyaineiden) valmistus:

Kaikki viljelyaineen ravintosuolat valmistetaan vikevand kantaliuoksena, ja niitd siilytetddn pimedssd ja viiledssa. Liuokset
steriloidaan suodattamalla tai autoklavoimalla.

Viljelyaine valmistetaan lisddmilld sopiva maard kantaliuosta steriiliin tislattuun veteen. Samalla on huolehdittava siité, ettei
synny infektioita. Jos viljelyaine on kiintedd, lisitaan 0,8 prosenttia agaria.

Kantaviljelma:

Kantaviljelmit ovat pienid levaviljelmis, jotka siirretddn sddnnollisesti tuoreeseen viljelyaineeseen, jossa ne toimivat testin
alkumateriaalina. Jos viljelmii ei kdytetd sddnnollisesti, ne valutetaan kallistettuihin agarputkiin. Putket siirretddn tuoreeseen
viljelyaineeseen vahintddn kahden kuukauden viliajoin.

Kantaviljelmii viljellddn sopivaa viljelyainetta sisaltavissd erlenmeyerpulloissa (tilavuus noin 100 ml). Jos levid inkuboidaan
20 °C:ssa jatkuvassa valaistuksessa, siirrot on tehtdvi viikoittain.

Siirrossa "vanhan” viljelméan osa siirretdan steriilin pipetin avulla tuoretta viljelyainetta sisiltivddan pulloon. Jos laji on nope-
asti kasvava, alkupitoisuuden on oltava noin sadasosa vanhan viljelmin pitoisuudesta.

Lajin kasvunopeus voidaan maarittdd kasvukdyrin avulla. Ndin on mahdollista arvioida, kuinka usein viljelma on siirrettdva
uuteen viljelyaineeseen. Siirto on tehtdvd ennen kuin viljelmé kuolee.

Esiviljely:

Esiviljelyn avulla saadaan levimaird, joka on sopiva testiviljelmien siirrostukseen. Esiviljelmad inkuboidaan testiolosuhteissa,
ja viljelmd kéytetddn sen ollessa vield eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa, yleensd 2—4 péivin pituisen inkubaation jilkeen.
Levaviljelmit, jotka sisltavit epimuodostuneita tai poikkeavia soluja, on hyldttava.
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Lisdys 4

Tietojen analysointi epilineaarisen regression avulla

Yleisida huomautuksia

Levitesteissd ja muissa testeissd, joissa mitataan mikro-organismien kasvua (biomassan kasvua), vastetta kuvaava muuttuja
on luonnostaan jatkuva ja metrinen: prosessin nopeus, jos kdytetddn kasvunopeutta, ja sen integraali ajan funktiona, jos kdy-
tetddn biomassaa. Molempia muuttujia verrataan toistoina tehtyjen altistumattomien kontrollien vastaavaan keskimaarii-
seen vasteeseen ottaen huomioon, ettd kontrollit reagoivat maksimaalisesti kulloisinkiin olosuhteisiin; levitestissd valo ja
lampotila ovat padasialliset maaraavit tekijit. Jarjestelma voi olla jakautunut tai homogeeninen, ja biomassaa voidaan pitda
jatkumona ottamatta huomioon yksittdisid soluja. Taman jarjestelmén vastetyypin varianssin jakautuminen riippuu ainoas-
taan testiolosuhteista (joille on luonteenomaista virheiden logaritmiset normaalijakaumat tai normaalijakaumat). Tima poik-
keaa tyypillisistd dikotomisista vasteista biologisissa testeissd, joissa oletetaan usein, ettd yksittdisten organismien toleranssi
(jolle on tyypillistd binomijakauma) on hallitseva varianssikomponentti. T4lloin kontrollivasteet ovat nolla tai taustan tasoa.

Normalisoitu tai suhteellinen vaste r pienenee yksinkertaisessa tapauksessa tasaisesti 1:std (ei kasvun estymistd) O:aan (100-
prosenttinen estyminen). On muistettava, ettd kaikkiin vasteisiin liittyy virhe ja ettd ilmeinen negatiivinen kasvun estyminen
voi laskelmissa johtua pelkidstddn satunnaisvirheesta.

Regressioanalyysi

Mallit

Regressioanalyysin tavoitteena on kuvata pitoisuus-vastekdyrid matemaattisena regressiofunktiona Y = f (C) tai yleisemmin
F (Z), jossa Z = log C. Kaanteisesti funktio C = f! (Y) antaa mahdollisuuden laskea EC -arvot, kuten ECsy-, EC, - ja EC,-
arvot, ja niiden 95 prosentin luottamusvalit. Useiden yksinkertaisten matemaattisten funktioiden on todettu soveltuvan
pitoisuus-vaste-suhteen kuvaamiseen levikasvun estymistesteissd. Niihin kuuluvat muun muassa logistinen kaava, epasym-
metrinen Weibull-jakauma ja logaritminen normaalijakauma, jotka ovat kaikki S-kdyrid, jotka lahestyvit asymptoottisesti
arvoa yksi, kun C — 0, ja nollaa, kun C — ddreton.

Jatkuvan kynnysfunktion malleja (esimerkiksi Kooijmanin malli, joka kuvaa populaation kasvun estymistd, Kooijman et al.,
1996) on hiljattain ehdotettu vaihtoehdoiksi asymptoottisille malleille. Tallaisissa malleissa oletetaan, ettd vaikutuksia ei
esiinny tiettyd kynnysarvoa ECO+ pienemmilld pitoisuuksilla. Tamé pitoisuus arvioidaan ekstrapoloimalla vaste—pitoisuus-
suhde siten, ettd se leikkaa pitoisuusakselin, kdyttdmalld yksinkertaista jatkuvaa funktiota, joka ei ole differentioituva
lahtopisteessa.

Analyysind voi olla jadnnosneliosummien yksinkertainen minimointi (kun varianssin oletetaan olevan vakio) tai painotet-
tujen neliosummien yksinkertainen minimointi, jos varianssin heterogeenisuus kompensoidaan.

Menettely

Menettely on seuraava: Valitaan sopiva funktionaaliyhtilo Y = f (C) ja sovitetaan se tietoihin epilineaarisella regressiolla. Tassd
yhteydessi on parempi kdyttdd jokaisesta yksittdisestd pullosta tehtyjd mittauksia kuin toistojen keskiarvoja, jotta tiedoista
saataisiin mahdollisimman paljon informaatiota. Toisaalta kdytinnon kokemus viittaa sithen, etté jos varianssi on suuri, tois-
tojen keskiarvoilla saadaan luotettavampi matemaattinen arviointi, johon tiedoissa esiintyvit satunnaisvirheet eivat vaikuta
yhté paljon kuin jos jokainen yksittdinen datapiste sdilytettdisiin.

Sovitettu kdyrd ja mitatut tiedot esitetddn graafisesti, minki jilkeen tutkitaan, onko kdyrd sovitettu asianmukaisesti. Jaan-
nosten analysointi voi olla erityisen kdyttokelpoinen keino tihin tarkoitukseen. Jos pitoisuus—vaste-kdyrin kuvaamiseen
valittu funktionaalinen suhde ei kuvaa hyvin koko kdyrid tai jotain sen olennaista osaa, kuten vastetta pienilld pitoisuuksilla,
valitaan toisenlainen kdyransovitus, esimerkiksi Weibull-funktion kaltainen epasymmetrinen kdyrd symmetrisen kdyrin
sijasta. Negatiiviset inhibitiot voivat olla ongelmallisia muun muassa logaritmisen normaalijakauman yhteydessa ja voivat
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vaatia vaihtoehtoisen regressiofunktion kiyttod. Ei ole suositeltavaa merkitd nditd negatiivisia arvoja nollaksi tai antaa niille
pientd positiivista arvoa, koska se vadristdd virhejakaumaa. Voi olla aiheellista tehda erilliset kayransovitukset joillekin kdy-
rén osille, esimerkiksi sille osalle, jossa kasvun estyminen on pientd, EC,;.,,; -estimaattien madrittimiseksi. Sovitetusta yht-
16std lasketaan (kddnteisfunktiolla C = f* (Y)) EC:n luonteenomaiset piste-estimaatit, ja niist4 ilmoitetaan ainakin EC-arvo
ja yksi tai kaksi EC,,;.,,; -arvoa. Kdytdnnon testauksesta saadut kokemukset ovat osoittaneet, ettd levitestilld saadaan yleensa
kohtuullisen tarkka arviointi pitoisuuksilla, joilla kasvun estyminen on 10-prosenttista, jos datapisteitd on riittavisti ja pie-
nilld pitoisuuksilla ei esiinny kasvun edistymisté héiritsevini tekijand. EC,,-estimaatin tarkkuus on yleensd huomattavasti
parempi kuin EC, ,-estimaatin, koska EC,, sijaitsee yleensi pitoisuus—vaste-kdyran keskiosan lahes lineaarisessa osassa. Jos-
kus EC, y-arvoa voi olla vaikea tulkita kasvun edistymisen vuoksi. Sen vuoksi on suositeltavaa ilmoittaa aina myos EC,-
arvo, vaikka EC, y-arvo saadaankin yleensi riittdvin tarkasti.

Painotuskertoimet

Testissd varianssi ei yleensa ole vakio, ja tavallisesti siihen sisaltyy suhteellinen komponentti. Sen vuoksi on hyodyllistd tehda
painotettu regressio rutiininomaisesti. Tahdn analyysin tarvittavien painotuskertoimien oletetaan yleensd olevan kaintei-
sesti verrannollisia varianssiin:

W, = 1/Var(r)

Monet regressio-ohjelmat antavat mahdollisuuden tehdd painotettu regressioanalyysi painotuskertoimilla, jotka valitaan tau-
lukosta. Painotuskertoimet voidaan helposti normalisoida kertomalla ne luvulla n/Z w, (jossa n on datapisteiden méar), jotta
niiden summa olisi yksi.

Vasteiden normalisointi

Normalisointi kontrollien keskiméaaraisen vasteen avulla aiheuttaa joitakin periaatteellisia ongelmia ja johtaa melko mutkik-
kaaseen varianssirakenteeseen. Vastearvojen jakaminen kontrollien keskimairdiselld vastearvolla kasvunestymisprosentin
madrittdmiseksi aiheuttaa lisdvirheen, joka johtuu kontrollien keskiarvoon liittyvastd virheestd. Jollei tima virhe ole mitat-
toman pieni, regressioon sovellettavat painotuskertoimet ja luottamusvilit on korjattava ottaen huomioon kovarianssi kont-
rollin kanssa (17). On tdrked, ettd kontrollien keskimédrdinen vaste arvioidaan hyvin tarkasti, jotta voidaan minimoida
suhteellisen vasteen kokonaisvarianssi. Varianssi saadaan seuraavasti:

(Alaindeksi i tarkoittaa pitoisuutta i ja alaindeksi 0 tarkoittaa kontrolleja.)
Y; = suhteellinen vaste = 1ty = 1 -1 =f (C)
kun varianssi on:
Var (Y;) = Var (1;fr,) = (0Y, | 0 r,)*Var(r) + @ Y,/ 0 ro)>Var (r,)
ja koska
@Y/or)=1[rpand @Y, ] 0ry) = rifry 2
kun data on normaalisti jakautunut ja m, ja m, ovat toistoja:
Var(r) = 6*|m;
suhteellisen vasteen Y; kokonaisvarianssi on:
Var(Y) = 6/(r,® m)) + 1,20%ry* m,

Kontrollien keskiarvoon liittyvé virhe on kddntden verrannollinen niiden kontrollitoistojen méiran nelidjuureen, joista kes-
kiarvo on laskettu. Joskus voi olla aiheellista ottaa mukaan aiempia tietoja, jotta virhettd voidaan pienentdd merkittdvasti.
Vaihtoehtoisena menetelméni on, ettd tietoja ei normalisoida eikd absoluuttisia vasteita soviteta, kontrolleja koskevat vas-
tetiedot mukaan luettuina, vaan kontrollivasteen arvo otetaan kayttoon lisiparametrina, joka sovitetaan epilineaarisella reg-
ressiolla. Kédytettdessd tavanomaista kahden parametrin regressioyhtilod, timd menetelmi edellyttdd kolmen parametrin
sovittamista ja vaatii sen vuoksi enemmin datapisteitd kuin sellaisten tietojen epilineaarinen regressio, jotka on normali-
soitu kdyttdmalld ennalta médritettyd kontrollivastetta.
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Kidnteiset luottamusvilit

On melko monimutkaista laskea epilineaarisen regression luottamusvilit estimoimalla kddnteisfunktion avulla, eikd tatd
vaihtoehtoa ole saatavilla tavanomaisissa tilasto-ohjelmistopaketeissa. Likimaaridiset luottamusvilit voidaan saada tavan-
omaisilla ohjelmilla, joita kdytetddn epilineaarisen regression laskemiseen, kdyttimalld uudelleenparametrisointia (Bruce ja
Versteeg, 1992), jolloin matemaattinen kaava kirjoitetaan uudelleen kdyttamilld haluttuja piste-estimaatteja, esimerkiksi
EC,,- ja EC5p-arvoa, arvioitavina parametreina. (Funktioksi valitaan I = f (a, f, pitoisuus) ja kdytetddn médritelmésuhteita f
(a, B, ECy) = 0,1 ja f (a, B, EC5p) = 0,5 korvaamaan f (q, B, pitoisuus) vastaavalla funktiolla g (EC,,, ECs, pitoisuus).)

Laskenta voidaan tehdi suoraan (Andersen et al, 1998) siilyttimalld alkuperdinen yhtal6 ja kiyttimalld Taylorin laajennusta
ryn ja ryn keskiarvojen ymparistossa.

Viimeaikoina on kdytetty yhd enemmin "bootstrap”-menetelmii. Ndissd menetelmissd arvioidaan empiiristd varianssijakau-
maa kdyttdmalld mitattuja tietoja ja tihedd uusintandytteiden ottoa, jota ohjataan satunnaislukugeneraattorilla.
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LITEV

C.25. AEROBINEN MINERALISAATIO PINTAVEDESSA — BIOHAJOAVUUDEN SIMULAATIOTESTI

MENETELMA

Tdama menetelmé vastaa OECD:n testiohjetta nro 309 (2004) (1).

JOHDANTO

Tdmin testin tarkoituksena on mitata aerobisessa luonnonvedessi pieneni pitoisuutena olevan testiaineen bioha-
joavuus ajan funktiona ja kvantifioida havainnot kineettisten nopeuslausekkeiden muodossa. Timai simulaatiotesti
on laboratoriossa panoskokeena (batch) suoritettava ravistelutesti, jossa madritetian luonnon pintavesindytteissi
(makea vesi, murtovesi tai merivesi) olevien orgaanisten aineiden aerobisen biohajoavuuden nopeudet. Se perustuu
ISO/DIS 14592-1 -testiin (2) ja sisdltdd myos osia testimenetelmistd C.23 ja C.24 (3)(4). Jos testi on pitkikestoi-
nen, panosprosessi voidaan korvata puolijatkuvalla prosessilla, jotta estettiisiin testiorganismin huononeminen.
Simulaatiotestin ensijaisena tavoitteena on maarittdd testiaineen mineralisaatio pintavedessd, ja mineralisaatio muo-
dostaa perustan hajoamiskinetiikan esittimiselle. Toissijaisesti testissd voidaan tutkia primaarista hajoamista ja mer-
kittdvien muuntumistuotteiden muodostumista. Muuntumistuotteiden yksilointi ja mahdollisuuksien mukaan
niiden pitoisuuksien mé4rittiminen on erityisen tirkedd, kun on kyse hitaasti mineralisoituvista aineista (esim. '*C:n
kokonaisjddnnoksen puoliintumisaikojen ollessa yli 60 pdivad). Analyysitekniikoiden rajoitusten vuoksi merkitta-
vien muuntumistuotteiden yksilointi ja niiden pitoisuuksien madritys edellyttivit tavallisesti testiaineen kdyttod suu-
rempina pitoisuuksina (esim. > 100 pg/l).

Pieni pitoisuus merkitsee téssi testissd pitoisuutta (esim. alle 1 ug/l — 100 pg/l), joka on tarpeeksi alhainen, jotta
testin biohajoavuuskinetiikka vastaa ympiristossd ennakoitavaa biohajoavuuskinetiikkaa. Testissd kaytetyssa luon-
nonvedessa olevien biohajoavien hiilisubstraattien kokonaismassaan verrattuna testiaine, joka on pienend pitoisuu-
tena, on toissijainen substraatti. Tima merkitsee, ettd ennakoitu biohajoavuuskinetiikka on ensimmaistd kertalukua
(ei kasvua) ja ettd testiaine voi hajota metabolisten reaktioiden sivuvaikutuksena (cometabolism). Ensimmadisen ker-
taluvun kinetiikassa hajoamisnopeus (mg/L/pdivd) on suhteessa substraatin pitoisuuteen, joka pienenee ajan myoti.
Aidossa ensimmiisen kertaluvun kinetiikassa spesifinen hajoamisen nopeusvakio k ei riipu ajasta eiké pitoisuu-
desta. Toisin sanoen k:n arvo ei vaihtele merkittivasti kokeen aikana eikd muutu lisittdessd pitoisuutta kokeiden
vililld. Spesifinen hajoamisen nopeusvakio vastaa pitoisuuden suhteellista muutosta aikayksikkod kohti:
k = (1/C) - (dC/dt). Vaikka kuvatuissa olosuhteissa ennakoidaan ensimmaisen kertaluokan kinetiikkaa, erddt mah-
dolliset olosuhteet voivat suosia muuntyyppistd kinetiikkaa. Reaktio voi poiketa ensimmdisen kertaluvun kinetii-
kasta esimerkiksi siind tapauksessa, jos aineensiirtoon liittyvat ilmiét, kuten diffuusionopeus (ei biologisen reaktion
nopeus) rajoittaa biotransformaation nopeutta. Data voidaan kuitenkin ldhes aina kuvata pseudo-ensimmdisen ker-
taluvun kinetiikan mukaisesti, jolloin nopeusvakio voi olla pitoisuudesta riippuvainen.

Kokeen suunnittelun ja tulosten tulkinnan tueksi pitdisi etukdteen olla kdytettdvissd (esim. vakioseulontatesteistd
saatavia) tietoja testiaineen biohajoavuudesta suuremmilla pitoisuuksilla sekd tietoja abioottisesta hajoavuudesta,
muuntumistuotteista ja relevanteista fysikaalis-kemiallisista ominaisuuksista. ' *C-leimalla merkittyjen testiaineiden
kaytto ja '*C:n faasijakauman madritys testin lopussa mahdollistavat lopullisen biohajoavuuden marityksen. Kiy-
tettdessd leimaamattomia testiaineita lopullinen biohajoavuus voidaan arvioida vain siind tapauksessa, etté testa-
taan suurempi pitoisuus ja ettd kaikki padasialliset muuntumistuotteet tunnetaan.

MAARITELMAT

Primaarinen biohajoaminen: Mikro-organismien aiheuttama kemiallisen aineen rakenteellinen muutos (transfor-
maatio), jonka seurauksena aine menettdd kemiallisen rakenteensa.

Funktionaalinen biohajoaminen: Mikro-organismien aiheuttama kemiallisen aineen rakenteellinen muutos (trans-
formaatio), jonka seurauksena aine menettdd jonkin erityisen ominaisuuden.

Lopullinen (aerobinen) biohajoaminen: Mikro-organismien aiheuttama kemiallisen aineen hajoaminen hapen
vaikutuksesta hiilidioksidiksi, vedeksi ja muiden aineiden kivenniissuoloiksi (mineralisaatio) sekd uuden biomas-
san ja orgaanisten mikrobiologisten biosynteesituotteiden tuottaminen.
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Mineralisaatio: Mikro-organismien aiheuttama kemiallisen aineen tai orgaanisen aineen hajoaminen hapen vaiku-
tuksen vuoksi hiilidioksidiksi, vedeksi ja muiden aineiden kivenndissuoloiksi.

Lag-vaihe: Aika testin alusta sithen, kun hajottavien mikro-organismien adaptaatio on tapahtunut ja kemiallisen
aineen tai orgaanisen aineen biohajoamisaste on havaittavalla tasolla (esim. 10 % biohajoamisen teoreettisesta enim-
maistasosta tai titd alempi, riippuen mittaustekniikan tarkkuudesta).

Biohajoamisen enimmaistaso: Kemiallisen aineen tai orgaanisen aineen se prosentteina ilmaistu biohajoamistaso
testissd, jonka jilkeen biohajoamista ei endd tapahdu testissi.

Ensisijainen substraatti: Kaikki luonnolliset hiilen ja energian lihteet, joiden ansiosta mikrobibiomassa voi kas-
vaa ja sdilyd.

Toissijainen substraatti: Substraatin osa, joka on niin pienend pitoisuutena, ettd sen biohajoamisesta vapautuu
vain merkityksettomid méiri hiiltd ja energiaa kompetenteille mikro-organismeille verrattuna hiileen ja energiaan,
jotka vapautuvat padasiallisten substraatin osien (ensisijaisten substraattien) hajoamisesta.

Hajoamisen nopeusvakio: Ensimmaisen kertaluvun tai pseudo-ensimmaisen kertaluvun kinetiikan nopeusvakio
k (d™"), joka ilmaisee hajoamisprosessien nopeuden. Panoskokeessa k estimoidaan lag-vaihetta seuraavasta hajoa-
miskdyrdn ensimmadisestd osasta.

Puoliintumisaika, t, , (d): Ensimmaisen kertaluokan reaktion nopeuden kuvaamiseen kéytettava parametri. Se on
aikavili, joka vastaa pitoisuuden vihenemistd puoleen. Puoliintumisajan ja hajoamisen nopeusvakion vilinen yhtilo
on ty), = In2/k.

Hajoamisen puoliintumisaika, DT, (d): Biohajoamistestien tuloksen kvantifiointiin kéytettdvd parametri. Se on
aikavili (mukaan luettuna lag-vaihe), joka tarvitaan 50 prosentin biohajoamisen saavuttamiseen.

Havaitsemisraja (LOD) ja mdiritysraja (LOQ): Havaitsemisraja (limit of detection, LOD) on se aineen pitoisuus,
jonka alapuolella ainetta ei voida erottaa médritysartefaktoista. Mddritysraja (limit of quantification, LOQ) on se aineen
pitoisuus, jonka alapuolella pitoisuutta ei voida maaritad hyvaksyttavalld tarkkuudella.

Liennut orgaaninen hiili (dissolved organic carbon, DOC): Se orgaanisen hiilen osa vesiniytteessd, jota ei voida
erottaa testiohjeen mukaisella faasierotuksella, esimerkiksi sentrifugioimalla nopeudella 40 000 ms™2 15 minuutin
ajan tai kalvosuodatuksella kayttden kalvoja, joiden huokoskoko on 0,2 ym-0,45 pm.

Orgaanisen '*C:n kokonaisaktiivisuus (total organic '*C activity, TOA): Orgaaniseen hiileen liittyvi
#C-kokonaisaktiivisuus.

Liukoisen orgaanisen '*C:n aktiivisuus (dissolved organic "*C activity, DOA): Liukoiseen orgaaniseen hiileen
liittyvd '*C-kokonaisaktiivisuus.

Partikkelimuodossa olevan orgaanisen '*C:n aktiivisuus (particulate organic '*C activity, POA): Partikkeli-
muodossa olevaan orgaaniseen hiileen liittyva '*C-kokonaisaktiivisuus.

TESTIN SOVELLUSALA

Tatd simulaatiotestid voidaan soveltaa pienind pitoisuuksina testattaviin haihtumattomiin tai lievésti haihtuviin
orgaanisiin aineisiin. Kaytettdessa pulloja, joita ei ole suljettu ilmalta (esim. vanutupoilla suljettuja pulloja), kdytin-
nossd haihtumattomina voidaan pitdd aineita, joiden Henryn lain vakio on alle noin 1 Pa-m’/mol (arviolta
107° atm'm’/mol). Kéytettiessd suljettuja pulloja, joissa on vapaa ilmatila, voidaan testata lievésti haihtuvia aineita
(joiden Henryn lain vakio on < 100 Pa-m’/mol tai < 10~ atmm’/mol) ilman vuotoja testijirjestelmastd. '*C-
leimattuja aineita voidaan menettdd CO,:n poiston yhteydessi, jos tarvittaviin varokeinoihin ei ryhdyta. Téllaisissa
tilanteissa voi olla tarpeen imeyttdd CO, absorboivaan emiksiseen aineeseen testijirjestelman sisdlld tai kayttdd
ulkoista CO,-absorbointijrjestelmai (suora '*CO,:m madritys; ks. liite 3). Biohajoavuuskinetiikan maérittamiseksi
testiaineen pitoisuuden on oltava sen vesiliukoisuusrajan alapuolella. On huomattava, ettd ldhdekirjallisuudesta saa-
dut vesiliukoisuuden arvot voivat olla merkittavasti suurempia kuin testiaineen liukoisuus luonnonvedessa. Erityi-
sen huonosti veteen liukenevien testiaineiden liukoisuus voidaan mdarittdd myos kayttamailld testattavaa
luonnonvetta.

Menetelmai voidaan kéyttdd biohajoavuuden simulointiin pintavedesssd, jossa ei ole karkeita hiukkasia ("pelaginen
testi”), tai sameassa pintavedessd esimerkiksi lahelld veden ja sedimentin rajapintaa ("suspendoituneen sedimentin
testi”).
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TESTIMENETELMAN PERIAATE

Testi suoritetaan panoskokeena (batch) inkuboimalla testiainetta joko pelkdstddn pintavedelld (pelaginen testi) tai
pintavedelld, jossa on suspendoitunutta kiintoainesta tai sedimenttid kuiva-aineena 0,01-1 g/L (suspendoituneen
sedimentin testi). T4lld tavoin testilld simuloidaan vesistod, jossa on suspendoitunutta kiintoainesta tai uudelleen
suspendoitunutta sedimenttida. Useimmissa pintavesissd suspendoitunut kiintoaines tai sedimetti on tyypillisesti
pitoisuuksina, jotka sijoittuvat mainitun asteikon alapdihin. Testipulloja inkuboidaan pimedssd ympériston lam-
potilassa aerobisissa olosuhteissa ja jatkuvasti sekoittaen. Ainakin kahta testiaineen pitoisuutta tulisi kdyttdd, jotta
hajoavuuskinetiikka voidaan méarittad. Pitoisuuksien valilld tulisi olla 5-10-kertainen ero, ja niiden tulisi edustaa
pitoisuuksia, joiden odotetaan vallitsevan ympdristossd. Testiaineen enimmadispitoisuus ei saisi olla yli 100 pg/L.
Suosituksena on kuitenkin, ettd se on alle 10 pg/L. Ndin varmistetaan, ettd biohajoavuus noudattaa ensimmaisen
kertaluvun kinetiikkaa. Vihimmaispitoisuus ei saisi olla yli 10 pg/L, mutta suosituksena on, ettd se on 1-2 pg/L tai
alle 1 pg/L. Ndin pieni pitoisuus mahdollistaa normaalisti riittdvan analyysin kdytettdessd kaupallisesti saatavilla ole-
via '*C-leimattuja aineita. Analyysimenetelmien rajoitusten vuoksi testiaineen pitoisuutta on usein mahdoton
mitata vaadittavalla tarkkuudella, jos annosteltu testiaineen pitoisuus < 100 pg/L (ks. kohta 1.7.2, toinen kappale).
Suurempia testiaineen pitoisuuksia (> 100 pg/L ja joskus > 1 mg/L) voidaan kdyttdd merkittdvien muuntumistuot-
teiden yksilointiin ja niiden pitoisuuksien madritykseen tai jos kdytettdvissa ei ole analyysimenetelmad, jonka havait-
semisraja on tarpeeksi alhainen. Jos testiainetta testataan suurina pitoisuuksina, tuloksia ei ehkd ole mahdollista
kayttdd ensimmadisen kertaluvun vakion ja puoliintumisajan estimointiin, koska hajoaminen ei todennakoisesti seu-
raa ensimmidisen kertaluvun kinetiikkaa.

Hajoamista seurataan sopivin aikavilein mittaamalla joko jadnnos-'*C tai testiaineen jaanndspitoisuus (jos kiyte-
tddn erityistd kemiallista analyysia). '*C-leima molekyylin stabiileimmassa osassa varmistaa sen, ettd koko minera-
lisaatio voidaan madrittdd. Jos '*C-leima on vihemman stabiilissa molekyylin osassa tai jos kaytetddn erityistd
kemiallista analyysia, voidaan arvioida vain primaarinen biohajoaminen. Stabiilein osa ei kuitenkaan valttimattd
sisdlla molekyylin toiminnan kannalta relevanttia osaa (joka voidaan kytkei erityiseen ominaisuuteen, kuten tok-
sisuuteen, bioakkumulaatioon jne.). Tallsin voi olla tarkoituksenmukaista kayttda '*C-leimattua testiainetta kysei-
sessd toiminnan kannalta relevantissa osassa, jos on maaré seurata erityisen ominaisuuden eliminaatiota.

TESTIAINETTA KOSKEVAT TIEDOT

Seki radioaktiivisella merkkiaineella leimattuja etti leimaamattomia testiaineita voidaan kiyttid tdssi testissd. '*C
on suositeltava leima, ja sen pitdisi tavallisesti sijaita molekyylin stabiileimmassa osassa tai osissa (ks. myos
kohta 1.4). Jos on kyse aineista, joissa on useampi kuin yksi aromaattinen rengas, on suositeltavaa, ett yksi tai use-
ampi hiili kussakin renkaassa varustetaan '*C-leimalla. Lisiksi suositellaan, ettd helposti hajoavien liitosten kum-
mallakin puolella yksi tai useampi hiili varustetaan '*C-leimalla. Testiaineen kemiallisen ja/tai radiokemiallisen
puhtauden tulisi olla > 95 %. Kun on kyse radioaktiivisella merkkiaineella merkityistd aineista, suositeltava spesi-
finen aktiivisuus on noin 50 pCi/mg (1,85 MBq) tai timén yli, jotta helpotettaisiin '*C-mittauksia pienilld lihtopi-
toisuuksilla tehtdvissd testeissd. Testiaineesta tulisi olla kdytettdvissd seuraavat tiedot:

— vesiliukoisuus [testimenetelmi A.6],

— liukoisuus orgaanisiin liuottimiin (liuottimella ksitellyt aineet tai huonosti veteen liukenevat aineet),

— dissosiaatiovakio (pKa), jos aine protonoituu tai deprotonoituu [OECD TG 112] (5),

— hoyrynpaine [testimenetelmd A.4] ja Henryn lain vakio,

—  kemiallinen stabiilius vedessd ja pimedssi (hydrolyysi) [testimenetelma C.7].

Testattaessa huonosti veteen liukenevia aineita merivedessi voi olla hyodyllisté tietdd myos ulossuolautumisvakio
(Setschenowin vakio) K, joka voidaan mairittdd seuraavasta lausekkeesta: log (S/S”) = K® C,,,, missd S on aineen liu-

m’

kenevuus makeassa vedessd ja S” aineen liukenevuus merivedessd ja C,,, molaarinen suolapitoisuus.

Jos testi suoritetaan "suspendoituneen sedimentin testind”, myds seuraavien tietojen tulisi olla kaytettavissa:

— n-oktanoli/vesi-jakaantumiskerroin [testimenetelmi A.8],

— adsorptiokerroin [testimenetelma C.18].
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Myos seuraavat tiedot voivat olla hyodyllisia:
— ympdristopitoisuus, jos se tiedetddn tai on estimoitu,
— testiaineen toksisuus mikro-organismeille [testimenetelmd C.11],

— nopea biohajoavuus (ready biodegradability) ja/tai aineen luontainen biohajoavuus (inherent biodegradability) [tes-
timenetelmit C.4 A-F, C.12, C.9, OECD TG 302 (5)],

— aerobinen tai anaerobinen biohajoavuus maassa sekd muuntumistutkimusten tulokset (sedimentti/vesi) [mene-
telmit C.23, C.24].

VERTAILUAINE

Vertailuaineena tulisi kdyttdd ainetta, joka on helposti hajoava aerobisissa olosuhteissa (esim. aniliini tai natrium-
bentsoaatti). Aniliinin ja natriumbentsoaatin odotettu hajoamisaika on yleensa alle 2 viikkoa. Vertailuaineiden tar-
koituksena on varmistaa, ettd testiveden mikrobiologinen aktiviteetti on tietyissd rajoissa, ts. ettd vedessd on
aktiivinen mikrobipopulaatio.

LAATUKRITEERIT

Saanto

Kukin alkuperdinen testipitoisuus tulisi vélittomasti testiaineen lisidmisen jilkeen tarkistaa mittaamalla '*C-
aktiviteetti tai (jos on kyse testiaineesta, jota ei ole leimattu merkkiaineella) kemiallisella analyysilla vihintaan kah-
dessa ndytteessd. Tamd tarjoaa tietoa analyysimenetelmin sovellettavuudesta ja toistettavuudesta ja testiaineen
jakauman tasaisuudesta. Tavallisesti myohemmissd tulosten analyyseissi kiytetdin alussa mitattua '*C-aktiivisuutta
tai testiaineen pitoisuutta eikd nimellispitoisuutta, koska tdlld tavoin voidaan ottaa huomioon sorptiosta ja annos-
teluvirheistd johtuvat haviot. '*C-leimatun testiaineen osalta saanto testin lopussa ilmoitetaan massataseena (ks.
kohta 1.8.9.4, viimeinen kappale). lhannetapauksessa massataseen tulisi radioaktiivisella merkkiaineella leimattuja
aineita kdytettdessd olla 90-110 %, ja analyyttisen tarkkuuden tulisi olla sellainen, ettd merkitsemattomien testiai-
neiden alkuperiiseksi saannoksi testin alussa saadaan 70-110 %. Naitd vaihteluvilejd tulisi pitdd tavoitteina eikd
perusteina testin hyviksynnalle. Vaihtoehtoisesti analyyttinen tarkkuus voidaan maarittdd testiaineelle alkuperéistd
pitoisuutta pienemmalld pitoisuudella sekd merkittaville muuntumistuotteille.

Analyysimenetelmin toistettavuus ja herkkyys

Analyysimenetelmén toistettavuus (mukaan luettuna alussa tehtdvin uuton tehokkuus) testiaineen ja tapauksen
mukaan muuntumistuotteiden kvantifioimiseksi tulisi tarkistaa viidelld rinnakkaisella analyysilla pintaveden yksit-
tdisistd uutteista.

Analyysimenetelmin havaitsemisrajan (LOD) tulisi testiaineen ja muuntumistuotteiden osalta olla mahdollisuuk-
sien mukaan ainakin 1 % testijirjestelmddn annostellusta alkuperdisestd mairdstd. Mdaritysrajan (LOQ) tulisi olla
10 % annostellusta pitoisuudesta tai tdtd alempi. Monien orgaanisten aineiden ja niiden muuntumistuotteiden kemi-
alliset analyysit edellyttavit usein, ettd testiaine annostellaan suhteellisen suurina pitoisuuksina (> 100 pg/L).

TESTIMENETELMAN KUVAUS

Laitteet

Testi voidaan tehdd sopivan suuruisissa (esim. 0,5 tai 1,0 litran) erlenmeyerpulloissa tai sylinteripulloissa, jotka on
suljettu silikoni- tai kumitulpilla, tai seerumipulloissa, joissa on hiidioksidia lapaisemattomat kannet (esim. butyy-
likumikalvo). Toisena vaihtoehtona on suorittaa testi useilla pulloilla ja ottaa niiden joukosta kunakin néytteenot-
toajankohtana néytteeksi vahintddn kahden pullon sisalto (ks. kohta 1.8.9.1, viimeinen kappale). Jos testiaineet ovat
haihtumattomia eiké niité ole leimattu radioaktiivisella merkkiaineella, kaasutiiviitd tulppia tai kansia ei vaadita; val-
jat puuvillatupot, jotka estavit kontaminaation ympardivastd ilmasta, riittavat (ks. kohta 1.8.9.1, toinen kappale).
Lievasti haihtuvat aineet tulisi testata biometer-tyyppisessd jarjestelmassd, jossa veden pintaa sekoitetaan kevyesti.



24.8.2009

Euroopan unionin virallinen lehti

L 220/61

Bakteerikontaminaation estdmiseksi astiat voidaan vaihtoehtoisesti sterilisoida kuumentamalla tai autoklaavikisit-
telylld ennen kidyttod. Lisdksi kdytetddn seuraavia tavanomaisia laboratoriolaitteita:

— ravistin tai magneettisekoittimet testipullojen jatkuvaa sekoittamista varten,
— sentrifugi,

—  pH-mittari,

— sameusmittari sameuden nefelometristi maaritysta varten,

— uuni tai mikroaaltouuni kuiva-ainemaéarityksid varten,

—  kalvosuodatin,

— autoklaavi tai uuni lasiastioiden sterilointia varten,

— laitteet '*C-leimattujen aineiden kisittelyyn,

— laitteet, joilla kvantifioidaan '*C-aktiivisuus CO,:n imeytysliuoksista otetuissa néytteissd ja tarvittaessa
sedimenttinaytteissa,

— analyysilaitteet testiaineen (ja vertailuaineen) madritystd varten, jos kdytetddn erityistd kemiallista analyysia
(esim. kaasukromatografi tai korkean paineen nestekromatografi).

Testiaineen varastoliuokset

Testi- ja vertailuaineen varastoliuosten valmistamiseen kiytetddn deionisoitua vettd (ks. kohta 1.8.7, ensimmdinen
kappale). Deionisoidussa vedessd ei saa olla aineita, jotka voivat olla toksisia mikro-organismeille, eiki liukoista
orgaanista hiiltd (DOC) yli 1 mg/L (6).

Pintaveden otto ja kuljetus

Pintaveden naytteenottopaikka tulisi valita siten, ettd se vastaa testin tarkoitusta. Ndytteenottopaikkojen valinnassa
on otettava huomioon mahdollinen maanviljelyn, teollisuuden ja kotitalouksien vaikutus. Jos tiedetddn, ettd vesi-
ympdristd on kontaminoitunut testiaineen tai sitd rakenteeltaan vastaavien aineiden vaikutuksesta edellisten neljan
vuoden aikana, sité ei pitdisi kdyttdd testiveden ottoon, jollei nimenomaisena tarkoituksena ole tutkia hajoamisno-
peuksia jo altistuneissa kohteissa. Veden pH-arvo ja lampatila tulisi mitata ndytteenottopaikassa. Lisaksi tulisi kir-
jata ndytteenottosyvyys ja vesindytteen ulkondko (esim. vdri ja sameus). Happipitoisuus ja hapetus-
pelkistyspotentiaali (redoxpotentiaali) vedessd ja sedimentin pintakerroksessa mitataan aerobisten ominaisuuksien
osoittamiseksi, elleivat ne kdy selville vesindytteen ulkondosti ja kohteessa aiemmin saaduista kokemuksista. Pin-
tavesi tulisi kuljettaa tdysin puhdistetussa astiassa. Kuljetuksen aikana niaytteen lampotila ei saa merkittavésti ylittdd
testissd kaytettavad lampotilaa. Viilentdminen 4 °C:seen on suositeltavaa, jos kuljetuksen kesto on yli 2-3 tuntia.
Vesindyte ei saa jdatya.

Pintaveden siilytys ja valmistelu

Testi on suositeltavaa aloittaa yhden paivin kuluessa niytteenotosta. Jos vettd joudutaan siilyttdimain, sidilytysaika
on minimoitava, eikd se saa missddn tapauksessa ylittdd neljad viikkoa. Vesindytettd olisi pidettdvd 4 °C:ssa ilmas-
tettuna sen kdyttoon saakka. Karkeat hiukkaset poistetaan ennen kéyttod esimerkiksi suodattamalla nailonsuodat-
timen (aukkokoko noin 100 pm) tai karkean paperisuodattimen lpi tai sedimentoimalla.

Sellaisen vesiniytteen valmistelu, johon on lisitty sedimenttii (vaihtoehtoinen)

Suspendoituneen sedimentin testissd pintasedimenttid lisitdan luonnonveden (joka on suodatettu karkeiden hiuk-
kasten poistamiseksi kohdassa 1.8.4 kuvatulla tavalla) sisiltaviin pulloihin suspension aikaansaamiseksi. Suspen-
doituneen kiintoaineksen pitoisuuden pitdisi olla 0,01-1 g/L. Pintasedimentin tulisi olla samasta kohteesta, josta
vesindyte otettiin. Kulloisestakin vesiymparistosta riippuen pintasedimentille voi olla ominaista joko suuri orgaa-
nisen hiilen maara (2,5-7,5 %) ja hienojakoisuus tai matala orgaanisen hiilen méira (0,5-2,5 %) ja karkeajakoi-
suus (3). Pintasedimentti voidaan valmistaa seuraavasti: sedimentistd otetaan useita kairausndytteitd kdyttden
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lapinakyvad muoviputkea, ja ylemmat aerobiset kerrokset (pinnasta enintddn 5 mm:n syvyyteen) leikataan pois
vilittomasti naytteenoton jdlkeen ja yhdistetddn. Néin saatava sedimenttindyte kuljetetaan sdiliossd, jossa on laaja
vapaa ilmatila, jotta sedimentti pysyisi acrobisissa olosuhteissa (ndyte on viilennettavd 4 °C:seen, jos kuljetus kestdd
yli 2-3 tuntia). Sedimenttindyte suspendoidaan testiveteen suhteessa 1:10 ja pidetddn 4 °C:ssa ilmastettuna aina
kiyttoon saakka. Jos sedimenttid joudutaan sdilyttdimadn, sailytysaika on minimoitava, eikd se saa missdén tapauk-
sessa ylittdd neljaa viikkoa.

Puolijatkuva menettely (vaihtoehtoinen)

Pitka inkuboimisaika (useita kuukausia) voi olla tarpeen, jos lag-vaihe kestia pitkddn ennen kuin merkittavai tes-
tiaineen hajoamista voidaan mitata. Jos timi tiedetddn jo aikaisempien testien perusteella, testissd voidaan alusta
lahtien kayttdd puolijatkuvaa menettelyd, jossa osa testivedestd tai suspensiosta korvataan méirdajoin uudella
vedelld. Vaihtoehtoisesti normaali panoskoe (batch) voidaan muuttaa testin aikana puolijatkuvaksi testiksi, jos tes-
tiaineen hajoamista ei ole tapahtunut noin 60 paivin kuluessa panostestimenettelya kiyttden (ks. kohta 1.8.8.3, toi-
nen kappale).

Testiaineen (tai vertailuaineen) lisdiminen

Jos aineen vesiliukoisuus on suuri (> 1 mg/L) ja haihtuvuus pieni (Henryn lain vakio < 1 Pa-m’/mol tai
<107 atm'm?|/mol), varastoliuos voidaan valmistaa deionisoituun veteen (ks. kohta 1.8.2), minki jilkeen sopiva
mdéird varastoliuosta lisdtddn testiastioihin, kunnes haluttu pitoisuus on saavutettu. Lisityn varastoliuoksen maard
tulisi pitdd mahdollisimman pienend (mahdollisuuksien mukaan < 10 % lopullisesta nestevolyymista). Toisena mah-
dollisuutena on liuottaa testiaine suurempana volyymind testiveteen; ttd voidaan pitdd vaihtochtona orgaanisten
liuottimien kaytolle.

Jos muuta mahdollisuutta ei ole, haihtumattomien ja heikosti veteen liukenevien aineiden varastoliuokset tulisi val-
mistaa kdyttimilld haihtuvaa orgaanista liuotinta, mutta testijirjestelméén lisdtyn liuottimen médra ei saisi ylittad
1 % (v[v) eikd vaikuttaa haitallisesti mikrobiologiseen aktiivisuuteen. Liuotin ei saa vaikuttaa testiaineen stabiiliu-
teen vedessd. Liuotin tulisi poistaa, kunnes siti on jdljelld ddrimmdisen pieni maird, jottei se lisdisi merkittavésti tes-
tiveden tai suspension DOC-pitoisuutta. Tamd tulisi tarkistaa ainekohtaisella analyysilld tai DOC-analyysilla, jos se
on mahdollista (6). Huolehdittaessa siitd, ettd lisityn liuottimen méir rajoitetaan vélttiméttomaan, on samalla var-
mistettava, ettd testiainemdéird voi liueta lopullisessa testiveden maérdssd. Myds muita tapoja annostella testiaine
testiastioihin voidaan kdyttda (ks. (7) ja (8)). Jos testiaineen annostelussa kiytetddn orgaanista liuotinta, liuotinkont-
rolleja, jotka sisdltavit pelkdstddn testivettd (ilman lisittyjd aineita) sekd testivettd, johon on lisitty vertailuaine, on
kisiteltdvad samalla tavoin kuin aktiivisia testiastioita, joissa on testiaine kantoaineenaan liuotin. Liuotinkontrollien
tarkoituksena on tutkia liuottimen mikrobipopulaatiolle mahdollisesti aiheuttamia haitallisia vaikutuksia vertailu-
aineen hajoamisen perusteella.

Testiolosuhteet

Testilampotila

Inkubaation tulisi tapahtua pimeissd (suositeltava vaihtoehto) tai heikossa valossa siddellyssd (£ 2 °C) limpoti-
lassa, joka voi olla ympdriston lampatila tai 20-25 °C:n vakiolimpétila. Ymparistén limpétila voi olla joko nayt-
teen oma limpétila ndytteenottoajankohtana tai ympariston keskilimpétila ndytteenottopaikassa.

Sekoittaminen

Testipulloja sekoitetaan ravistelemalla tai himmentdmalld niitd jatkuvasti, jotta hiukkaset ja mikro-organismit pysyi-
sivit suspendoituneina. Sekoittaminen my®os auttaa hapen siirtymistd avoimesta ilmatilasta nesteeseen, niin ettd voi-
daan yllapitad riittavid aerobisia olosuhteita. Testipullot asetetaan ravistimeen (noin 100 rpm), tai niitd sekoitetaan
magneettisekoittimella. Sekoittamisen on oltava jatkuvaa. Ravistelun tai himmentdmisen on kuitenkin oltava mah-
dollisimman varovaista siten, ettd suspensio juuri ja juuri pysyy homogeenisena.
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Testin kesto

Testi ei saisi tavallisesti kestdd yli 60 pdivad, jollei kdytetd puolijatkuvaa prosessia, jossa testisuspensiota korvataan
mairdvilein uudella (ks. kohta 1.8.6 ja liite 2). Testin kesto panoskokeessa voidaan kuitenkin pidentdd enimmil-
laan 90 paivadn, jos testiaineen hajoaminen on alkanut ensimmdisten 60 pdivin aikana. Hajoamista seurataan sopi-
vin aikavilein madrittimalld '*C-jadnnosaktiivisuus tai muodostunut '*CO, (ks. kohta 1.8.9.4) ja/tai kemiallisella
analyysilla (kohta 1.8.9.5). Inkubaatioajan on oltava riittivan pitkd, jotta hajoamisprosessi voidaan arvioida. On
suositeltavaa, ettd hajoamisen laajuus on yli 50 %. Hitaasti hajoavien aineiden osalta hajoamisen laajuuden on oltava
riittdva (tavallisesti yli 20 %), jotta hajoamiskinetiikan nopeusvakio voidaan estimoida.

Happipitoisuus ja pH on mitattava testijarjestelmassd maarivilein, jolleivit ndimd mittaukset ole tarpeettomia
samasta kohteesta otetuilla vesi- ja sedimenttindytteilld tehdyistd vastaavista testeistd saadun kokemuksen perus-
teella. Vedessi tai sedimentissd paljon suurempina pitoisuuksina olevien ensisijaisten substraattien metabolismi saat-
taa joissain olosuhteissa johtaa CO,:n muodostumiseen ja hapen hdvidmiseen siind médrin, ettd se muuttaa
merkittdvasti koeolosuhteita testin aikana.

Menettely

Testipullojen valmistelu pelagiseen testiin

Sopiva méird testivettd siirretddn testipulloihin, enintddn noin kolmasosa pullon volyymisti ja vihintddn noin
100 ml. Jos kaytetddn useita pulloja (joiden joukosta otetaan ndytteeksi kokonaisten pullojen sisilto kunakin nayt-
teenottoajankohtana), sopiva testiveden maard on niin ikddn noin 100 ml, koska pienet ndytemaarit voivat vai-
kuttaa lag-vaiheen pituuteen. Testiaine lisitdan varastoliuoksesta kohdissa 1.8.2 ja 1.8.7 kuvatulla tavalla. Ainakin
kahta eri testiaineen pitoisuutta, jotka poikkeavat toisistaan 5-10-kertaisesti, tulisi kdyttdd hajoamiskinetiikan maa-
rittdmiseksi ja sen nopeusvakion laskemiseksi. Kummakin valitun pitoisuuden pitéisi olla alle 100 pg/L ja mieluiten
vililld < 1-10 pg/L.

Testipullot suljetaan ilma- ja CO,-tiiviilld tulpilla tai kansilla. Haihtumattomille testikemikaaleille, joita ei ole mer-
kitty '*C-leimalla, soveltuvat viljit vanutupot, jotka estdvét kontaminaation ilmasta (ks. kohta 1.8.1). Edellytyk-
send on kuitenkin, ettd mahdollisten merkittdvien hajoamistuotteiden tiedetddn olevan hajoamattomia ja ettd
kiytetddn epdsuoraa CO,-pitoisuuden mdadritysta (ks. liite 3).

Testipulloja inkuboidaan valitussa limpatilassa (ks. kohta 1.8.8.1). Testin alussa (ennen biohajoamisen alkamista,
ks. kohta 1.7.1) otetaan néytteitd kemiallista analyysia tai ' *C-mittauksia varten ja sen jilkeen sopivin vilein testin
aikana. Naytteenotto voidaan suorittaa ottamalla osanéyte (esim. 5 ml) kustakin rinnakkaisesta ndytteesti tai otta-
malla néytteeksi kokonaisia testipulloja kunakin ndytteenottoajankohtana. Testiaineen mineralisaatio voidaan méaa-
rittdd joko epdsuorana tai suorana mdirityksend (ks. liite 3). Hajoamisvaiheen aikana (eli lag-vaiheen pdatyttyd)
tarvitaan tavallisesti vahintddn viisi ndytteenottoa, jotta nopeusvakio voidaan estimoida luotettavasti, jollei voida
perustella, ettd kolme néytteenottoa riittdd nopeasti hajoaville aineille. Jos aine ei ole nopeasti hajoava, hajoamis-
vaiheen aikana voidaan helposti tehdd lisdd mittauksia, jolloin k:n estimointiin kdytetddn enemmin datapisteitd.
Niytteenottoa varten ei voida vahvistaa aikavilid, koska biohajoamisen nopeus vaihtelee. Suosituksena on kuiten-
kin, ettd ndyte otetaan kerran viikossa, jos hajoaminen on hidasta. Jos testiaine on nopeasti hajoava, ndytteenoton
tulisi tapahtua kerran pdivdssd ensimmadisten kolmen pdivan aikana ja sen jilkeen joka toinen tai kolmas péivi. Jois-
sain olosuhteissa, esimerkiksi hyvin nopeasti hydrolisoituvien aineiden tapauksessa, voi olla tarpeen ottaa ndytteet
tunnin vilein. Ennen testid on suositeltavaa tehda esitutkimus sopivan ndytteenottovilin médrittdmiseksi. Jos kay-
tettdvissd on oltava ndytteitd myohempid erityisid analyyseja varten, ndytteitd otetaan enemmdn ja analysoitavat
ndytteet valitaan kokeen lopussa vastakkaisessa jdrjestyksessd siten, ettd viimeiset ndytteet analysoidaan ensin (nayt-
teiden stabiiliudesta varastoinnin aikana ks. kohta 1.8.9.5, toinen kappale).

Testipullojen ja ndytteiden lukumddrd

Testipulloja tarvitaan seuraavasti:

— testipullot: ainakin kaksi testipulloa kutakin testiaineen pitoisuutta varten (suositeltava maard on vahintdan
kolme) tai useampia testipulloja kutakin pitoisuutta kohti, jos kunakin naytteenottoajankohtana otetaan ote-
taan ndytteeksi kokonaisia pulloja (lyhenne Fy),

— testipullot massataseen laskemista varten: ainakin kaksi testipulloa kutakin pitoisuutta kohti (Ilyhenne F,),
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— nollaniyte ilman testiainetta: ainakin yksi taustandytepullo, joka sisaltdd pelkistddn testivettd (lyhenne Fy),

— vertailukontrolli: kaksi testipulloa, joissa on vertailuaine (esim. aniliini tai natriumbentsoaattia 10 pg/l)
(Iyhenne F(). Vertailukontrollin tarkoituksena on vahvistaa tietyn mikrobiologisen aktiviteetin olemassaolo.
Radioaktiivista vertailuainetta voidaan kdyttds, jos se on kdytannollistd, myos siind tapauksessa, ettd testiai-
neen hajoamista seurataan kemiallisella analyysilla,

— steriili kontrolli: yksi tai kaksi testipulloa, jotka sisiltavit steriloitua testivettd, jotta voidaan tutkia mahdollista
abioottista hajoamista tai muuta testiaineen ei-biologista haviamisté (lyhenne Fg). Biologinen aktiivisuus voi-
daan lopettaa testiveden autoklaavikasittelylld (20 min 121 °C:ssa) tai lisidmalld myrkyllistd ainetta (esim. nat-
riumatsidia (NaN5) 10-20 g/l, elohopeakloridia (HgCl,) 100 mg/l tai formaliinia 100 mg/l) tai
gammasiteilytykselld. Kiytettdessd HgCl,:a siitd tulisi huolehtia myrkyllisend jatteend. Steriilien olosuhteiden
luominen veteen ei ole helppoa, jos se sisiltdd sedimenttid suurina médrind. Téssd tapauksessa suositellaan
autoklaavikasittelyn toistamista (esim. suorittamalla se kolmesti). Talloin tulisi ottaa huomioon, ettd sedimen-
tin sorptio-ominaisuudet voivat muuttua autoklaavikésittelyn vuoksi,

— livotinkontrollit, jotka sisiltdvit pelkistddn testivettd seké testivettd, johon on lisitty vertailuaine; kutakin
kontrollia kohti kaksi testipulloa, jotka sisdltivit saman mdaarin liuotinta ja joita kisitellddn samalla tavoin
kuin testiaineen annostelemisessa. Tarkoituksena on tutkia mahdollisia liuoksen haitallisia vaikutuksia maa-
rittdmalld vertailuaineen hajoaminen.

Testid suunniteltaessa tulisi ottaa huomioon, miten testien méiran lisddminen vaikuttaa niytteenottoajankohtien
madrddn. Tarvittavien testipullojen tarkka maird riippuu hajoamisen laskentaan kiytetystd menetelmistd (ks.
kohta 1.8.9.1, kolmas kappale; kohta 1.8.9.4 ja liite 3).

Kustakin testipullosta tulisi ottaa kaksi osandytettd (esim. 5 ml) kunakin ndytteenottoajankohtana. Jos kaytetdan use-
ampia pulloja, joiden joukosta otetaan ndytteet kokonaisten pullojen sisltoind, vahintddn kahden testipullon sisilto
tulisi ottaa ndytteeksi kunakin ndytteenottoajankohtana (ks. kohta 1.8.9.1, ensimmadinen kappale).

Testipullojen valmistelu suspendoituneen sedimentin testid varten [vaihtoehtoinen]

Tarvittavat médrdt testivettd ja (tarvittaessa) sedimenttid lisitdan testipulloihin (ks. kohta 1.8.5). Testipullot valmis-
tellaan suspendoituneen sedimentin testid varten samalla tavoin kuin pelagista testid varten (ks. kohdat 1.8.9.1
ja 1.8.9.2). Suosituksena on kayttdd seerumipulloja tai niiden muotoisia testipulloja. Suljetut testipullot asetetaan
ravistimeen vaaka-asentoon. '*C-leimalla varustamattomia haihtumattomia aineita sisiltivit avoimet testipullot
asetetaan pystyasentoon. Téssd tapauksessa suositellaan sekoitusta magneettisekoittimella, jossa kdytetdan lasipin-
noitteisia magneettisauvoja. Tarvittaessa testipulloja on ilmastettava aerobisten olosuhteiden yllapitdmiseksi.

Radiokemialliset mddritykset

Muodostunut '*CO, mitataan epdsuorana ja suorana madrityksend (ks. liite 3). '*CO,:n epasuora madritys tapah-
tuu médrittdmalld testissd kdytetyn veden tai suspension alkuperdisen '*C-aktiivisuuden ja ndytteenottoajankoh-
tana mitatun jadnnosaktiivisuuden kokonaismddrin vilinen erotus sen jilkeen, kun nidyte on happamoitettu
pH-arvoon 2-3 ja CO, poistettu. Koska epdorgaaninen hiili poistetaan, mitattu jadnnosaktiivisuus on perdisin
orgaanisesta materiaalista. Epasuoraa '*CO ,:n madritysti ei tulisi kayttds, jos testiaineen muuntumisen aikana muo-
dostuu merkittdvid haihtuvia muuntumistuotteita (ks. liite 3). '*CO,:n muodostuminen tulisi mahdollisuuksien
mukaan mitata suorana madrityksend (ks. liite 3) kunakin ndytteenottoajankohtana vihintddn yhdessi testipul-
lossa. Talld menettelylld voidaan tarkistaa sekd massatase ettd biohajoamisprosessi, mutta sitd voidaan kayttad vain
suljetuilla testipulloilla tehtivissd testeissa.

Jo muodostunut '*CO, mitataan suorana midritykseni testin aikana, titd varten tulisi varata enemmin testipulloja
testin alussa. Suoraa '*CO,:n miiritysti suositellaan, jos testiaineen muuntumisen aikana muodostuu merkittavia
haihtuvia muuntumistuotteita. Lisdtestipullot happamoitetaan kunakin ndytteenottoajankohtana pH-arvoon 2-3 ja
14C0, erotetaan sisdiseen tai ulkoiseen imeyttimeen (ks. liite 3).

14C-leimatun testiaineen ja merkittdvien muuntumistuotteiden pitoisuudet voidaan vaitoehtoisesti maarittia kayt-
tamilld radiokromatografiaa (esim. RAD-TLC-ohutkerroskromatografiaa) tai HPLC:td radiokemiallisella detektiolla.
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Vaihtoehtoisesti voidaan mairittad jaljelld olevan radioaktiivisuuden faasijakauma (ks. liite 1) ja jdljelld oleva testi-
aine ja muuntumistuotteet.

Testin lopussa massatase tulisi madrittad suoralla '*CO,:n mittauksella kiyttien erillisid testipulloja, joista ei ole
otettu ndytteité testin aikana (ks. liite 3).

Erityinen kemiallinen analyysi

Jos kdytettavissd on herkkd erityinen analyysimenetelma, primaarinen biohajoaminen voidaan arvioida mittaamalla
testiaineen kokonaisjddnnospitoisuus sen sijaan, ettd kdytettdisiin radioaktiivisia merkkiaineita. Kdytettdessd radio-
aktiivisella merkkiaineella leimattua testiainetta (kokonaismineralisaation mittaamiseksi) erityisid kemiallisia ana-
lyyseja voidaan tehdd samanaikaisesti, silld niiden avulla voidaan saada hyodyllisi lisitietoja ja arvioida menettelya.
Erityistd kemiallista analyysia voidaan myos kdyttdd testiaineen hajoamisen aikana syntyneiden muuntumistuottei-
den mittaamiseksi, ja ttd suositellaan aineille, joiden mineraalisaatio tapahtuu yli 60 pdivan puoliintumisajoin. Tes-
tiaineen pitoisuus ja muuntumistuotteet kunakin néytteenottoajankohtana tulisi mitata ja kirjata testiselosteeseen
(pitoisuutena ja prosenttiosuutena). Yleisesti muuntumistuotteet, joiden prosenttiosuuden todetaan olevan = 10 %
annostellusta pitoisuudesta mini tahansa niytteenottoajankohtana, olisi yksiloitdvi, ellei ole perusteltua jittda tatd
tekemittd. Lisaksi on harkittava sellaisten muuntumistuotteiden yksiloimistd, joiden pitoisuudet kasvavat jatku-
vasti testin aikana, vaikka niiden pitoisuudet eivit ylittdisi edelld mainittua rajaa, silld pitoisuuden jatkuva kasvu voi
olla merkkind pysyvyydestd. Muuntumistuotteiden analyysia steriileissd kontrolleissa olisi harkittava, jos testiai-
neen nopean abioottisen muuntumisen (esim. hydrolyysin) katsotaan olevan mahdollista. Muuntumistuotteiden
kvantifioinnin ja yksiloinnin tarvetta tulisi harkita tapauskohtaisesti, ja se tulisi perustella testiselosteessa. Uutto-
menetelmid, joissa kdytetddn orgaanista liuotinta, tulisi soveltaa kyseistd analyysimenetelmdd varten annettuja
ohjeita noudattaen.

Kaikki ndytteet varastoidaan ilmatiiviisti 2—4 °C:n lampétilassa, jos analyysi tehdddn 24 tunnin sisalld (suositeltava
vaihtoehto). Tétd pitempai sdilytystd varten néytteet olisi jaddytettdva alle —18 °C:seen tai sdilottava kemiallisesti.
Happamoittaminen ei ole suositeltava keino néytteiden sdilomiseksi, koska happamoitetut ndytteet voivat olla epa-
stabiileja. Jos ndytteitd ei analysoida 24 tunnin kuluessa ja niitd sdilytetddn pitempdan, olisi tehtava tutkimus niiden
stabiiliudesta varastoinnin aikana, jotta voidaan osoittaa kyseisten kemikaalien stabiilius alle —18 °C:n lampétilassa
tai sdilontéoloissa. Jos analyysimenetelma edellyttia joko liuotinuuttoa tai kiintedfaasiuuttoa (SPE), uutto tulisi tehdd
vilittomasti ndytteenoton jilkeen tai enintddn 24 tunnin kylmavarastoinnin jilkeen.

Analyysimenetelmén herkkyydestd riippuen voidaan tarvita suurempia niyteméarid kuin 1.8.1 kohdassa maini-
taan. Testi voidaan helposti suorittaa yhden litran testivolyymeilla 2-3 litran testipulloissa, jolloin voidaan ottaa
noin 100 ml:n suuruisia néytteita.

TULOKSET JA TESTISELOSTE

TULOSTEN KASITTELY

Tulosten graafinen esitys

Niytteenottoajat pyoristetddn tuntien kokonaisluvuksi (jollei aine hajoa merkittdvésti minuuteissa tai muutamassa
tunnissa), mutta ei paivien kokonaisluvuksi. Testiaineen jadnnosaktiivisuuden (**C-leimattujen aineiden osalta) tai
jaannospitoisuuden (leimaamattomien aineiden osalta) estimaatit esitetddn graafisesti ajan funktiona sekd lineaari-
sena ettd puolilogaritmisena kiyrand (ks. kuvat 1a ja 1b). Jos hajoamista on tapahtunut, testipulloista F; saatuja
tuloksia verrataan testipulloista Fg saatuihin tuloksiin. Jos testiaineen sisaltavista testipulloista (Fy) ja steriileistd tes-
tipulloista (Fg) saatujen tulosten keskiarvot poikkeavat alle 10 %, voidaan olettaa, ettd todettu hajoaminen on paa-
asiassa abioottista. Jos hajoaminen testipulloissa Fg on vahaisempad, tuloksia voidaan kayttdd testipulloilla Fy
saatujen tulosten korjaamiseen (vihennys) biohajoamisen laajuuden estimoimiseksi. Jos merkittavistd muuntumis-
tuotteista tehdddn (vaihtoehtoisia) lisdanalyyseja, niiden muodostumista ja hajoamista koskevat kayrit tulisi esittda
testiaineen hajoamiskayran lisaksi.
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Lag-vaiheen kesto t; estimoidaan hajoamiskayristd (puolilogaritmisesta kdyrastd) ekstrapoloimalla sen lineaarinen
osa tasolle, jolla hajoaminen on nolla, tai vaihtoehtoisesti maarittimalld aika noin 10 prosentin hajoamiselle (ks.
kuvat 1a ja 1b). Puolilogaritmisesta kdyrdstd estimoidaan ensimmdisen kertaluvun nopeusvakio k ja sen keskivirhe
lineaarisella regressiolla kuvaajasta In (**C-jadnnésaktiivisuus tai testiaineen pitoisuus) vs. aika. Erityisesti '*C-
mittausten osalta kiytetddn ainoastaan kdyrdn ensimmdiseen lineaariseen osaan liittyvid tuloksia, ja tdlloin mie-
luummin pientd médrdd tarkkoja tuloksia kuin suurempaa mdairdd epatarkempia tuloksia. Epdtarkkuudella
tarkoitetaan tdssi muun muassa suositeltuun '*C-jaannosaktiivisuuden suoraan mairitykseen liittyvid ominaisvir-
heitd (ks. jaljempand). Joskus voi olla tarkoituksenmukaista laskea kaksi eri nopeusvakiota, jos hajoaminen tapah-
tuu kahdessa vaiheessa. Tdtd varten mddritellddn kaksi eri vaihetta hajoamiskdyrdssi. Nopeusvakio (k) ja
puoliintumisaika (t,, = In2/k) tulisi laskea kullekin rinnakkaiselle néytteelle siind tapauksessa, ettd niistd otetaan osa-
ndytteitd; keskiarvoja voidaan kéyttdd siind tapauksessa, ettd ndytteeksi otetaan kokonaisia testipulloja kunakin néyt-
teenottoajankohtana (ks. kohta 1.8.9.2, viimeinen kappale). Kéytettdessd ensin mainittua menettelyd nopeusvakio
ja puoliintumisaika olisi ilmoitettava kullekin yksittdiselle rinnakkaiselle naytteelle seka lisiksi keskiarvona keski-
virheineen. Jos testiainetta on kdytetty suurina pitoisuuksina, hajoamiskéyri voi poiketa merkittdvasti suorasta vii-
vasta (puolilogaritminen kuvio) ja reaktio ei ehki edusta ensimmadisen kertaluvun kinetiikkaa. Puoliintumisajan
maédrittiminen ei tdlloin ole mielekdstd. Rajoitettuun tulosjoukkoon voidaan kuitenkin soveltaa pseudo-
ensimmdisen kertaluvun kinetiikkaa ja estimoida hajoamisen puoliintumisaika DTs (aika, jossa saavutetaan 50 %
hajoamisesta). On kuitenkin muistettava, ettd valitun tulosjoukon ulkopuolella hajoamisaikaa ei voida ennustaa
kiyttden DTsq:a, joka on vain tietyn tulosjoukon kuvaaja. Tilastolaskelmia ja kdyrin sovitusta helpottavia analyy-
sivilineitd on helposti saatavilla, ja tillaisten ohjelmistojen kiytto on suositeltavaa.

Jos kiytetddn erityistd kemiallista analyysia, primaarisen hajoamisen nopeusvakiot ja puoliintumisajat estimoidaan
edelld kuvatulla tavalla kokonaismineralisaatiolle. Jos primaarinen hajoaminen rajoittaa reaktion nopeutta, voidaan
kdyttdd datapisteitd koko hajoamisajalta. (**C-aktiivisuuden mittauksista poiketen kyseiset mittaukset tehdéén suo-
rina madrityksind.)

Jos kéytetdan '*C-leimattuja aineita, massatase tulisi ilmaista prosenttiosuutena annostellusta alkuperiisesti pitoi-
suudesta ainakin testin lopussa.

Jainnosaktiivisuus

Kun orgaanisen aineen '*C-leimattu osa biohajoaa, suurin osa '*C:std muuttuu '*CO ,:ksi ja osa kiytetidn biomas-
san kasvuun ja/tai solunulkoisten metaboliittien synteesiin. Aineen tdydestd eli "lopullisesta” biohajoamisesta ei sen
vuoksi ole tuloksena, ettd sen sisiltdma hiili muuttuu 100-prosenttisesti ' *CO,:ksi. Biosynteesin kautta muodos-
tuneisissa tuotteissa oleva '*C vapautuu mydhemmin hitaasti '*CO,:na "sekundaarisen mineralisaation” vuoksi.
Niistd syistd orgaanisen '*C-jadnnésaktiivisuuden (joka on mitattu CO,:n poiston jilkeen) tai muodostuneen
1#CO,:n kéyrit ajan funktiona ulottuvat hajoamisen péittymisajankohdan yli ("tailing”). Timd monimutkaistaa
tulosten kineettistd tulkintaa, minkd vuoksi vain kdyrdn ensimmadistd osaa (joka alkaa lag-vaiheen péittymisesti ja
pdittyy ennen 50 prosentin hajoamisen saavuttamista) tulisi normaalisti kdyttdd hajoamisen nopeusvakion esti-
moinnissa. Jos testiainetta on hajonnut, orgaanisen '*C:n jadnnosaktiivisuus on aina suurempi kuin jaljelld olevan
vield hajoamattoman testiaineen ' *C-aktiivisuus. Jos testiaineen hajoamisreaktio on ensimmiista kertalukua ja kons-
tantti fraktio a mineralisoituu CO,:ksi, '*C:n hdvidmiskéyrin (orgaanisen '*C:n kokonaismara vs. aika) alkukal-
tevuus on a kertaa testiaineen (tai tarkemmin sanoen testiaineen '*C-leimalla merkityn osan) pitoisuutta kuvaavan
vastaavan kdyran kaltevuus. Orgaanisen '*C:n kokonaisaktiivisuuden korjaamattomien mittausten perusteella las-
kettuun hajoamisen nopeusvakioon liittyy virhemarginaali. Kirjallisuudessa kuvataan menetelmid estimoida testi-
aineen pitoisuudet mitatuista radiokemiallisista aktiivisuuksista erilaisten yksinkertaistusoletusten perusteella
(2)(9)(10)(11). Nditd menetelmid voidaan parhaiten soveltaa nopeasti hajoaviin aineisiin.

TULOSTEN TULKINTA

Jos todetaan, ettd k ei riipu pitoisuuden lisidmisestd (toisin sanoen jos laskettu k:n arvo on suunnilleen sama tes-
tiaineen eri pitoisuuksilla), ensimmdisen kertaluvun nopeusvakion voidaan olettaa edustavan kiytettyji testiolo-
suhteita (testiaine, vesindyte ja testilimpétila). Se, missd marin tulokset voidaan yleistdd tai ekstrapoloida muita
jarjestelmid koskeviksi, on médritettdvd asiantuntija-arviona. Jos testiainetta kdytetddn suurena pitoisuutena ja hajoa-
minen ei siksi noudata ensimmadisen kertaluvun kinetiikkaa, tuloksia ei voida kéyttdd ensimmadisen kertaluvun
nopeusvakion tai vastaavan puoliintumisajan suoraan estimointiin. Tallaisesta testistd, jossa testiainetta kdytetddn
suurena pitoisuutena, saatuja tuloksia voidaan ehka silti kuitenkin kéyttdd mineralisaation kokonaisasteen estimoin-
tiin ja/tai muuntumistuotteiden havaitsemiseen ja kvantifiointiin.
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Jos muiden havidmisprosessien kuin biohajoamisen (esim. hydrolyysin tai haihtumisen) nopeudet tunnetaan, ne voi-
daan vihentdd testin aikana todetusta nettohdviimisnopeudesta, jolloin saadaan summittainen estimaatti bioha-
joamisnopeudelle. Hydrolyysid koskeva data voidaan saada esimerkiksi steriilistd kontrollista tai rinnakkaisesta
testistd, jossa kdytetddn suurempaa testiaineen pitoisuutta.

1*C0O,:n epidsuoraa ja suoraa médritystd (ks. kohta 1.8.9.4 ja liite 3) voidaan kéyttd vain mitattaessa sitd, missd ma-
rin testiaine mineralisoituu CO,:ksi. Radiokromatografiaa (RAD-TLC) tai HPLC:td voidaan kayttdd analysoitaessa
!4C-leimatun testiaineen pitoisuuksia ja merkittdvien muuntumistuotteiden muodostumista (ks. kohta 1.8.9.4, kol-
mas kappale). Puoliintumisajan suoran estimoinnin ehtona on, ettei merkittdvid muuntumistuotteita ole (muuntu-
mistuote on merkittivi, jos se on = 10 % testiaineen annostellusta méirastd). Jos merkittdvid muuntumistuotteita
on, on tehtdva yksityiskohtainen arviointi tuloksista. Tdhdn voi sisiltyd muuntumistuotteiden uusi testaaminen
jaftai yksilointi (ks. kohta 1.8.9.5, ensimmiinen kappale), jollei muuntumistuotteiden muodostumista voida koh-
tuudella arvioida kokemuksen perusteella (esim. tiedot hajoamisreitisti). Koska se, missd mddrin testiaineessa oleva
hiili muuttuu CO,:ksi, vaihtelee (riippuen paljolti testiaineen ja mahdollisten muiden substraattien pitoisuudesta,
testiolosuhteista ja mikrobiyhteisostd), timan testin perusteella ei voida tehdd suoraa estimointia lopullisesta bio-
hajoamisesta kuten DOC Die-Away -testissd, vaan testissid saatava tulos vastaa respirometrisessd testissd saatavaa
tulosta. Mineralisaatioaste on néin ollen pienempi tai yhtd suuri kuin lopullisen biohajoamisen vihimmiistaso. Jotta
lopullisesta biohajoamisesta saataisiin tdydellisempi késitys (mineralisaatio ja sitoutuminen biomassaan), ' *C:n faa-
sijakauman analyysi tulisi tehdi testin lopussa (ks. liite 1). Hiukkasissa oleva '*C koostuu bakteeribiomassaan sitou-
tuneesta '*C:sta ja orgaanisiin partikkeleihin kiinnittyneestd '*C:sta.

TESTIN VALIDITEETTI

Jos vertailuaine ei hajoa ennakoidussa ajassa (aniliinin ja natriumbentsoaatin odotettu hajoamisaika on yleensi alle
2 viikkoa), testin validiteettia on epdiltdva ja se on tarkistettava. Vaihtoehtoisesti testi toistetaan uudella vesindyt-
teelld. Menetelman ISO-yhteistutkimuksessa (ring test), johon osallistui seitseman laboratoriota eri puolilla Euroop-
paa, "adaptoituneet” hajoamisen nopeusvakiot aniliinille vaihtelivat vililli 0,3—1,7 pivi . Keskiarvo oli 0,8 pdiva
20 °C:ssa keskivirheelld + 0,4 pdivd ™" (t,, = 0,9 péivéd). Lag-vaiheet keskivit tyypillisesti 1-7 paivad. Tutkituissa tes-
tivesissd kirjattiin olevan bakteeribiomassa, joka vastaa 10°~10* pesikkeitd muodostavaa yksikkod (CFU) ml:ssa.
Hajoamisnopeudet runsasravinteisissa keskicurooppalaisissa vesissd olivat suurempia kuin pohjoisissa oligotrofi-
sissa vesissd, mikd voi johtua eroista ravinteisuudessa tai aiemmasta altistuksessa kemiallisille aineille.

Kokonaissaannon (massataseen) tulisi testin lopussa olla 90-110 % radioaktiivisella leimalla merkittyjen aineiden
osalta, ja alkuperdisen saannon testin alussa tulisi olla 70-110 % leimaamattomien aineiden osalta. Niitd vaihte-
luvileja tulisi kuitenkin pitdd pelkdstddn tavoitteina eikd perusteina testin hyvaksymiselle.

TESTISELOSTE

Testin tyyppi (onko kyseessd pelaginen vai suspendoituneen sedimentin testi) on ilmoitettava selvésti testiselos-
teessa, jossa on lisiksi oltava ainakin seuraavat tiedot:

Testiaine ja vertailuaine(et):

— testi- ja vertailuaineen yleisnimet, kemialliset nimet (mieluiten IUPAC ja/tai CAS-nimet), CAS-numerot, raken-
nekaavat (radioaktiivista merkkiainetta kiytettdessd maininta siitd, missé molekyylin osassa '*C on) ja rele-
vantit fysikaalis-kemialliset ominaisuudet (ks. kohdat 1.5 ja 1.6),

— muuntumistuotteiden yksiloinnissd ja niiden pitoisuuksien maarittdmisessd standardeina kdytettavien ainei-
den kemialliset nimet, CAS-numerot, rakennekaavat (radioaktiivista merkkiainetta kdytettdessd maininta siitd,
missd molekyylin osassa '*C on) ja relevantit fysikaalis-kemialliset ominaisuudet,

— testi-vertailuaineen puhtaus (epapuhtaudet),

— merkkiaineella leimatun kemikaalin radiokemiallinen puhtaus ja spesifinen aktiivisuus (tapauksen mukaan).
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Pintavesi:

Vesindytteestd on ilmoitettava seuraavat vihimmdistiedot:

ndytteenottopaikan sijainti ja kuvaus, mukaan luettuina taustatiedot saastumisesta, jos ne ovat saatavissa,
ndytteenottopdivé ja -ajankohta,

ravinteet (kokonais-N, ammonium, nitriitti, nitraatti, kokonais-P, liuennut ortofosfaatti),
ndytteenottosyvyys,

ndytteen ulkondké (esim. véri ja sameus),

DOC ja TOC,

biokemiallinen hapentarve (BOD),

lampétila ja pH ndytteenottopaikassa niytteenottoajankohtana,

happipitoisuus ja hapetus-pelkistyspotentiaali (redoxpotentiaali) (vain siind tapauksessa, ettd aerobiset olosuh-
teet eivit ole ilmeiset),

suolapitoisuus tai johtavuus (meri- ja murtoveden tapauksessa),
suspendoitunut kiintoaines (jos niyte on samea),

mahdolliset muut relevantit tiedot ndytteenottopaikasta naytteenottoajankohtana (esim. tiedot jokien tai meri-
virtojen nykyisistd tai aiemmista virtausnopeuksista, merkittdvistd paastoistd paikan laheisyydessi ja padsto-
jen tyypistd, ndytteenottoajankohtaa edeltineet sidolot),

ja vaihtoehtoisesti:

mikrobibiomassa (esim. AODC (suoralaskenta akridiinioranssivarjayksen jilkeen) tai pesakkeitd muodostavat
yksikot),

epdorgaaninen hiili,
klorofylli a:n pitoisuus spesifisend levibiomassan arviona.
tehdéin suspendoituneen sedimentin testi, tulisi lisiksi antaa seuraavat tiedot sedimentista:
sedimentin kerdyssyvyys,
sedimentin ulkoniké (varillinen, sakkainen, lietteinen tai hiekkainen),
koostumus (esim. prosentteina karkeaa hickkaa, hienoa hiekkaa, lietettd ja savea),

suspendoituneen kiintoaineksen kuivapaino g/l, orgaanisen hiilen kokonaispitoisuus tai WLOI (painonmene-
tys kuumennuksen jilkeen) orgaanisen ainesisallon mittana,

pH,

happipitoisuus ja hapetus-pelkistyspotentiaali (redoxpotentiaali) (vain siind tapauksessa, ettd aerobiset olosuh-
teet eivit ole ilmeiset).

Testiolosuhteet:

kerdyksen ja laboratoriotestissi kdyton vilinen aika, ndytteen varastointi ja esikisittely, kokeiden tekopiivit,
annosteltu testiaineen madri, testipitoisuus ja vertailuaine,

testiaineen annostelumenetelmd, mukaan luettuna mahdollinen liuottimien kaytto,
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—  kdytetty pintaveden ja sedimentin (jos sitd kdytetddn) volyymi ja kullakin aikavililld ndytteeksi otettu volyymi,
—  kuvaus kytetysti testijirjestelmasta.
Jos testid ei ole tarkoitus tehdd pimeissi, tiedot "heikon valon” olosuhteista;

— tiedot steriilien kontrollien valmistukseen kdytettdvistd menetelmastd tai menetelmistd (esim. limpotila,
autoklaavikasittelyjen ajankohta ja lukumaira),

— inkubointilimpétila,

— tiedot analyysitekniikoista ja menetelméstd tai menetelmistd, joita kdytetdan radiokemiallisiin mittauksiin sekd
massataseen tarkistamiseen ja faasijakauman mittauksiin (jos ne tehdddn),

— rinnakkaisndytteiden maara.
Tulokset:
— saantoprosentit (ks. kohta 1.7.1),

—  kdytettyjen analyysimenetelmien toistettavuus ja herkkyys, mukaan luettuina havaitsemisraja (LOD) ja méé-
ritysraja (LOQ) (ks. kohta 1.7.2),

—  kaikki mitatut tiedot (mukaan luettuina niytteenottoajankohdat) ja lasketut arvot taulukkomuodossa seké
hajoamiskéyrit; kunkin testipitoisuuden ja kunkin rinnakkaisen testipullon osalta ilmoitetaan lineaarinen kor-
relaatiokerroin logaritmisen kdyrin kaltevuudelle, arvioitu lag-vaihe ja ensimmdisen kertaluvun tai pseudo-
ensimmdisen kertaluvun nopeuskerroin (jos mahdollista) seké vastaava hajoamisen puoliintumisaika (ts),

— relevantit arvot ilmoitetaan yksittaisissd rinnakkaisndytteissd saatujen tulosten keskiarvoina (esim. lag-vaiheen
pituus, hajoamisen nopeusvakio ja hajoamisen puoliintumisaika (ts)),

— jarjestelmd luokitellaan joko ei-adaptoituneeksi tai adaptoituneeksi paatellen hajoamiskdyran ulkondosta ja
mahdollisesta testipitoisuuden vaikutuksesta,

— lopullisen massatasetarkistuksen tulokset ja faasijakaumamittausten tulokset (jos ne on tehty),
—  mineralisoitunut '*C-fraktio ja (kdytettiessi erityisii analyyseja) primaarisen hajoamisen lopullinen taso,

— merkittdvien muuntumistuotteiden yksilointi, molaarinen pitoisuus ja prosenttiosuus (ks. kohta 1.8.9.5,
ensimmdinen kappale) (tapauksen mukaan),

—  oletettu muuntumisreitti (tapauksen mukaan),

— tulosten pohdinta.
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Liite 1
14C:n faasijakauma

Testimenettelyn tarkistamiseksi orgaanisen '*C:n kokonaisaktiivisuuden (TOA) normaalimittausten lisdksi tulisi tehdd mas-
sataseen mittauksia tekemélld muodostuneen '*CO ,:n suora madritys sen jilkeen, kun se on erotettu imeyttimeen (ks. liite 3).
Positiivinen '*CO,:n muodostuminen on itsessddn suora osoitus siitd, ettd kyseessd on biohajoaminen eikd abioottinen
hajoaminen tai muu hévidmisprosessi, kuten haihtuminen tai sorptio. Hy6dyllisii lisitietoja, jotka tarkentavat biohajoami-
sen luonnetta, voidaan saada mittauksista, jotka koskevat TOA:n jakautumista liukoiseen hiileen (liukoisen orgaanisen '*C:n
aktiivisuus, DOA) ja partikkelimuodossa olevaan hiileen (partikkelimuodossa olevan orgaanisen '*C:n aktiivisuus, POA) sen
jalkeen, kun partikkelimuodossa oleva hiili on erotettu kalvosuodatuksella tai sentrifugoimalla. POA muodostuu mikrobi-
biomassaan ja muihin partikkeleihin kiinnittyneesti testiaineesta seké siitd testiaineessa olevasta hiilestd, joka on kdytetty
uuden solumateriaalin synteesiin ja joka niin ollen sisiltyy biomassan hiukkasfraktioon. Liukoisen orgaanisen '*C:n muo-
dostuminen voidaan arvioida méirittdimalla DOA biohajoamisen lopussa (biohajoamista ajan funktiona kuvaavan kiyran
tasanne).

Jddnnos-'*C:n faasijakauma estimoidaan valituissa néytteissd suodattamalla niytteiti kalvosuodattimella, jonka huokoskoko
on 0,22-0,45 pm ja jonka materiaali ei adsorboi merkittidvid médérid testiainetta (polykarbonaattisuodattimet voivat olla sopi-
via). Jos testiaineen sorptio suodattimeen on liian suurta, jotta sen voisi jattdd huomiotta (tarkistettava ennen koetta), nopeaa
sentrifugointia (2 000 g; 10 min) voidaan kéyttdd suodatuksen sijaan.

Suodosta tai sentrifugaattia kasitellddn siten, kuin kuvataan liitteessd 3 suodattamattomien naytteiden osalta. Kalvosuodat-
timet liuotetaan sopivaan tuikenesteeseen, minki jalkeen laskenta tapahtuu tavalliseen tapaan, yleensi kayttden pelkistdin
ulkoisen standardin menetelmaa vaimennuksen korjaamiseen tai kayttimalla hapetinta. Jos on kdytetty sentrifugointia, hiuk-
kasfraktiosta muodostettu pelletti suspendoidaan uudelleen 1-2 ml:aan tislattua vettd ja pannaan tuikelaskentapulloon.
Tamin jalkeen tehdain kaksi huuhtelua kiyttiden 1 ml tislattua vettd, ja huuhteluvesi lisitddn pulloon. Tarvittaessa suspen-
sio voidaan yhdistdd geeliin nestetuikelaskennan suorittamiseksi.
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Liite 2
Puolijatkuva prosessi

Inkubointia voidaan joutua jatkamaan pitkédn, jopa useita kuukausia, jotta heikosti hajoavat aineet hajoaisivat riittavasti. Tes-
tin kesto ei tavallisesti saisi ylittdd 60:td paivéd, jollei alkuperdisen vesindytteen ominaisuuksia pidetd ylld uudistamalla tes-
tisuspensiota. Testin kesto voidaan kuitenkin pidentddn enimmillidn 90 pdivdan ilman, ettd testisuspensiota tarvitsee
uudistaa, jos testiaineen hajoaminen on alkanut ensimmaisten 60 pdivin aikana.

Inkuboinnin kestdessd pitkdan mikrobiyhteison diversiteetti voi vdhentyd eri hividmisprosessien vuoksi ja siksi, ettd olen-
naisia ravinteita ja primaarisia hiilisubstraatteja saattaa havitd vesindytteestd. Siksi suositellaan kdytettaviksi puolijatkuvaa
testid, jolla hitaasti hajoavien aineiden hajoamisnopeus voidaan médrittda riittavésti. Puolijatkuvaa prosessia tulisi kayttaa tes-
tin alusta alkaen, jos aiemman kokemuksen perusteella odotetaan tarvittavan kolmen kuukauden inkubointiaika, jotta tes-
tiaine hajoaisi 20 prosenttia. Vaihtoehtoisesti normaali panostesti (batch) voidaan muuttaa testin aikana puolijatkuvaksi
testiksi, jos testiaineen hajoamista ei ole tapahtunut noin 60 pdivin kuluessa panostestimenettelyd kdyttdaen. Puolijatkuva
menettely voidaan lopettaa ja testid jatkaa panostestind, kun hajoamista on tapahtunut merkittavésti (esim. > 20 %).

Puolijatkuvassa testissd noin kolmasosa testisuspension mairistd korvataan kahden viikon vilein vasta otetulla uudella
vedelld, johon on lisitty testiaine alkuperdisessd pitoisuudessa. Samoin sedimentti lisdtddn uuteen veteen alkuperdisessd pitoi-
suudessa (0,011 g/1), jos tehddan (vaihtoehtoinen) suspendoituneen sedimentin testi. Tehtdessd testid suspendoituneella kiin-
tedlld sedimentilld on tarkedd, ettd jarjestelmd pidetddn tdysin suspendoituneena myos korvattaessa vettd uudella ja ettd
kiintoaineksen ja veden oloaika jirjestelmassd on sama, koska muuten jirjestelma ei ehkd halutulla tavalla vastaa homogee-
nista vesijarjestelméd, jossa ei ole faaseja. Naistd syistd suspendoituneen sedimentin alkuperdisen pitoisuuden tulisi puolijat-
kuvaa menettelyi kaytettdessd mieluiten olla annetun vaihteluvilin alapaissi.

Testiohjeen mukainen testiaineen lisdidminen edellyttdd, ettd testiaineen alkuperdistd pitoisuutta ei ylitetd testisuspension osit-
taisen uudistamisen yhteydessi ja ettd ndin viltetddn adaptaatio, joka usein tapahtuu, kun testiaine on suurina pitoisuuk-
sina. Koska prosessiin kuuluu sekd uudelleensiirrostus ettd poistuneiden ravinteiden ja primaaristen substraattien
korvaaminen, alkuperdinen mikrobidiversiteetti palautuu ennalleen ja testin kestoa voidaan jatkaa periaatteessa loputto-
miin. Puolijatkuvaa menettelyd kaytettdessd on tirkedd huomata, ettd testiaineen jadnnospitoisuus on korjattava kunkin
uudistamisen yhteydessa lisattyihin ja poistettuihin testiainemaariin ndhden. Testiaineen kokonaispitoisuuden ja liukoisen
pitoisuuden voidaan katsoa olevan samoja sellaisten yhdisteiden tapauksessa, joiden osalta sorptio on vihiinen. Sorptio on
testiohjeen mukaisissa olosuhteissa (0,1-1 g kiintoainesta/l) merkitykseton (< 5 %) aineille, joiden log K, < 3 (koskee neut-
raaleja, lipofiilisid yhdisteitd). Tama kay ilmi seuraavasta esimerkista: 0,1 g/l kiintoainesta vastaa karkeasti 10 mg:aa hiilta lit-
raa kohti (hiilifraktio f- = 0,01). Olkoon

(testiaineen) log K, = 3

K, =042 xK,,

ja jakaantumiskerroin, Ky = fo x K,

Talloin livennut fraktio kokonaispitoisuudesta (C-vesi (C,,)/C-kokonais (C,) on:

Co/Co = 1/(1 + Ky x SS) = 1(1 + K, x fo x SS) = 1/(1 + 0,42 x 10* x 0,01 x 0,1 x 107%) = 0,999
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Liite 3

1*CO,:n miiritys

Episuora *CO,:n miiritys

Normaalimittauksissa epdsuora menetelmé on tavallisesti vahiten aikaa vievi ja tarkin menetelmd, jos testiaine ei ole haih-
tuva eikd muodosta haihtuvia muuntumistuotteita. Suodattamattomia néytteitd (esim. 5 ml kukin) lisitddn tuikelaskenta-
pulloihin. Sopiva alkuperiinen aktiivisuus ndytteissi on 5 000 dpm-10 000 dpm (80-170 Bq), ja sen on oltava vihintddn
noin 1 000 dpm. CO, poistetaan sen jilkeen, kun ndyte on happamoitettu pH-arvoon 2-3 yhdelli tai kahdella tipalla vike-
vdd H;PO,:a tai HCl:a. CO, voidaan poistaa poreiluttamalla ilmalla noin 1/2-1 tunnin ajan. Vaihtoehtoisesti pulloja voi-
daan ravistaa voimakkaasti 1-2 tunnin ajan (esim. mikrotiitterilevyjen ravistimessa) tai jittdd kevyempdin ravistukseen yon
yli. CO,:n poiston tehokkuus on tarkistettava (ja tarvittaessa jatkettava ilmastus- tai ravistusaikaa). Vesindytteiden lasken-
taan sopiva tuikeneste lisitddn, ndyte homogenisoidaan sekoittimessa ja radioaktiivisuus méaritetddn nestetuikelaskennalla
vihentden nollandytteissd havaittu tausta-aktiivisuus (Fy). Jollei testivesi ole selvésti vdrjadntynyt tai sisilld suurta hiukkas-
pitoisuutta, ndytteissd havaittava vaimennus on tavallisesti yhtéd suurta kaikissa ja sen korjaamiseksi riittdd ulkoisen standar-
din kaytto. Jos testivesi on selvésti varjaantynyttd, vaimennus voidaan joutua korjaamaan sisdisen standardin lisiykselld. Jos
hiukkaspitoisuus on suuri, homogeenista liuosta tai geelid ei ehki saada aikaan tai vaimennus saattaa vaihdella merkittavasti
ndytteiden vililld. Talloin voidaan kdyttdd jaljempana testilietteille kuvattua menetelmaa. Jos testi suoritetaan suspendoitu-
neen sedimentin testind, '*CO,:n episuora mittaus voidaan tehdd ottamalla homogeeninen 10 mln niyte
testivettd/suspensiota ja erottamalla faasit sentrifugoimalla sopivalla nopeudella (esim. 40 000 m/s® 15 min). Vesifaasia kisi-
tellddn sitten edelld kuvatulla tavalla. Partikkelimuodossa olevan '*C:n aktiivisuus (POA) miéritetidn suspendoimalla sedi-
mentti uudelleen pieneen médrddn tislattua vettd, panemalla se tuikelaskentapulloihin ja lisddmalld tuikeneste geelin
muodostamiseksi (titd varten on olemassa erityisid tuikenesteitd). Hiukkasten luonteesta (esim. niiden orgaanisen aineen
sisallostd) riippuen néytettd voidaan kasitelld yon yli kudoksen liukenemista edistavalld aineella ja sen jilkeen homogeni-
soida sekoittimessa ennen tuikenesteen lisddmistd. Vaihtoehtoisesti POA voidaan maarittdd hapen mdaarin ylittavalld pol-
tolla kdyttden hapetinta. Sisdiset standardit tulisi aina ottaa lukuun laskennassa, ja vaimennus voi olla tarpeen korjata sisdisen
standardin lisdykselld kunkin yksittdisen ndytteen osalta.

Suora '*CO,:n méiritys

Jos muodostuneesta '*CO,:sta tehdddn suora méritys, testiin tulisi ottaa useampia testipulloja testin alussa. Kussakin mit-
tauskohdassa otetaan niyttecksi kokonaisia testipulloja, niiden sislté happamoitetaan pH-arvoon 2-3 ja keritidn '*CO,
sisdiseen (testin alussa kunkin testipullon sisddn asetettuun) tai ulkoiseen absorbointijrjestelmaan. Absorboivana aineena
voidaan kdyttdd eméstd (esim. 1 N NaOH -liuos tai NaOH-pelletti), etanoliamiinia tai etanoliamiinipohjaista absorbenttia tai
kaupallisesti saatavilla olevia absorbentteja. '*CO,:n suoraa madritystd varten testipullot tulisi sulkea esimerkiksi
butyylikumikalvolla.
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Kuva 1a
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LITE VI

C.26. LIMASKOJEN (LEMNA SP.) KASVUNESTYMISTESTI

1. MENETELMA

Tdmi menetelmi vastaa OECD:n testiohjetta nro 221, 2006 (1). EU:n viranomaiset ovat olleet laajalti sitd mieltd,
ettd Lemna-testi on sopiva vaihtoehto levitestille silloin, kun aineet ovat voimakkaan virisid (2)(3).

1.1 JOHDANTO

Talld testimenetelmalld arvioidaan aineiden myrkyllisyyttd Lemna-sukua (limaskat) oleville makean veden kasveille.
Menetelmd perustuu olemassa oleviin testiohjeisiin (4)(5)(6)(7)(8)(9), mutta niitd on muutettu viimeaikaisten tut-
kimustulosten ja keskeisid kysymyksid koskevien konsultointien pohjalta. Ehdotettu menetelmd on validoitu kan-
sainviliselld yhteistutkimuksella (ring test) (10).

Testimenetelmassd kuvataan myrkyllisyyden testausta, jossa kdytetdin Lemna gibba- ja Lemna minor -lajeja. Kum-
paakin lajia on tutkittu laajalti ja kdytetty edelld mainituissa standardeissa. Lemna-suvun lajien taksonomia on han-
kala, koska fenotyyppeja on monta. Vaikka Lemna-suvussa voi esiintyd geneettistd vaihtelevuutta vasteessa
myrkyllisiin aineisiin, vaihtelevuuden syista ei toistaiseksi ole saatavilla riittavisti tietoja, joiden pohjalta voitaisiin
suositella tietyn kloonin kdyttoa tdssd testimenetelméssd. On syytd huomata, etti testid ei suoriteta aksenikaali-
sesti, vaan testin eri vaiheissa toteutetaan toimia, joilla muista eli6istd johtuva kontaminaatio pyritddn pitimaan
mahdollisimman pienend.

Testimenetelmissd kuvataan yksityiskohtaisesti testausta, jossa testiliuos vaihtuu (semistaattinen ja lapivirtausme-
netelma) tai ei vaihdu (staattinen menetelmd). Testin tavoitteista ja sddntelyvaatimuksista riippuen on suositelta-
vaa harkita semistaattisten tai ldpivirtausmenetelmien kiytt6d muun muassa sellaisten aineiden testauksessa, jotka
havidvit nopeasti liuoksesta haihtumisen, valohajoamisen, saostumisen tai biohajoavuuden vuoksi. Téstd anne-
taan tarkempia ohjeita kirjallisuusviitteessi (11).

1.2 MAARITELMAT
Tassd testimenetelmissi kiytetddn seuraavia madritelmid ja lyhenteiti:

Biomassa: Populaatiossa olevan eldvin materiaalin kuivapaino. Téssi testissd biomassaa mitataan usein epasuo-
rasti esimerkiksi versojen lukuméaran tai pinta-alan avulla, minkd vuoksi "biomassa”termi viittaa my6s naihin
korvaaviin menetelmiin.

Kloroosi: Versosolukon kellastuminen.

Klooni: Eli6 tai solu, joka on saanut alkunsa yhdesti yksilostd suvuttoman lisidntymisen tuloksena. Samaan kloo-
niin kuuluvat yksilot ovat siis geneettisesti identtisia.

Kolonia: Versojen muodostama yhdyskunta, jossa emo- ja tytaryksilot (yleensd 2—4 yksilod) ovat kiinnittyneet toi-
siinsa. Kutsutaan joskus kasviksi.

EC,: Testiviljelyaineeseen liuenneen testiaineen pitoisuus, jossa Lemnan kasvu vahenee x prosenttia (esimerkiksi
50 prosenttia) maardtyn altistusajan kuluessa (altistusaika on mainittava erikseen, jos se poikkeaa testin koko-
naiskestosta tai normaalista kestosta). Jotta kasvunopeudesta ja tuotoksesta johdetut EC-arvot erottuisivat selvisti
toisistaan, edellisestd kdytetddn symbolia "E,C” ja jilkimmdisestd symbolia "E/C”, joiden jilkeen mainitaan mit-
tausmuuttuja, esimerkiksi E,C (versojen lukumaari).

Lipivirtaustesti: Testi, jossa testiliuokset vaihtuvat jatkuvasti.
Verso: Limaskakasvin yksittdinen lehden kaltainen rakenne. Se on pienin lisidntymiskykyinen yksikko eli yksilo.

Kupruisuus: Kupuroiden tai turpoamien esiintyminen versoissa.
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1.3

Kasvu: Mittausmuuttujan, kuten versojen lukumdirin, kuivapainon, marképainon tai versojen pinta-alan, kasva-
minen testijakson aikana.

Kasvunopeus (keskimiiriinen spesifinen kasvunopeus): Biomassan logaritminen kasvu altistuksen aikana.

Pienin havaittavan vaikutuksen aijheuttava pitoisuus (LOEC): Pienin testattu pitoisuus, jossa aineella havai-
taan olevan tietyn altistusajan kuluessa tilastollisesti merkittiva kasvua vihentédvd vaikutus verrattuna kontrolliin
(kun p < 0,05). Ehtona on myds, etti kaikilla LOEC-pitoisuutta suuremmilla testipitoisuuksilla on oltava vahin-
tddn yhtd suuri haitallinen vaikutus kuin LOEC-pitoisuudella. Jos ndma kaksi ehtoa eivit tdyty, on annettava tyh-
jentédva selitys siitd, miten LOEC-pitoisuus (ja myds NOEC-pitoisuus) on valittu.

Mittausmuuttujat: Kaikentyyppiset muuttujat, jotka mitataan testin padtepisteen ilmaisemiseksi yhden tai use-
amman erilaisen vastemuuttujan avulla. Tassd menetelmdssd mittausmuuttujia ovat versojen lukumdari, versojen
pinta-ala seké tuorepaino ja kuivapaino.

Monokulttuuri: Yhti kasvilajia sisiltivi viljelma.

Nekroosi: Kuollut (valkoinen tai veden turvottama) versosolukko.

Pitoisuus, joka ei aiheuta havaittavaa vaikutusta (NOEC): Lihin LOEC-pitoisuutta pienempi testipitoisuus.

Fenotyyppi: Elion havaittavissa olevat ominaisuudet, jotka maardytyvit elion geenien ja ympdriston vilisestd
vuorovaikutuksesta.

Vastemuuttujat: Muuttujat, joiden avulla arvioidaan myrkyllisyyttd. Vastemuuttujat johdetaan erilaisia laskenta-
menetelmid kdyttdmalld mistd tahansa mitatusta muuttujasta, joka kuvaa biomassaa. Tdssd menetelmassi kasvu-
nopeudet ja tuotos ovat vastemuuttujia, jotka on johdettu mittausmuuttujista, kuten versojen lukumaaristd,
versojen pinta-alasta, tuorepainosta tai kuivapainosta.

Semistaattinen (ajoittaisvaihtoinen) testi: Testi, jossa testiliuos vaihdetaan tietyin viliajoin testin aikana.

Staattinen testi: Testi, jossa testiliuosta ei vaihdeta testin aikana.

Testin padtepiste: Kuvaa yleista tekijdd, joka testin tavoitteen mukaisesti muuttuu testikemikaalin vaikutuksesta
verrattuna kontrolliin. Tdssd menetelmdssd testin padtepisteend on kasvun estyminen, joka voidaan ilmaista eri-
laisilla vastemuuttujilla, jotka perustuvat yhteen tai useampaan mittausmuuttujaan.

Testiviljelyaine: Tdydellinen synteettinen ravinneliuos, jossa testikasvit kasvavat, kun ne altistetaan testiaineelle.
Yleensi testiaine liuotetaan testiviljelyaineeseen.

Tuotos: Altistusajan lopussa mitattu biomassaa ilmaisevan mittausmuuttujan arvo, josta on vihennetty altistus-
ajan alussa mitattu saman mittausmuuttujan arvo.

TESTIN PERIAATE

Lemna-sukuun kuuluvien eksponentiaalisesti kasvavien kasviviljelmien annetaan kasvaa seitseman pdivan ajan
monokulttuureina testiaineen eri pitoisuuksissa. Testin tavoitteena on kvantifioida testiaineeseen liittyvit vaiku-
tukset kasvien kasvuun tdman ajan kuluessa tiettyjen mittausmuuttujien arvioinnin perusteella. Ensisijaisena mit-
tausmuuttujana on versojen lukumédrd. Lisdksi mitataan ainakin yhtd muuta mittausmuuttujaa (versojen
kokonaispinta-alaa, kuivapainoa tai tuorepainoa), koska erdit aineet voivat vaikuttaa huomattavasti enemmin
muihin mittausmuuttujiin kuin versojen lukuméidraan. Testiaineeseen liittyvien vaikutusten kvantifioimiseksi tes-
tiliuoksissa tapahtunutta kasvua verrataan kontrolliryhméssd tapahtuneeseen kasvuun, minki jilkeen méirite-
tddn pitoisuus, jossa kasvu estyy ennalta médratyn prosenttimairan x verran (esimerkiksi 50 prosenttia). Kyseinen
pitoisuus ilmoitetaan EC,-arvona (esimerkiksi ECsy).

Testin loppupisteend on kasvun estyminen, joka ilmenee mittausmuuttujan logaritmisesta kasvusta (keskiméaarai-
sestd spesifisestd kasvunopeudesta) altistusaikana. Testiliuossarjassa mitattujen keskimaaréisten spesifisten kasvu-
nopeuksien avulla maaritetddn pitoisuus, jossa kasvunopeus vahenee ennalta méidrdtyn prosenttimééran x verran
(esimerkiksi 50 prosenttia). Kyseinen pitoisuus ilmoitetaan E,C -arvona (esimerkiksi E.Cs).
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Toinen testimenetelmassi kdytetty vastemuuttuja on tuotos, jota voidaan tarvita joissakin maissa erityisten sddn-
telyvaatimusten tdyttamiseksi. Silld tarkoitetaan altistusajan lopussa mitattua mittausmuuttujien arvoa, josta on
vihennetty altistusajan alussa mitattu mittausmuuttujien arvo. Testiliuossarjassa mitatun tuotoksen avulla maa-
ritetddn pitoisuus, jossa tuotos vihenee ennalta maardtyn prosenttimddran x verran (esimerkiksi 50 prosenttia).
Kyseinen pitoisuus ilmoitetaan E,C,-arvona (esimerkiksi E,Cs).

Tilastollisesti voidaan médrittdd myos pienin havaittavan vaikutuksen aiheuttava pitoisuus (LOEC) sekd pitoisuus,
joka ei aiheuta havaittavaa vaikutusta (NOEQ).

TESTIAINETTA KOSKEVAT TIEDOT

Kytettdvissd on oltava analyysimenetelmd, jolla testiviljelyaineessa oleva testiaine voidaan kvantifioida riittavin
herkasti.

Testiainetta koskevia tietoja, joista voi olla hyotyd paatettdessd testiolosuhteista, ovat rakennekaava, puhtaus, vesi-
liukoisuus, stabiilius vedessd ja valossa, pK,, K., hoyrynpaine ja biohajoavuus. Vesiliukoisuutta ja hoyrynpai-
netta voidaan kiyttdd laskettaessa Henryn vakiota, josta voidaan paitelld, onko todennikoistd, ettd testiainetta
hdvidd merkittavasti testin aikana. Tamén perusteella voidaan pdattad, vaativatko tillaiset haviot erityistoimia. Jos
testiaineen liukoisuutta ja stabiiliutta koskevat tiedot ovat epiluotettavia, nima ominaisuudet olisi arvioitava tes-
tiolosuhteissa, toisin sanoen siind viljelyaineessa, limpéotilassa ja valaistuksessa, joita testissd kdytetdn.

Jos on erityisen tirkedd sdddelld testiviljelyaineen pH:ta, esimerkiksi testattaessa metalleja tai hydrolyyttisesti epé-
stabiileja aineita, on suositeltavaa lisitd testiviljelyaineeseen puskuria (ks. 1.7.4 kohdan ensimmdinen kappale). Kir-
jallisuusviitteessd (11) annetaan lisdohjeita sellaisten aineiden testauksesta, joiden fysikaaliskemialliset
ominaisuudet vaikeuttavat niiden testaamista.

VERTAILUAINE

Testimenetelmé voidaan tarkistaa testaamalla vertailuaine (-aineet), kuten 3,5-dikloorifenoli, jota on kéytetty kan-
sainvilisessd yhteistutkimuksessa (10). Vertailuaine on suotavaa testata vihintdan kahdesti vuodessa tai, jos tes-
tausta tehdddn harvemmin, rinnakkain médritettdessd testiaineen myrkyllisyytta.

TESTIN VALIDITEETTI

Jotta testi olisi validi, versojen lukumédran on kaksinkertaistuttava kontrolliviljelmassa alle 2,5 paivéssi (60 tun-
nissa), mikd vastaa noin seitsenkertaista kasvua seitseman péivin kuluessa, kun keskiméirdinen spesifinen kasvu-
nopeus on 0,275 pdivad kohden. Kéytettdessa tassd testimenetelmassd kuvattuja testiliuoksia ja -olosuhteita tima
vaatimus voidaan tdyttdd kdyttamalld staattista testausta (8). Vaatimus voidaan oletettavasti tdyttdd myos sellai-
sissa testiolosuhteissa, joissa kdytetddn semistaattista tai ldpivirtausmenetelmai. Kaksinkertaistumisajan laskemista
kisitellddn tarkemmin kohdassa 2.1.

MENETELMAN KUVAUS
Vilineet

Kaikkien vilineiden, jotka joutuvat kosketuksiin testiliuosten kanssa, on oltava kokonaan lasia tai muuta kemial-
lisesti inerttid materiaalia. Viljelyyn ja testaukseen kaytettdvien lasiastioiden on oltava steriileja, ja ne on puhdis-
tettava kemiallisista epdpuhtauksista, jotka voivat paisti testiviljelyaineeseen. Koeastioiden on oltava niin tilavia,
ettd eri kolonioiden versot voivat kasvaa kontrolliastioissa peittdmattd toisiaan testin lopussa. Ei ole haitaksi,
vaikka juuret ulottuvat testiastioiden pohjaan, mutta on suositeltavaa, ettd kaikki koeastiat ovat syvyydeltdin
vihintddn 20 mm ja tilavuudeltaan vahintddn 100 ml. Koeastioiden valinnalla ei ole muuten ratkaisevaa merki-
tystd, jos ndmd vaatimukset tdyttyvat. Sopivan kokoiset dekantterilasit, kiteytysmaljat ja lasiset petrimaljat ovat
kaikki osoittautuneet kdyttokelpoisiksi. Haihtumisen ja tahattoman kontaminaation minimoimiseksi koeastiat on
peitettdvd, mutta samalla on huolehdittava riittdvasta ilmanvaihdosta. Koeastiat ja varsinkaan niiden sulkimet eivat
saa varjostaa tai muuttaa valon spektriominaisuuksia.

Viljelmid ja koeastioita ei saa sailyttdd toistensa kanssa. Sen vuoksi on paras kayttdd erillisid ilmastoituja kasva-
tuskaappeja, inkubaattoreita tai huoneita. Valaistuksen ja limpoétilan on oltava sdddettdvissd, ja ne on pidettivd
tasaisina (ks. kohta 1.7.8).
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Koe-elio

Testissd kdytetddn Lemna gibba- tai Lemna minor -lajia. Myrkyllisyyden testauksessa kaytettyjd limaskalajeja kuva-
taan lyhyesti lisdyksessd 1. Kasvimateriaali voidaan hankkia kantakokoelmasta, toisesta laboratoriosta tai luon-
nosta. Jos kasvit kerétddn luonnosta, niitd on viljeltdva testissd kdytettdvissi viljelyaineessa vahintdan kahdeksan
viikkoa ennen kayttod. Paikoissa, joista alkuviljelmien kasvit kerdtddn, ei saa olla ilmeisid kontaminaatioldhteiti.
Jos kasvit hankitaan toisesta laboratoriosta tai kantakokoelmasta, niitd on viljeltavé vastaavalla tavalla kolmen vii-
kon ajan. Kasvimateriaalin ldhde sekd testauksessa kéytettavit lajit ja klooni (jos tiedossa) on aina ilmoitettava.

Testissd on kaytettdvd monokulttuureita, joissa ei ole muita organismeja, kuten levid tai alkueldimid, nikyvina epé-
puhtauksina. L. minor -lajin terveet kasvit ovat kolonioina, joissa on 2-5 versoa, kun taas L. gibba -lajin terveissd
kolonioissa voi olla jopa seitsemin versoa.

Testissd kaytettavit kasvit on valittava huolellisesti, koska niiden laatu ja yhtendisyys vaikuttavat merkittavésti tes-
tin tulokseen. Testissd on kéytettdva nuoria, nopeasti kasvavia kasveja, joissa ei ole nakyvid vaurioita tai virimuu-
toksia (kloroosia). Hyvilaatuisen viljelmén tunnistaa siitd, ettd siind esiintyy runsaasti vahintddn kahdesta versosta
koostuvia kolonioita. Jos viljelméssd on monia yksittéisid versoja, se on merkki ymparistorasituksesta, kuten ravin-
teiden puutteesta, eiké testissd saa kdyttad tdllaisista viljelmistd perdisin olevaa kasvimateriaalia.

Viljely

Viljelmien ylldpidon helpottamiseksi (esimerkiksi silloin, kun Lemna-testeji ei aiota tehda tiettynd aikana) niité voi-
daan siilyttdd normaalia heikommassa valaistuksessa ja alhaisemmassa laimpétilassa (4-10 °C). Viljelya kasitel-
lddn tarkemmin lisdyksessd 2. Jos viljelmdssd nikyy merkkejd levien ja muiden elividen aiheuttamasta
kontaminaatiosta, Lemna-versoista on otettava osandyte, jolle tehddén pintasterilointi, jonka jdlkeen se siirretddn
tuoreeseen viljelyaineeseen (ks. lisdys 2). Jdljelle jadva kontaminoitunut viljelmd on heitettdva pois.

Riittdvd maira kolonioita siirretdén aseptisesti vahintddn seitseméan paivid ennen testausta tuoreeseen steriiliin vil-
jelyaineeseen, ja kolonioita viljellddn 7-10 pdivdn ajan testiolosuhteissa.

Testiviljelyaine

Lemna minor- ja Lemna gibba -lajia varten suositetaan erilaisia viljelyaineita, joita kuvataan jiljempédnd. On syytd
harkita huolellisesti pH-puskurin lisidmist4 testiviljelyaineeseen (MOPS (4-morfoliinipropaanisulfonihappo, CAS-
numero: 1132-61-2; EINECS-numero: 214-478-5) L. minor -lajin viljelyaineeseen ja NaHCO, L. gibba -lajin vilje-
lyaineeseen), jos testiviljelyaineen epdilldén voivan reagoida testiaineen kanssa ja vaikuttaa sen myrkyllisyyden
ilmentymiseen. Steinbergin viljelyainetta (12) voidaan kayttdd, jos validiteettivaatimukset tayttyvat.

Ruotsalaisen standardin (SIS) mukaisen Lemna-viljelyaineen muunnosta suositetaan kéytettavaksi testauksessa,
jossa viljellddn ja kiytetddn L. minor -lajia. Tamén viljelyaineen koostumus esitetdén lisdyksessa 3.

Lisdyksessd 3 kuvattua 20X-AAP-viljelyainetta suositetaan kdytettavaksi testauksessa, jossa viljellddn ja kdytetddn
L. gibba -lajia.

L. minor -lajille soveltuu myos lisdyksessd 3 kuvattu Steinbergin viljelyaine, mutta sitd voidaan kdyttdd myos L.
gibba -lajin viljelyssd, jos validiteettivaatimukset tayttyvit.

Testiliuokset

Testiliuokset valmistetaan yleensd laimentamalla kantaliuosta. Testiaineen kantaliuokset valmistetaan tavallisesti
liuottamalla testiaine viljelyaineeseen.

Testiaineen suurin testattu pitoisuus ei yleensd saa ylittdd kyseisen aineen vesiliukoisuutta testiolosuhteissa. On kui-
tenkin huomattava, ettd Lemna-suvun lajit kelluvat pinnalla ja voivat altistua aineille, jotka kerddntyvit veden ja
ilman rajapintaan (esimerkiksi huonosti veteen liukenevat tai hydrofobiset aineet taikka pinta-aktiiviset aineet).
Tallaisissa olosuhteissa kasvit altistuvat muille kuin liuoksessa olevalle aineille, ja testipitoisuudet voivat testiai-
neen ominaisuuksista riippuen ylittd vesiliukoisuuden. Jos testiaine liukenee huonosti veteen, voi olla tarpeen val-
mistaa kyseisestd aineesta vakeva kantaliuos tai dispersio kdyttamalld orgaanista liuotinta tai dispergointiainetta,
joilla voidaan helpottaa tarkkojen testiainemaarien lisddmistd testiviljelyaineeseen sekd testiaineen dispersiota ja
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liukenemista. Téllaisten aineiden kdyttod on valtettdvd mahdollisimman pitkélle. Jos liuottimia tai dispergointiai-
neita kdytetddn apuna testiliuosten valmistuksessa, niistd ei saa aiheutua fytotoksisuutta. Asetoni ja dimetyylifor-
mamidi ovat esimerkkeji yleisesti kdytetyisté liuottimista, jotka eivit aiheuta fytotoksisuutta pitoisuuden ollessa
enintddn 100 p1-17". Jos liuotinta tai dispergointiainetta kiytetdin, sen lopullinen pitoisuus on ilmoitettava ja
pidettavd mahdollisimman pienena (< 100 pl1™), ja liuoksen tai dispergointiaineen pitoisuuden on oltava sama
kaikissa  kasitellyissa  ja  kontrolliliuoksissa. ~ Dispergointiaineiden  kédytostd —annetaan lisdohjeita
kirjallisuusviitteessa (11).

Testi- ja kontrolliryhmiit

Sopivat testipitoisuudet on helpompi valita, jos testiaineen myrkyllisyydestd Lemna-lajeille on saatavilla aiempia
tietoja esimerkiksi alustavista pitoisuusalueen madrityskokeista. Lopullisessa myrkyllisyystestissd on yleensi oltava
vahintddn viisi testipitoisuutta, jotka muodostavat geometrisen sarjan. Testipitoisuuksien suhdeluvun ei tulisi olla
suurempi kuin 3,2, mutta suurempikin suhdeluku sallitaan, jos pitoisuus-vastekédyri on laakea. Vahemmin kuin
viiden pitoisuuden kdyttd on perusteltava. Jokaisesta testipitoisuudesta on tehtdvé vahintdin kolme toistoa.

Valittaessa testin pitoisuusaluetta (pitoisuusalueen madritystd ja/tai lopullista myrkyllisyystestid varten) on otet-
tava huomioon seuraavat nikokohdat:

— EC,-pitoisuuden madrittimiseksi testipitoisuudet on valittava siten, ettd EC -arvo on kyseiselld pitoisuusalu-
eella, jotta saavutettaisiin riittdvé luottamustaso. Esimerkiksi ECs,-pitoisuutta arvioitaessa suurimman testi-
pitoisuuden on ylitettivd ECsg-arvo. Jos ECsq-arvo on testin pitoisuusalueen ulkopuolella, vastaavat
luottamusvalit ovat suuria, jolloin voi olla mahdotonta arvioida mallin tilastollista sopivuutta.

— Jos tavoitteena on arvioida LOEC- tai NOEC-pitoisuus, pienimmidn testipitoisuuden on oltava niin pieni, ettd
kasvu ei ole merkittavisti vihdisempaa kuin kontrolliryhmassad. Suurimman testipitoisuuden on myds oltava
niin suuri, ettd kasvu on huomattavasti vihdisempéd kuin kontrolliryhmassi. Muussa tapauksessa testi on
toistettava kdyttdmalld toista pitoisuusaluetta (jollei suurin pitoisuus ole liukoisuusrajalla tai jollei se ole suu-
rin vaadittu rajapitoisuus, esimerkiksi 100 mg1™).

Jokaiseen testiin on kuuluttava kontrolliryhmd, jossa ravinneliuos, versojen ja kolonioiden lukumaird, ymparis-
toolosuhteet ja menettelyt ovat samat kuin testiryhmédssd mutta ilman testiainetta. Jos apuna kéytetddn liuotinta
tai dispergointiainetta, testiin on kuuluttava ylimadrdinen kontrollikésittely, jossa liuottimen tai dispergointiai-
neen pitoisuus on sama kuin testiainetta sisaltavissd astioissa. Toistoissa kontrolliastioiden (ja liuotinta kaytetta-
essd liuotinta sisiltdvien astioiden) lukumédrdn on oltava vdhintdan yhtd suuri kuin kunkin testipitoisuuden
testaamiseen kaytettyjen astioiden lukumaird ja mielellddn kaksinkertainen.

Jos NOEC-pitoisuutta ei tarvitse madrittdd, testimenetelmad voidaan muuttaa lisddmalld pitoisuuksien maardd ja
vihentdmalld toistojen maarad pitoisuutta kohden. Kontrollitoistoja on kuitenkin oltava vihintddn kolme.

Altistus

Koloniat, jotka koostuvat 2—4 nikyvisti versosta, siirretdén siirrosviljelmaéstd ja jaetaan satunnaisesti koeastioihin
aseptisissa olosuhteissa. Jokaisessa koeastiassa on oltava yhteensd 9-12 versoa. Versoja ja kolonioita on oltava yhtd
monta kaikissa koeastioissa. T4sté testimenetelmdstd saadut kokemukset ja yhteistutkimusten (ring tests) tulokset
ovat osoittaneet, ettd jos jokaista késittelyd kohden tehdddn kolme toistoa, joissa kaikissa on aluksi 9-12 versoa,
kisittelyjen vililld voidaan jo havaita kasvueroja, jotka vastaavat 4-7 prosentin inhibitiota, jos se lasketaan kas-
vunopeuden perusteella (ja 10-15 prosentin inhibitiota, jos se lasketaan tuotoksen perusteella) (10).

Koeastiat on sijoitettava inkubaattoriin satunnaistetusti, jotta valon voimakkuuden ja limpdtilan spatiaalisista
eroista johtuvat vaikutukset olisivat mahdollisimman pienet. Vaatimuksena on myos, ettd jokaisella havainnoin-
tikerralla kdytetddn lohkoittaista jarjestystd tai astioiden satunnaistettua uudelleensijoittelua (joka voidaan tehda
useamminkin).
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Jos alustava stabiiliustesti osoittaa, ettd testiaineen pitoisuutta ei voida pitda ylld testin ajan eli 7 pdivda (toisin
sanoen mitattu pitoisuus vihenee alle 80 prosenttiin mitatusta alkupitoisuudesta), on suositeltavaa kdyttdd semi-
staattista testijarjestelmaa. Siind tapauksessa koloniat on altistettava vasta valmistetuille testi- ja kontrolliliuoksille
ainakin kahdesti testin aikana (esimerkiksi paivind 3 ja 5). Testiaineen stabiiliudesta riippuu, kuinka usein koloniat
on altistettava vastavalmistetulle viljelyaineelle. Testattaessa hyvin epéstabiileja tai haihtuvia aineita pitoisuuksien
pitdminen ldhes vakioina voi vaatia useampia altistuskertoja. Joissakin tapauksissa voi olla tarpeen kayttdd lapi-
virtausmenetelmaa (11)(13).

Tahdn  testimenetelmddn ei kuulu versojen altistaminen ruiskuttamalla, mutta sitd kdsitellddn
kirjallisuusviitteessa (14).

Inkubaatio-olosuhteet

Testissd kaytetddn tasaista lampimain- tai kylmanvalkoista loistevaloa, jotta valon voimakkuudeksi saadaan
85-135 pE'm s, kun se mitataan fotosyynteesille suotuisalla aallonpituusalueella (400-700 nm) pisteiss, jotka
ovat samalla etdisyydelld valoldhteestd kuin Lemna-versot (timé vastaa voimakkuusaluetta 6 500-10 000 luksia).
Valon voimakkuus ei saa vaihdella enempéd kuin + 15 prosenttia testialueen ylapuolella. Valoilmaisin- ja valon-
mittausmenetelma ja erityisesti anturityyppi vaikuttavat mittausarvoon. Pallomaiset anturit (jotka reagoivat valoon
mistd tahansa kulmasta mittaustason yla- ja alapuolelta) ja kosinikorjaimella varustetut anturit (jotka reagoivat
valoon mistd tahansa kulmasta mittaustason yldpuolelta) ovat suositeltavampia kuin yksisuuntaiset anturit. Ensin
mainitut antavat suurempia lukemia mitattaessa tassd kuvatun kaltaista monipisteistd valonlahdettd.

Lampdtilan on oltava koeastioissa 24 + 2 °C. Yleensi kontrolliviljelyaineen pH-arvo saa kokeen aikana vaihdella
enintddn 1,5 yksikon verran. Tétd suurempi poikkeama ei kuitenkaan mitétoi testid, jos validiteettivaatimusten voi-
daan osoittaa tayttyvan. Erityistapauksissa, esimerkiksi testattaessa epéstabiileja aineita tai metalleja, on kiinnitet-
tdva erityistd huomiota pH:n vaihteluun. Tdstd annetaan lisdohjeita kirjallisuusviitteessd (11).

Kesto

Testi péittyy seitsemdn pdivan kuluttua kasvien siirtdmisestd koeastioihin.

Mittaukset ja analyyttiset mairitykset

Testin alussa lasketaan ja kirjataan koeastioissa olevien versojen lukumdira. Télloin on laskettava kaikki esiin ty6n-
tyvit ja selvdsti nakyvit versot. Normaaleilta ja epidnormaaleilta vaikuttavien versojen médré lasketaan testin
alussa, vdhintdan joka kolmas péivi altistuksen aikana (eli ainakin kaksi kertaa seitsemdn pdivan jakson aikana)
sekd kokeen pdittyessa. Kasvien kehityksessa tapahtuvat muutokset rekisteroidadn. Niitd ovat esimerkiksi verso-
jen koossa ja ulkonddssi tapahtuvat muutokset, merkit nekroosista, kloroosista tai kupruisuudesta, kolonian
hajoaminen tai kelluvuuden heikkeneminen sekd muutokset juurien pituudessa ja ulkonddssa. Lisdksi on rekiste-
roitdva testiviljelyaineen erityiset ominaisuudet (esimerkiksi liukenemattoman materiaalin esiintyminen ja levien
kasvu koeastiassa).

Versojen lukumdairin laskemisen lisaksi testin aikana arvioidaan my0s testiaineen vaikutuksia yhteen (tai useam-
paan) seuraavista mittausmuuttujista:

i) versojen kokonaispinta-ala;

ii)  kuivapaino;

ili)  tuorepaino.

Versojen kokonaispinta-alaan liittyy se etu, ettd se voidaan mairittdd jokaisesta testi- ja kontrolliastiasta testin
alussa, sen aikana ja sen lopussa. Kuiva- tai tuorepaino on médritettava testin alussa siirrosviljelmastd otetusta ndyt-
teestd, jonka on oltava edustava niyte testin kdynnistimiseen kdytetystd materiaalista, seké testin lopussa jokai-
sesta testi- ja kontrolliastiasta otetusta kasvimateriaalista. Jos versojen pinta-alaa ei mitata, on parempi mitata
kuivapaino tuorepainon sijasta.

Versojen kokonaispinta-ala, kuivapaino ja tuorepaino voidaan mairittdd seuraavasti:
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i) Versojen kokonaispinta-ala: Kaikkien kolonioiden versojen kokonaispinta-ala voidaan mdirittdd kuva-
analyysilld. Koeastiasta ja kasveista voidaan ottaa siluettikuva videokameralla (esimerkiksi sijoittamalla koe-
astia valolaatikon paille), ja ndin saatu kuva digitalisoidaan. Koeastiassa olevien versojen kokonaispinta-ala
voidaan madrittad tekemalld kalibrointi tunnetun pinta-alan tasokuvioiden avulla. T4ll6in on huolehdittava
siitd, ettd koeastian reunan aiheuttamat vaikutukset eivit vaaristd madritystd. Vaihtoehtoisena mutta ty-
lddmpanid menetelmédnd on valokuvata koeastiat ja kasvit, leikata ndin saatu kolonioiden siluetti ja médrittaa
niiden pinta-ala kdyttdmalld lehtialan analysaattoria. Muutkin tekniikat voivat olla kéyttokelpoisia (esimer-
kiksi kolonioiden siluetin pinta-alan ja tietyn pinta-alayksikon vilinen painosuhde paperin painon mukaan
laskettuna).

ii)  Kuivapaino: Jokaisesta koeastiasta keritddn kaikki koloniat, jotka huuhdotaan tislatulla tai deionisoidulla
vedelld. Kolonioissa oleva ylimédrdinen vesi imeytetddn paperiin, minki jalkeen niitd kuivataan 60 °C:ssa,
kunnes niiden paino on vakio. Juurenpalaset on otettava mukaan. Kuivapaino on ilmoitettava vdhintdan
0,1 mg:n tarkkuudella.

ili)  Tuorepaino: Kaikki koloniat siirretddn ennalta punnittuihin polystyreeniputkiin (tai muihin inerttid materiaa-
lia oleviin putkiin), joiden pyoreissd pohjissa on pienid (1 mm) aukkoja. Putkia sentrifugoidaan kierroslu-
vulla 3000 rpm huoneenlimmossd 10 minuutin ajan. Putket, jotka sisdltdvit ndin kuivatut koloniat,
punnitaan uudelleen, ja tuorepaino lasketaan vihentimalld punnitustuloksesta tyhjin putken paino.

Mittausten ja analyyttisten mddritysten tiheys

Kdytettdessi staattista testimenetelmad kunkin késittelyn liuoksen pH on mitattava testin alussa ja lopussa. Jos tes-
timenetelmd on semistaattinen, pH on mitattava jokaisesta erdstd "tuoretta” testiliuosta ennen kutakin vaihtoa ja
myos vastaavista "kdytetyistd” liuoksista.

Valon voimakkuus kasvatuskaapissa, inkubaattorissa tai huoneessa on mitattava pisteisté, jotka ovat samalla etéi-
syydelld valolahteestd kuin Lemna-versot. Mittaukset on tehtdvd ainakin kerran testin aikana. Viljelyaineen lam-
potila surrogaattiastiassa, jota sdilytetddn kasvatuskaapissa, inkubaattorissa tai huoneessa samoissa olosuhteissa,
on mitattava vahintddn kerran paivissa.

Testiaineen pitoisuudet médritetddn testin aikana sopivin véliajoin. Staattisissa testeissd vihimmaisvaatimuksena
on maédrittdd pitoisuudet testin alussa ja lopussa.

Semistaattisissa testeissé, joissa testiaineen pitoisuuden ei oleteta pysyvan + 20 prosentin rajoissa nimellispitoi-
suudesta, on analysoitava kaikki vastavalmistetut testiliuokset ja samat liuokset kéytettyind kunkin vaihdon yhtey-
dessd (ks. 1.7.7 kohdan kolmas kappale). Kuitenkin niissd testeissd, joissa testiaineen mitattu alkupitoisuus ei ole
+ 20 prosentin rajoissa nimellispitoisuudesta, mutta joissa voidaan antaa riittdvé ndytto siitd, ettd alkupitoisuudet
ovat toistettavissa ja stabiileja (toisin sanoen 80-120 prosenttia alkupitoisuudesta), kemialliset mééritykset voi-
daan tehdi ainoastaan suurimmista ja pienimmistd testipitoisuuksista. Kaikissa tapauksissa on testiaineen pitoi-
suudet ennen vaihtoa madritettdvé vain yhdestd toistossa kdytetystd astiasta (tai kaikkien toistoissa kaytettyjen
astioiden yhdistetystd sisallostd) kutakin testipitoisuutta kohden.

Lapivirtaustestissd voidaan kdyttdd samanlaista ndytteenottomenettelyd kuin semistaattisessa testissé ja tehdd ana-
lyysi testin alussa, puolivilissi ja lopussa, mutta "kéytettyjen” liuosten mittaaminen ei ole aiheellista. Timantyyp-
pisessd testissd laimenteen ja testiaineen tai testiaineen kantaliuoksen virtausnopeus on tarkistettava péivittdin.

Jos on néyttdd siitd, ettd testattavan aineen pitoisuus on pysynyt tyydyttivisti + 20 prosentin rajoissa nimellispi-
toisuudesta tai mitatusta alkupitoisuudesta koko testin ajan, tulosten analysointi voi perustua nimellispitoisuuk-
siin tai mitattuihin alkupitoisuuksiin. Jos pitoisuus poikkeaa enemmin kuin + 20 prosenttia nimellispitoisuudesta
tai mitatusta alkupitoisuudesta, tulosten analysoinnin on perustuttava pitoisuuksien geometriseen keskiarvoon
altistuksen aikana tai malleihin, jotka kuvaavat testiaineen pitoisuuden vihenemistd (11).
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Rajatesti

Joissakin tapauksissa, esimerkiksi silloin, kun alustava testi osoittaa, ettd testiaineella ei ole myrkkyvaikutuksia
pitoisuusarvoon 100 mg-l™" saakka tai siihen liukoisuusrajaan asti, joka testiaineella on testiviljelyaineessa (sen
mukaan, kumpi néistd on pienempi), voidaan tehdi rajatesti, jossa verrataan yhden kontrolliryhmén ja yhden kasi-
tellyn ryhman vasteita (pitoisuudessa 100 mg-l™" tai liukoisuusrajaa vastaavassa pitoisuudessa). On erittdin suo-
tavaa analysoida altistuspitoisuus rajatestin tueksi. Kaikki edelld kuvatut testiolosuhteet ja validiteettivaatimukset
koskevat myos rajatestid, lukuun ottamatta kasiteltyjen toistojen maarad, joka on kaksinkertaistettava. Kontrolli-
ja kasitellyssd ryhmassi tapahtunutta kasvua voidaan analysoida Studentin t-testin kaltaisella tilastotutkimuksella,
jossa verrataan keskiarvoja.

TIEDOT JA NIIDEN RAPORTOIMINEN

KAKSINKERTAISTUMISAIKA

Seuraavan kaavan avulla, jota sovelletaan kontrolliastioita koskeviin tietoihin, voidaan maarittdd versojen luku-
maédrdn kaksinkertaistumisaika (T,) ja varmistaa samalla, ettd testi tdyttdd tdmén validiteettivaatimuksen

(kohta 1.6):

Ty=1In2/p

Kaavassa p on keskimairainen spesifinen kasvunopeus, joka lasketaan kohdan 2.2.1 ensimmiisessi ja toisessa kap-
paleessa kuvatulla tavalla.

VASTEMUUTTUJAT

Testin tarkoituksena on médrittdd testattavan aineen vaikutukset Lemnan kasvuun. Tassd testimenetelmassa kuva-
taan kahta eri vastemuuttujaa, koska jasenvaltiot suosivat erilaisia kaytinteitd ja asettavat erilaisia sadntelyvaati-
muksia. Jotta testitulokset voitaisiin hyviksyi kaikissa jisenvaltioissa, vaikutuksia olisi arvioitava kiyttimalld
molempia vastemuuttujia a ja b, joita kuvataan jiljempéna.

a)  Keskimdirdinen spesifinen kasvunopeus: Tami vastemuuttuja lasketaan kontrolleista ja kustakin kasitellysta
ryhmistd seuraavien kahden muuttujan avulla: versojen lukuméiaran logaritmiarvossa tietyn (paivina ilmais-
tun) ajan kuluessa tapahtunut muutos ja jonkin toisen mittausmuuttujan (versojen kokonaispinta-alan, kui-
vapainon tai tuorepainon) logaritmiarvossa tietyn (pdivind ilmaistun) ajan kuluessa tapahtunut muutos. Titd
kasvunopeutta kutsutaan joskus suhteelliseksi kasvunopeudeksi (15).

b) Tuotos: Timd vastemuuttuja lasketaan seuraavien kahden muuttujan avulla: versojen lukumairin muutok-
set ja jonkin toisen mittausmuuttujan (versojen kokonaispinta-alan, kuivapainon tai tuorepainon) muutok-
set kontrolleissa ja kussakin kisitellyssd ryhmdssd testin loppuun saakka.

On syytd huomata, ettd ndiden kahden vastemuuttujan avulla lasketut myrkyllisyysarvot eivit ole vertailukelpoi-
sia, mikd on otettava huomioon kéytettdessd testin tuloksia. Jos testiolosuhteet ovat timén testimenetelmin
mukaiset, keskimaariiseen spesifiseen kasvunopeuteen perustuvat EC,-arvot (E,C,) ovat yleensd suurempia kuin
tuotokseen perustuvat arvot (E,C,), miki johtuu niiden matemaattisista perusteista. Tata ei pida tulkita siten, ettd
ndiden kahden vastemuuttujan herkkyydet olisivat erilaiset, vaan arvojen vilinen ero on puhtaasti matemaatti-
nen. Keskiméirdinen spesifinen kasvunopeus perustuu yleiseen kasvumalliin, joka kuvaa limaskan eksponentiaa-
lista kasvua rajoittamattomissa viljelmissd, joista toksisuus arvioidaan kasvunopeuteen kohdistuvien vaikutusten
perusteella ottamatta huomioon kontrollin spesifisen kasvunopeuden absoluuttista tasoa, pitoisuus-vastekdyrin
kaltevuutta tai testin kestoa. Tuotosta kuvaavaan vastemuuttujaan perustuvat tulokset riippuvat sen sijaan kai-
kista naistd muista muuttujista. E,C, riippuu kussakin testissa kdytetyn limaskalajin spesifisesta kasvunopeudesta
ja suurimmasta spesifisestd kasvunopeudesta, joka voi vaihdella eri lajien ja jopa eri kloonien valilld. Tétd vaste-
muuttujaa ei saa kdyttdd vertailtaessa eri limaskalajien tai eri kloonienkaan herkkyyttd myrkyllisille aineille. Vaikka
tieteen kannalta on parempi arvioida myrkyllisyyttd keskiméirdisen spesifisen kasvunopeuden perusteella, tdhin
testimenetelmain on otettu mukaan myos tuotokseen perustuvat myrkyllisyyden arvioinnit, jotta voidaan tayttdd
erdiden maiden nykyiset sddntelyvaatimukset.
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Myrkyllisyyden arviointien on perustuttava sekd versojen lukumaarain ettd johonkin toiseen mittausmuuttujaan
(versojen kokonaispinta-alaan, kuivapainoon tai tuorepainoon), koska eréit aineet voivat vaikuttaa enemmén mui-
hin mittausmuuttujiin kuin versojen lukumairdan. Tatd vaikutusta ei havaittaisi laskemalla pelkdstddn versojen
lukumaara.

Versojen lukumaiiri ja muut kirjatut mittausmuuttujat (versojen kokonaispinta-ala, kuivapaino tai tuorepaino) esi-
tetddn taulukkona, josta ilmenevit myos testiaineen pitoisuudet kussakin mittauksessa. Kun tietoja analysoidaan
my6hemmin esimerkiksi LOEC-, NOEC- tai EC -pitoisuuden arvioimiseksi, analyysin perustana on kaytettava
yksittiisistd toistoista saatuja arvoja eikd kunkin késitellyn ryhman laskettuja keskiarvoja.

Keskimiiriinen spesifinen kasvunopeus

Tietyn ajanjakson keskimdaariinen spesifinen kasvunopeus lasketaan kasvumuuttujien — versojen lukuméirin ja
jonkin toisen mittausmuuttujan (versojen kokonaispinta-alan, kuivapainon tai tuorepainon) — logaritmisena kas-
vuna soveltamalla seuraavaa kaavaa kaikkiin kontrolliliuosten ja kisiteltyjen liuosten toistoihin:

J
t

In(N)-In(N)
P'i_j I

jossa

1; = keskimaarainen spesifinen kasvunopeus aikavalilld i-j

— N; = testi- tai kontrolliryhmin astiasta madritetty mittausmuuttujan arvo hetkelld i

i

— N = testi- tai kontrolliryhman astiasta méaritetty mittausmuuttujan arvo hetkelld j

— t aikavali i-j.

Kullekin kisittely- ja kontrolliryhmalle lasketaan kasvunopeuden keskiarvo varianssiestimaatteineen.

Keskimédriinen spesifinen kasvunopeus on laskettava koko testijaksolta (edelld olevassa kaavassa hetki "i” tar-
koittaa testin alkua ja hetki ”j” testin pddttymistd). Kullekin testipitoisuudelle ja kontrollille lasketaan keskiméa-
rdisen spesifisen kasvunopeuden keskiarvo varianssiestimaatteineen. Sen lisiksi on mddritettdvé jaksoittaiset
kasvunopeudet, jotta voidaan arvioida testiaineen vaikutuksia koko altistusaikana (esimerkiksi analysoimalla loga-
ritmisia kasvukdyrid). Merkittavit erot jaksoittaisen kasvunopeuden ja keskimaariisen kasvunopeuden vililld osoit-
tavat, ettd kasvu poikkeaa jatkuvasta eksponentiaalisesta kasvusta, jolloin kasvukdyrid on syytd tarkastella
ldhemmin. Siind tapauksessa varovaisena ldhestymistapana on verrata kisiteltyjen viljelmien spesifisid kasvuno-
peuksia suurimman kasvunestymisen aikana kontrollien vastaaviin kasvunopeuksiin samana aikana.

Kasvunopeuden prosentuaalinen estyminen (I,) voidaan sen jilkeen laskea kutakin testipitoisuutta varten (késit-
telyryhméssd) seuraavan kaavan avulla:

%IT:MXIOO

He

jossa

— %I, = keskimdirdisen spesifisen kasvunopeuden prosentuaalinen estyminen
— He = pn keskiarvo kontrolliryhmassa

— pp = pn keskiarvo kisittelyryhmissa.

Tuotos

Tuotokseen kohdistuvat vaikutukset mééritetdan seuraavien kahden mittausmuuttujan avulla: versojen lukumaérd
ja jokin toinen mittausmuuttuja (versojen kokonaispinta-ala, kuivapaino tai tuorepaino), joka mitataan jokaisesta
koeastiasta testin alussa ja lopussa. Jos toisena mittausmuuttujana kdytetdan kuivapainoa tai tuorepainoa, testin
alussa oleva biomassa médritetddn samasta erdstd otetun versondytteen avulla, jota on kéytetty koeastioiden siir-
rostamiseen (ks. kohdan 1.7.3 toinen kappale). Kullekin testipitoisuudelle ja kontrollille lasketaan tuotoksen
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keskiarvo varianssiestimaatteineen. Tuotoksen prosentuaalinen estyminen (% I,) voidaan laskea kutakin késitte-
lyryhmaa varten seuraavasti:

b.—b
¢ 1
%l = u x 100
4 b,.
c
jossa
— %1, = tuotoksen prosentuaalinen estyminen
— be = kontrolliryhmén lopullinen biomassa, josta on vihennetty sen biomassa testin alussa
— be = Kkisittelyryhmén lopullinen biomassa, josta on vdhennetty sen biomassa testin alussa.
2.2.3 Pitoisuus-vastekiyrien piirtiminen

Pitoisuus-vastekéyrit piirretddn merkitsemalld y-akselille vastemuuttujan keskimaardinen prosentuaalinen esty-
minen (vastemuuttujana on [, tai [, joka lasketaan 2.2.1 kohdan viimeisen kappaleen tai 2.2.2 kohdan mukaan)
ja x-akselille testiaineen pitoisuuden logaritmi.

2.2.4  EC,-pitoisuuden arviointi

EC,-pitoisuuden estimaattien (esimerkiksi EC;y-arvon) on perustuttava sekd keskiméiraiseen spesifiseen kasvu-
nopeuteen (E,C,) ettd tuotokseen (E,C,). Néistd kummankin on puolestaan perustuttava versojen lukumaéaréan ja
johonkin toiseen mittausmuuttujaan (versojen kokonaispinta-alaan, kuivapainoon tai tuorepainoon), koska erat
testiaineet vaikuttavat eri tavalla versojen lukumédraan kuin muihin mittausmuuttujiin. Tavoitteena on siis saada
myrkyllisyysparametreiksi seuraavat nelja EC -arvoa kutakin laskettua kasvunestymistasoa x kohden: E,C, (ver-
sojen lukumaara); E,C, (versojen kokonaispinta-ala, kuivapaino tai tuorepaino); E,C, (versojen lukuméara) ja E,C,
(versojen kokonaispinta-ala, kuivapaino tai tuorepaino).

2.3 TILASTOMENETELMAT

Tavoitteena on saada kvantitatiivinen pitoisuus-vastesuhde regressioanalyysin avulla. Painotettua lineaarista reg-
ressiota voidaan kiyttdd sen jilkeen, kun vastetiedoille on tehty linearisoiva muunnos — esimerkiksi probitti-,
logitti- tai Weibull-yksikoiksi (16) — mutta suositeltavampaa on kiyttdd epilineaarisia regressiomenetelmis, joilla
voidaan paremmin kisitelld tiedoissa véistimattd esiintyvid epasdannollisyyksid sekd poikkeamia tasaisista jakau-
mista. Lahestyttdess tilaa, jossa kasvu ei esty ollenkaan tai estyminen on tdydellistd, linearisoiva muunnos voi suu-
rentaa epasdannollisyyksid ja haitata siten analyysid (16). On syytd huomata, ettd standardianalyysimenetelmiit,
joissa kéytetddn probitti-, logitti- tai Weibull-muunnoksia, on tarkoitettu dikotomisia tietoja varten (kun vasteita
on kaksi, esimerkiksi kuolleisuus tai eloonjddminen), minké vuoksi niitd on mukautettava, jos niitd aiotaan kayt-
tdd kasvu- tai tuotostietojen analysointiin. Kirjallisuusviitteissa (17), (18) ja (19) kuvataan erityismenetelmid, joilla
EC,-arvot voidaan madrittad jatkuvista tiedoista.

Kunkin vastemuuttujan analysoimiseksi kdytetddn pitoisuus-vastesuhdetta, jonka avulla lasketaan EC,-arvojen
piste-estimaatit. Jokaiselle estimaatille on maaritettivd 95 prosentin luottamusvili, jos se on mahdollista. Vaste-
tietojen ja regressiomallin vilinen yhteensopivuuden aste on arvioitava joko graafisesti tai tilastollisesti. Regres-
sionanalyysi on tehtdva kayttamalld yksittdisid toistojen vasteita eikd kasittelyryhmien keskiarvoja.

ECs,-estimaatit ja luottamusvilit saadaan my6s kdyttdmilld lineaarista interpolointia bootstrap-menetelmin
kanssa (20), jos kaytettavissd olevat regressiomallit tai -menetelmait eivit sovellu kyseisten tietojen kasittelyyn.

LOEC-pitoisuuden ja siten myos NOEC-pitoisuuden arvioimiseksi on verrattava késiteltyjen liuosten keskiarvoja
kayttamalld varianssianalyysitekniikoita (ANOVA). Sen jilkeen on verrattava kunkin pitoisuuden keskiarvoa kont-
rolliryhmin keskiarvoon kayttimalld sopivaa moniulotteista vertailumenetelméa tai trenditestimenetelméd. Dun-
nettin tai Williamsin testi voi olla kdyttokelpoinen (21)(22)(23)(24). Lisaksi on arvioitava, pitidko ANOVA-oletus
varianssin homogeenisuudesta paikkansa. Arviointi voidaan tehdd graafisesti tai virallisen testin avulla (25). Sopi-
via testejd ovat Levenen ja Bartlettin testit. Jos oletus varianssin homogeenisuudesta ei pid paikkaansa, tilanne on
joskus korjattavissa tietojen logaritmimuunnoksella. Jos varianssin heterogeenisuus on erittdin suuri eiké se ole
korjattavissa muunnoksella, on harkittava analysointia sellaisilla menetelmilld kuin Jonckheeren alaspéin askel-
tava trenditesti. Kirjallisuusviitteessd (19) annetaan lisdohjeita NOEC-arvon madrittimisesta.



24.8.2009

Euroopan unionin virallinen lehti

L 220/85

3.1

Tieteen viimeaikaisen kehityksen perusteella on suositeltu, ettd NOEC-kisitteestd luovuttaisiin ja se korvattaisiin
regressioanalyysiin perustuvilla EC.:n piste-estimaateilla. Sopivaa x:n arvoa ei ole vield vahvistettu tatd Lemna-
testid varten. Sopivalta vaikuttaisi vili 10-20 prosenttia (valitun vastemuuttujan mukaan), ja on suositeltavaa
ilmoittaa sekd EC, o- ettd EC,4-arvo.

RAPORTOINTI

TESTIRAPORTTI

Testiraportissa on esitettdva seuraavat tiedot:

Testiaine:

— fysikaalinen olomuoto ja fysikokemialliset ominaisuudet, mukaan luettuna vesiliukoisuuden raja-arvo,
—  kemialliset tunnistetiedot (esimerkiksi CAS-numero), mukaan luettuna puhtaus.
Koelajit:

— tieteellinen nimi, klooni (jos tiedossa) ja alkuperi.

Testiolosuhteet:

— testauksessa kdytetty menetelmd (staattinen, semistaattinen tai ldpivirtausmenetelmd),
— testin alkamispaivi ja kesto,

— testiviljelyaine,

—  kogjarjestely: koeastiat ja niiden sulkimet, liuostilavuudet, kolonioiden ja versojen lukumaard koeastiaa koh-
den testin alussa,

— testipitoisuudet (nimellis- ja mitatut pitoisuudet tapauksen mukaan) sekd toistojen maari pitoisuutta kohden,

— kanta- ja testiliuosten valmistusmenetelmat, mukaan luettuina tiedot mahdollisesta liuottimen tai dispergoin-
tiaineen kaytostd,

— lampatila testin aikana,
— valoldhde, valon voimakkuus ja homogeenisuus,
— testi- ja kontrolliviljelyaineen pH-arvot,

— testiaineen pitoisuudet ja analyysimenetelma sekd laadunarviointiin tarvittavat tiedot (validointitutkimukset,
analyysien keskihajonnat ja luottamusvilit),

— versojen lukumddrin ja muiden mittausmuuttujien, kuten kuivapainon, tuorepainon tai versojen
kokonaispinta-alan, maaritysmenetelmit,

—  kaikki poikkeamat tdsti testimenetelmasta.
Tulokset:

— raakatiedot: versojen lukumairi ja muut mittausmuuttujat jokaisessa testaukseen ja toistoihin kiytetyssi koe-
astiassa kullakin havainnointi- ja analysointikerralla,

—  kunkin mittausmuuttujan keskiarvot ja keskihajonnat,

—  kutakin pitoisuutta vastaavat kasvukéyrit (suosituksena on kdyttdd mittausmuuttujan logaritmimuunnosta,
ks. 2.2.1 kohdan toinen kappale),

—  kaksinkertaistumisaika/kasvunopeus kontrollissa versojen lukumdirin avulla laskettuna,
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—  kunkin kisitellyn toiston lasketut vastemuuttujat sekd toistojen keskiarvot ja variaatiokerroin,
— pitoisuuden ja vaikutuksen vélisen suhteen graafinen esitys,

— myrkyllisyysarvioinnin paitepisteiden estimaatit vastemuuttujien osalta, esimerkiksi ECs,, EC,, ja EC,, ja
vastaavat luottamusvilit; LOEC- ja/tai NOEC-pitoisuus, jos ne on laskettu, ja niiden maarityksessa kaytetyt
tilastomenetelmiit,

— jos on kéytetty ANOVA-analyysii, havaittavissa olevan vaikutuksen suuruus (esimerkiksi vihiten merkitseva
erotus),

— mahdollinen kasvun edistyminen kasittelyissa liuoksissa,
— nékyvat merkit fytotoksisuudesta ja testiliuoksia koskevat havainnot,

— tulosten pohdinta, mukaan luettuna mahdolliset vaikutukset, joita tdstd testimenetelmastd poikkeamisella on
ollut testin tuloksiin.
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Lisdys 1
Lemna spp:n kuvaus

Limaskaksi yleisesti kutsuttu vesikasvi Lemna spp. kuuluu Lemnaceae-heimoon. Sithen kuuluu neljd sukua, joiden lajeja esiin-
tyy kaikkialla maailmassa. Niiden erilaisia ulkomuotoja ja taksonomiaa on kisitelty perusteellisesti kirjallisuusviitteissa (1)(2).
Lemna gibba ja Lemna minor ovat lauhkean vyohykkeen alueille luonteenomaisia lajeja. Niitd kiytetdan yleisesti myrkyllisyys-
testeissd. Molemmilla lajeilla on kelluva tai vedenalainen levymainen verso, ja kunkin verson alapinnan keskiosasta lahtee
hyvin ohut juuri. Lemna spp. kukkii hyvin harvoin ja lisidntyy kasvullisesti tuottamalla uusia versoja (3). Nuoremmat kasvit
ovat vanhempiin kasveihin verrattuna yleensd vaaleampia, niilld on lyhyemmit juuret ja niissi on kaksi tai kolme eriko-
koista versoa. Lemna-suvun kasvit sopivat erittdin hyvin laboratoriokokeisiin pienen kokonsa, yksinkertaisen rakenteensa,
suvuttoman lisddntymisensa ja lyhyen generaatioaikansa ansiosta (4)(5).

Koska kasvien herkkyys luultavasti vaihtelee lajista toiseen, herkkyyttd vertailtaessa hyviksytdin ainoastaan lajin sisdiset
vertailut.

Kirjallisuutta: esimerkkeji testauksessa kiytetyistd Lemna-lajeista:

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

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

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

Association Frangaise de Normalisation (AFNOR). (1996). XP T 90-337: Détermination de I'inhibition de la croissance de
Lemna minor. 10 s.

SIS — Svenska standardiseringsinstitutet (1995). Vattenundersokningar — Bestimning av tillvixthamning (7 dygn) hos flyt-
bladsvixten Lemna minor, andmat. SS 02 82 13. 15 s.

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

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

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

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

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

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

Lemna-lajien hankintaldhteiti

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

Toronto, Ontario, Canada, M5S 3 B2

Puhelin: +1-416-978-3641

Faksi:+1-416-978-5878

Sahkoposti: jacreman@botany.utoronto.ca
http://www.botany.utoronto.ca/utcc

North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002

United States

Puhelin: 001 (919) 515-7572
Sihkoposti: astomp@unity.ncsu.edu
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Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University
SE-106 91 Stockholm

Sweden

Puhelin: +46 8 674 7240

Faksi: +46 8 674 7636

Federal Environmental Agency (UBA)

FGIII 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

Germany

Sihkoposti: lemna@uba.de
http:/[www.umweltbundesamt.de/contact.htm

Kirjallisuus

—

(

) Hillman, W.S. (1961). The Lemnaceae or duckweeds: A review of the descriptive and experimental literature. The Bota-
nical Review, 27:221-287.

(2) Landolt, E. (1986). Biosystematic investigations in the family of duckweed (Lemnaceae). Vol. 2. Geobotanischen Inst.
ETH, Stiftung Rubel, Ziirich, Switzerland.

(3) Bjorndahl, G. (1982). Growth performance, nutrient uptake and human utilization of duckweeds (Lemnaceae family).
ISBN 82-991150-0-0. The Agricultural Research Council of Norway, University of Oslo.

(4) Wang, W. (1986). Toxicity tests of aquatic pollutants by using common duckweed. Environmental Pollution, Ser B,
11:1-14.

(5) Wang, W. (1990). Literature review on duckweed toxicity testing. Environmental Research, 52:7-22.
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Lisdys 2
Kantaviljelmin ylldpito

Kantaviljelmi voidaan sdilyttdd alhaisissa limpatiloissa (4-10 °C) suhteellisen pitkid aikoja kaynnistimatta niitd uudelleen.
Lemna-kasvien viljelyaine voi olla sama kuin testauksessa kiytetty viljelyaine, mutta kantaviljelmissa voidaan kayttdd myos
muita ravinteikkaita viljelyaineita.

Joukko nuoria, vaaleanvihreitd kasveja siirretddn saannollisesti aseptisella menetelmalld uusiin, tuoretta viljelyainetta sisal-
taviin viljelyastioihin. Jatkoviljelmid voidaan kdynnistdd jopa kolmen kuukauden viliajoin tdssd liitteessd ehdotetuissa vii-
leissd olosuhteissa.

Kasveja viljeltdessd on kdytettdva kemiallisesti puhtaita (happopestyja) ja steriilejd lasisia kasvatusastioita sekd aseptisia kasit-
telytekniikoita. Jos esimerkiksi levit tai sienet kontaminoivat kantaviljelmén, on ryhdyttavi toimiin ndiden elividen poista-
miseksi. Levdt ja useimmat muut kontaminoivat eliét voidaan poistaa pintasteriloinnilla. Kontaminoituneesta
kasvimateriaalista otetaan néyte, ja juuret leikataan pois. Materiaalia ravistellaan puhtaassa vedessd voimakkaasti, minka jal-
keen se upotetaan 0,5 tilavuusprosentin natriumhypokloriittiliuokseen, jossa sitd pidetddn 30 sekunnista 5 minuuttiin. Sen
jalkeen kasvimateriaali huuhdellaan steriililld vedelld ja siirretddn erind tuoretta viljelyainetta sisdltaviin kasvatusastioihin.
Monet versot kuolevat tdimén kasittelyn jalkeen varsinkin, jos altistusajat ovat pitkid, mutta osa eloon jaavistd versoista on
yleensd vapautunut kontaminaatiosta. Nditd versoja voidaan kdyttdd uusien viljelmien siirrostamiseen.
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Lisdys 3
Viljelyaine

L. minor- ja L. gibba -lajin viljelyyn suositellaan eri viljelyaineita. L. minor -lajin viljelyyn suositellaan ruotsalaisen standardin
(SIS) mukaisen viljelyaineen muunnosta, kun taas L. gibba -lajin viljelyyn suositellaan 20X-AAP-viljelyainetta. Kummankin
viljelyaineen koostumus esitetddn jaljempana. Nditd viljelyaineita valmistettaessa on kdytettivi reagenssi- tai analyysilaatua
olevia kemikaaleja ja deionisoitua vetti.

Ruotsalaisen standardin (SIS) mukainen viljelyaine Lemnan viljelyé varten

— Kantaliuokset I-V steriloidaan autoklaavikasittelylld (120 °C, 15 minuuttia) tai kalvosuodatuksella (huokoskoko
noin 0,2 pm).

— Kantaliuos VI (ja valinnaisesti kantaliuos VII) voidaan steriloida vain kalvosuodatuksella; nditd liuoksia ei saa
autoklavoida.

—  Steriilejd kantaliuoksia sdilytetddn viiledssd ja pimedssi. Kantaliuokset I-V on heitettdva pois kuuden kuukauden kulut-
tua. Kantaliuosta VI (ja valinnaista kantaliuosta VII) voidaan sdilyttdd yhden kuukauden ajan.

fumero liuoksessa (217 ly(fril';ﬁsl;a Alkuaine Pitoisuus (mg1™)

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

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

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

I CaCl, - 2H,0 7.2 36 Ca; Cl 9,8;17,5

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

v ZnSO, - 7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CuSO, - 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO,), - 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
FeCl, - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17

v Na,-EDTA-2H,0 0,28 1,4 — —

VI MOPS (puskuri) 490 490 — —

—  Yksi litra SIS-viljelyainetta valmistetaan lisidmalld seuraavat aineet 900 ml:aan deionisoitua vetti:
— 10 ml kantaliuosta [
— 5 ml kantaliuosta Il
— 5 ml kantaliuosta III
— 5 ml kantaliuosta IV
— 1 ml kantaliuosta V
— 5 ml kantaliuosta VI
— 1 ml kantaliuosta VII (valinnaisesti).
Huomautus: Erditd testiaineita varten voidaan tarvita ylimaariistd kantaliuosta VIl (MOPS-puskuria) (ks. 1.4 kohdan viimeinen kappale).

— Viljelyaineen pH sdddetddn arvoon 6,5 + 0,2 kdyttamalld 0,1 tai 1 mol HCl:a tai NaOH:a, minka jdlkeen lisitddn deio-
nisoitua vettd, kunnes tilavuus on yksi litra.
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20X-AAP-viljelyaine

Kantaliuokset valmistetaan steriiliin tislattuun tai deionisoituun veteen.

Steriilejd kantaliuoksia sdilytetddn viiledssd ja pimedssd. Tallaisissa olosuhteissa kantaliuokset sailyvit ainakin 68 viikkoa.

20X-AAP-viljelyainetta varten valmistetaan viisi ravinnepitoista kantaliuosta (A1, A2, A3, B ja C) kdyttimalld reagenssilaa-
tua olevia kemikaaleja. Viljelyaineen valmistamiseksi lisatddn 20 ml kutakin ravinnepitoista kantaliuosta noin 850 ml:aan
deionisoitua vettd. Viljelyaineen pH saddetdan arvoon 7,5 + 0,1 kdyttamalld 0,1 tai 1 mol HCl:a tai NaOH:a, minki jdlkeen
lisdtddn deionisoitua vettd, kunnes tilavuus on yksi litra. Sen jilkeen viljelyaine suodatetaan steriiliin astiaan kalvosuodatti-
men lipi, jonka huokoskoko on noin 0,2 pm.

Testauksessa kaytettava viljelyaine on valmistettava 1-2 piivdd ennen kiyttod, jotta pH stabiloituisi. Viljelyaineen pH on tar-
kistettava ennen kéyttod ja tarvittaessa sdddettdva uudelleen lisadmalld 0,1 tai 1 M NaOH:a tai HCl:a, kuten edelld on kuvattu.

Kantaliuoksen Aine Pitoisuus ka{liali}— Pittoui :s;iiﬁillr;?is_te_ Valmistettu viljelyaine
fumero oksessa (g7 () neessa (mg") () Alkuaine Pitoisuus (mg1™) ()

NaNO; 26 510 Na; N 190; 84

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

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

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

b ZnCl, 3,3 mgl™! 66 pgl™ Zn 31 pgl™!
CoCl,-6H,0 1,4 mgl™ 29 pgl™ Co 7,1 pgl™?
Na,Mo0,2H,0 | 7,3 mgl™ 145 pgl™ Mo 58 pgl™
CuCl,-2H,0 0,012 mg1™! 0,24 pgl™ Cu 0,080 pgl™

C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

() Jollei toisin ilmoiteta.

Alaviite: Teoreettisesti sopiva lopullinen bikarbonaattipitoisuus (jossa pH:ta ei tarvitse sdtdd kovin paljon) on 15 mgl (ei siis 300 mg/l). 20X-
AAP-viljelyaineen aiemmassa kiytossd, muun muassa titd testimenetelmdd koskevassa yhteistutkimuksessa, bikarbonaattipitoisuus
on kuitenkin ollut 300 mg/l. (L. Sims, P. Whitehouse and R. Lacey. (1999) The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Development
and Ring-testing of draft OECD Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency.)

Steinbergin viljelyaine (ISO 20079 -standardin mukaan)

Pitoisuudet ja kantaliuokset

— Muutettua Steinbergin viljelyainetta kiytetdin ISO 20079 -standardissa ainoastaan Lemna minor -lajin viljelyyn (koska
standardissa ei sallita muita lajeja), mutta testit ovat osoittaneet, etti silld voidaan saada hyvid tuloksia myos Lemna gibba

-lajin viljelyssa.

—  Viljelyainetta valmistettaessa on kéytettdva reagenssi- tai analyysilaatua olevia kemikaaleja ja deionisoitua vetta.

— Ravinneliuos valmistetaan kantaliuoksesta tai 10 kertaa vikevimmasti viljelyaineesta, jolloin liuoksen pitoisuus saa-
daan mahdollisimman suureksi ilman saostumista.
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Taulukko 1

pH-stabiloitu Steinbergin viljelyaine (muutettu Altenburgerin mukaan)

Aine Ravinneliuos
Makroravinteet moolipaino mgl mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO, - 7H,0 246,37 100,00 0,41
Mikroravinteet moolipaino g/l pmol/l
H,BO, 61,83 120,00 1,94
ZnSO, - 7H,0 287,43 180,00 0,63
Na,MoO, - 2H,0 241,92 44,00 0,18
MnCl, - 4H,0 197,84 180,00 0,91
FeCl; - 6H,0 270,21 760,00 2,81
EDTA-dinatriumdihydraatti 372,24 1 500,00 4,03
Taulukko 2

Kantaliuokset (makroravinteet)

1. Makroravinteet (50-kertainen vikevointi) g/l
Kantaliuos 1:
KNO, 17,50
KH,PO, 45
K,HPO, 0,63
Kantaliuos 2:
MgSO, - 7H,0 5,00
Kantaliuos 3:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75

Taulukko 3

Kantaliuokset (mikroravinteet)

2. Mikroravinteet (1 000-kertainen vikevointi) mg|l

Kantaliuos 4:

H,BO, 120,0
Kantaliuos 5:

ZnS0, - 7H,0 180,0
Kantaliuos 6:

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

Kantaliuos 7:
MnCl, - 4H,0 180,0

Kantaliuos 8:
FeCl, - 6H,0 760,00
EDTA-dinatriumdihydraatti 1500,00
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— Kantaliuokset 2 ja 3 voidaan yhdistdd, samoin kuin kantaliuokset 4-7 (ottaen samalla huomioon vaaditut pitoisuudet).

— Jotta kantaliuokset sailyisivét pitempéin, ne voidaan autoklavoida 121 °C:ssa 20 minuutin ajan tai niille voidaan tehdd
steriili suodatus (huokoskoko 0,2 pm). Kantaliuoksen 8 steriili suodatus (huokoskoko 0,2 pm) on erittdin suositeltavaa.

Steinbergin (muutetun) viljelyaineen lopullisen pitoisuuden valmistaminen

—  Lisdtddn 20 ml kantaliuoksia 1, 2 ja 3 (ks. taulukko 2) noin 900 ml:aan deionisoitua vettd saostumisen ehkaisemiseksi.
— Lisatdan 1,0 ml kantaliuoksia 4, 5, 6, 7 ja 8 (ks. taulukko 3).

— Liuoksen pH:n on oltava 5,5 + 0,2 (sdddetdin lisidmilld mahdollisimman vihidn NaOH-liuosta tai HCl:a).

— Lisdtdidn vettd, kunnes tilavuus on 1 000 ml.

— Jos kantaliuokset on steriloitu ja niihin on kdytetty sopivaa vettd, uutta sterilointia ei tarvita. Jos lopullinen viljelyaine
steriloidaan, autoklaavikdsittelyn jilkeen (20 minuuttia 121 °C:ssa) on lisittdva kantaliuosta 8.

Steinbergin (muutetun) viljelyaineen kymmenkertainen vikevdinti viliaikaista varastointia varten
— Lisdtdan 20 ml kantaliuoksia 1, 2 ja 3 (ks. taulukko 2) noin 30 ml:aan vettd saostumisen ehkaisemiseksi.
— Lisdtddn 1,0 ml kantaliuoksia 4, 5, 6, 7 ja 8 (ks. taulukko 3). Lisdtdan vettd, kunnes tilavuus on 100 ml.

— Jos kantaliuokset on steriloitu ja niihin on kdytetty sopivaa vettd, uutta sterilointia ei tarvita. Jos lopullinen viljelyaine
steriloidaan, autoklaavikdsittelyn jilkeen (20 minuuttia 121 °C:ssa) on lisittdva kantaliuosta 8.

— Viljelyaineen pH:n on (lopullisessa pitoisuudessa) oltava 5,5 + 0,2.
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