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II

(Nem jogalkotdsi aktusok)

RENDELETEK

A BIZOTTSAG (EU) 2016/266 RENDELETE
(2015. december 7.)

a vegyi anyagok regisztrildsirdl, értékelésérdl, engedélyezésérdl és korlitozisirél (REACH) sz6l6

1907/2006/EK eurépai parlamenti és a tandcsi rendelet értelmében alkalmazandé vizsgdlati

modszerek megillapitdsirél sz6l6 440/2008/EK rendeletnek a miiszaki fejlGdéshez valé
hozzdigazitis céljabol torténd médositdsirol

(EGT-vonatkozdst szoveg)

AZ EUROPAI BIZOTTSAG,
tekintettel az Eurdpai Unié miikodésérdl szol6 szerzédésre,

tekintettel a vegyi anyagok regisztraldsardl, értékelésérdl, engedélyezésérdl és korlatozasirél (REACH), az Eurdpai
Vegyianyag-iigynokség létrehozdsardl, az 1999/45[EK irdnyelv mddositdsardl, valamint a 793/93/EGK tandcsi rendelet,
az 1488/94[EK bizottsdgi rendelet, a 76/769/EGK tandcsi irdnyelv, a 91/155/EGK, a 93/67/EGK, a 93/105/EK és a
2000/21/EK bizottsdgi irdnyelv hatdlyon kiviil helyezésérsl sz6l6, 2006. december 18-i 1907/2006/EK eurdpai
parlamenti és tandcsi rendeletre () és kiilonosen annak 13. cikke (2) bekezdésére,

mivel:

(I) A 440/2008/EK bizottsagi rendelet () az 1907/2006/EK rendelettel 6sszefiiggésben torténd alkalmazas céljabol
vizsgdlati modszereket hatdroz meg a vegyi anyagok fizikai-kémiai tulajdonsdgainak, toxicitdsdnak és Gkotoxici-
tisdnak meghatdrozdsdra.

(2) A 440/2008[EK rendeletet az OECD dltal a kozelmdiltban a mdszaki fejlGdésre valé tekintettel elfogadott @ij és
atdolgozott vizsgdlati modszerek beépitése, valamint — a 2010/63/EU eurdpai parlamenti és tandcsi
irdnyelvnek () megfelel6en — a kisérleti célokra felhaszndlt dllatok szdmdnak csokkentése érdekében moddositani
kell. A Bizottsdg e rendelet tervezetérdl konzultdlt az érdekeltekkel.

(3) A modositds hisz vizsgdlati médszert tartalmaz: egy j mddszer egy fizikai-kémiai jellemz8 mérésére szolgil,
tizenegy Uj és hdrom dtdolgozott médszer az okotoxicitds értékelését timogatja, mig 6t (j mddszer a vegyi
anyagok kornyezeti sorsdnak és viselkedésének meghatdrozdsat segiti.

(4) A 440/2008/EK rendeletet ezért megfelelen médositani kell.

(5) Az e rendeletben el6irt intézkedések Osszhangban vannak az 1907/2006/EK rendelet 133. cikke alapjin
létrehozott bizottsag véleményével,

() HLL 396.,2006.12.30., 1. 0.

(*) A Bizottsdg 2008. majus 30-i 440/2008/EK rendelete a vegyi anyagok regisztraldsarol, értékelésérdl, engedélyezésérdl és korldtozasarol
(REACH) 52616 1907/2006/EK eurdpai parlamenti és a tandcsi rendelet értelmében alkalmazandé vizsgalati modszerek megallapitdsarol
(HLL 142.,2008.5.31,, 1. 0.).

(*) Az Eurdpai Parlament és a Tandcs 2010. szeptember 22-i 2010/63/EU irdnyelve a tudoményos célokra felhaszndlt dllatok védelmérdl
(HLL 276.,2010.10.20., 33. 0.).
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ELFOGADTA EZT A RENDELETET:

1. cikk

A 440/2008/EK rendelet melléklete e rendelet mellékletének megfeleléen médosul.

2. cikk

Ez a rendelet Az Eurdpai Unié Hivatalos Lapjdban val6 kihirdetését kovetS harmadik napon 1ép hatdlyba.

Ez a rendelet teljes egészében kotelezg és kozvetleniil alkalmazandé valamennyi tagéllamban.

Kelt Briisszelben, 2015. december 7-én.

a Bizottsdg részérdl
az elnok
Jean-Claude JUNCKER
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MELLEKLET

A 440/2008/EK rendelet melléklete a kovetkezSképpen médosul:

1. A melléklet az A. rész el6tt a kovetkezd szoveggel egésziil ki:

~Megjegyzés:

Ha egy vizsgdlati modszer leirdsa nem utal egyértelmlien a mddszernek a tobb osszetevébdl dll6 anyagok, az
ismeretlen szerkezeti vagy valtozd Osszetételli, Osszetett reakcidban keletkezett vagy bioldgiai eredetli anyagok
(UVCB), illetSleg a keverékek vizsgalatara valé alkalmazhatdsagara, akkor azt megel6z6en, hogy a vizsgalati modszert
egy tobb Osszetev6bdl dll6 anyag, UVCB vagy keverék vizsgalatdra alkalmazndnk, meg kell fontolni, hogy a médszer
a tervezett szabalyozasi cél szempontjabdl megfelels-e.

Ha a vizsgdlati mddszert tobb osszetevébdl dll6 anyag, UVCB vagy keverék vizsgalatdra alkalmazzuk, akkor — példdul
az Osszetev6k kémiai azonosité adatainak, mennyiségi el6forduldsanak és relevans jellemz8inek megaddsival — a
lehetdségekhez mérten elegendd informacidt kell szolgéltatni az Gsszetételrsl.”

2. A melléklet a kovetkezd A.24. fejezettel egésziil ki:

.A.24. MEGOSZLASI HANYADOS (N-OKTANOL/VIZ), NAGY TELJESITMENYU FOLYADEKKROMATOG-
RAFIAS (HPLC) MODSZER

BEVEZETES

Ez a vizsgalati médszer egyenértéki az OECD 117. vizsgélati irinymutatdsdban (2004) leirt médszerrel.

A megoszldsi hanyados (P) egy két, egymdssal nem elegyedd olddszerbdl éllo, kétfazist rendszerben feloldott
anyag egyensilyi koncentrdciéinak ardnya. N-oktanol és viz esetében:

P, — C, - oktanol
C viz

Mivel a megoszldsi hdnyados két koncentricié hdnyadosa, dimenzidtlan, és rendszerint 10-es alapt logarit-
musdval adjak meg.

A P, az egyik legfontosabb paraméter a vegyi anyagok kornyezetben bekovetkezd sorsdnak tanulmdnyozisa
sordn. ErGsen szignifikdns kapcsolatot mutattak ki az anyagok nem ionizalt formdjanak P értéke és a halakban
valé biologiai felhalmozddasa kozott. Azt is kimutattdk, hogy a P, hasznos paraméter a talajon és az
tiledékeken végbemend adszorpcid el6rejelzésére, valamint kvantitativ szerkezet-hatds Osszefuiggések megallapi-
tasdra a bioldgiai hatdsok széles kore esetében.

Az erre a vizsgdlati modszerre vonatkozd eredeti javaslat C.V. Eadsforth és P. Moser cikkén (1) alapult. A
vizsgdlati médszer kidolgozdsat és az OECD laboratériumok kozotti osszehasonlité vizsgdlatit a Németorszagi
Szovetségi Koztarsasig Umweltbundesamt nevi intézménye koordindlta 1986 folyaman (2).

KIINDULASI MEGFONTOLASOK

A — 2 és + 4 kozotti (esetenként akdr 5 és afeletti) tartomdnyban taldlhat6 log P, értékeket (') a lombikrézdsos
modszerrel (e melléklet A.8. fejezete, OECD 107. vizsgdlati irdnymutatds) lehet kisérleti Gton meghatdrozni. A
HPLC-mdédszer a 0-6 kozotti tartomdnyban taldlhaté log P értékeket fedi le (1)(2)(3)(4)(5). E mddszer esetében
a P becslésére lehet szitkség a megfelel§ referenciaanyagok hozzdrendelése, illetve a vizsgélat dltal generalt
adatokbdl levont kovetkeztetések aldtdmasztdsa érdekében. A szdmitdsi mddszereket a vizsgdlati modszer
fuggelékében réviden bemutatjuk. A HPLC-tizemmod izokratikus.

A P, értékek a kornyezeti feltételektdl fiiggenek, példaul a hdmérséklettdl, a pH-értéktdl, az ionerdsségtdl stb.
Ezeket a P adatok helyes értelmezése érdekében a kisérlet sordn meg kell hatdrozni. Ionizalhat6 anyagok
esetében mds mddszerek (pl. az ionizdlt anyagokndl alkalmazhat6 pH metrikus moédszerrdl sz6lé OECD-
irdnymutatds-tervezet (6)) is elérhetévé vilhatnak, amelyeket alternativ modszerként lehet haszndlni. Bir az
emlitett OECD-irdnymutatds-tervezet alkalmas lehet a P, meghatdrozdsdra ionizdlhat6 anyagok esetében, egyes
esetekben célszertibb egy bizonyos, kdrnyezetvédelmi szempontbdl relevins pH-értéken (lisd a 9. pontot) a
HPLC-médszert haszndlni.

(") Felsé hatdrt adunk meg, mert teljes szepardcids fazist sziikséges elérni a megoszldsi egyensuly kiigazitdsa utdn és mielStt mintdkat

vesziink ki analitikai meghatdrozds céljabdl. Ha a megfelel6 gondossdggal jarunk el, a fels§ hatdrt magasabb P, értékekre is ki lehet
terjeszteni.
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A MODSZER ELVE

6. A forditott fazisi HPLC-t olyan, kereskedelmi forgalomban kaphaté szilird fazissal megtoltott analitikai
oszlopokon végezzik, amely kémiailag kovasavhoz kotott hosszi szénhidrogénldncokat (példaul C8, C18)
tartalmaz.

7. Az ilyen oszlopra injektdlt vegyi anyag elvélasztja a mozgd oldészer fizist a szénhidrogén 4ll6 fazistdl,
mikozben azt a mozgé fizis végigszillitia az oszlopon keresztiil. Az anyagok a szénhidrogén-viz megoszlasi
hanyadosuk ardnydban maradnak vissza: a hidrofil anyagok eludlédnak el6szor, a lipofil anyagok pedig utoljéra.
A retenci6s id6t a k kapacitdstényezd fejezi ki, amely a kovetkezd egyenletbdl adodik:

tr ~ o
to

k:

ahol t, a vizsgalt anyag retencids ideje, t, pedig a holtidd, azaz az egy oldészer-molekuldnak az oszlopon
torténd dthaladasdhoz dtlagosan szitkséges id6. Kvantitativ analitikai mddszerek nem sziikségesek, csak a
retenci6s iddket kell meghatarozni.

8.  Egy vizsgdlt anyag oktanol/viz megoszldsi hdnyadosit tigy lehet kiszdmitani, hogy kisérleti iton meghatdrozzuk
a k kapacitdstényezdjét, majd a kapacitdstényez6t beillesztjitk a kovetkezd egyenletbe:

logP,, =a+b x logk
ahol
a,b = linedris regresszids egyiitthatok.

A fenti egyenletet tigy kapjuk, hogy linedris regressziot alkalmazunk a referenciaanyagok oktanol/viz megoszldsi
hényadosainak logaritmusdra a referenciaanyagok kapacitdstényezéi logaritmusdnak fiiggvényében

9. A forditott fazisit HPLC-moédszer lehet6vé teszi a 0 és 6 kozotti log P tartomdnyban taldlhaté megoszldsi
hdnyadosok becslését, de kivételes esetekben ki lehet terjeszteni, hogy lefedje a 6 és 10 kozotti log P,
tartomdnyt is. Ehhez a mozgé fdzis médositdsdra lehet szitkség (3). A mddszer nem alkalmazhaté erds savak és
lagok, komplex fémvegyiiletek, az eluenssel reakciéba 1ép8 anyagok és feliiletaktiv anyagok esetében.
Ionizélhat6 anyagokon nemionos formdjukban (szabad sav vagy szabad bazis) csak megfelel§ puffer haszndlata
mellett lehet méréseket végezni, amelynek pH-értéke szabad sav esetében a pK, alatt, szabad bazis esetében a
pK, felett van. Emellett az ionizdlhaté anyagok tesztelésére szolgdlé pH-metrikus médszer (6) is elérhet6vé
valhat, és alternativ mddszerként lehet majd hasznalhat6 (6). Ha a log P, érték kornyezeti veszélyességi
besorolas vagy kornyezeti kockazatértékelés céljabol keriil meghatarozasara, a vizsgélatot a természeti kornyezet
szempontjdbdl relevans, azaz az 5,0 és 9 kozotti pH-tartomanyban kell elvégezni.

10. Egyes esetekben a szennyezGdések megnehezithetik az eredmények értelmezését a csticsok hozzdrendelésének
bizonytalansdga miatt. Az olyan keverékek esetében, amelyek egy feloldatlan sdvot adnak, a log P fels6 és alsé
hatdrat, valamint az egyes log P, csticsok teriilet %-dt kell meghatdrozni. A homolégokbdl all6 keverékek
esetében a stlyozott dtlagos log P, értéket is meg kell dllapitani (7), amelyet az egyes P, értékek és a megfelel§
teriilet %-értékek alapjan kell kiszdmitani (8). A szdmitisban minden olyan csicsot figyelembe kell venni,
amelynek teriilete 5 % vagy anndl nagyobb mértékben jdrul hozza az 9sszes cstics alatti teriilethez (9):

(log P,,;)(teriilet % log P,,;) (teriilet %;
log P,, stlyozott dtlaga = Z‘( g - i — ) = 2 (g P, )( erilet %)
dsszes csiics teriilet %-a Zi teriilet %

A log P sulyozott dtlaga csak homolégokbdl (pl. alkdnsorozat) dllé6 anyagok vagy keverékek (pl. tallolajok)
esetében érvényes. A keverékek esetében érdemi mérési eredményeket lehet kapni, feltéve, hogy a hasznalt
analitikai detektor a keverékben taldlhaté oOsszes anyaggal szemben azonos érzékenységet mutat, és megfelelen
fel lehet Sket oldani.

A VIZSGALT ANYAGRA VONATKOZO INFORMACIOK

11. Az anyag disszocidcios allandojat, szerkezeti képletét és a mozgd fizisban valé oldhatésigit a modszer
alkalmazasa el6tt meg kell ismerni. Ezenkiviil a hidrolizisre vonatkozé informdciok is hasznosak lehetnek.
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12.

13.

14.

15.

MINGOSEGI KRITERIUMOK

A mérés megbizhatosagnak novelésére két meghatdrozast kell végezni.

— Megismételhetdség: Az azonos korillmények kozott elvégzett és ugyanazokat a referenciaanyagokat haszndlé
megismételt mérésekbdl szdrmazoé log P, értékeknek a + 0,1 log egység tartomdanyba kell esniiik.

— Reprodukdlhatésdg: Ha a méréseket kiilonbozd referenciaanyagokkal ismétlik meg, az eredmények
eltérhetnek. A log k és log P, kozotti dsszefiiggés R korreldcids egyiitthatdja egy adott sorozat vizsgalati
anyag esetében jellemzden 0,9 koriil van, amely log P + 0,5 log egység oktanol/viz megoszldsi egyiitt-
haténak felel meg.

A laboratériumok kozotti Osszehasonlité vizsgdlat kimutatta, hogy a HPLC-mddszerrel a lombikrézdsos
értékekhez képest + 0,5 egységen beliili log P értékek nyerhetdk (2). A szakirodalomban tovébbi 6sszehason-

litdsok talalhatok (4)(5)(10)(11)(12). A szerkezetileg rokon referenciaanyagokon alapulé korreldciés diagramok
adjak a legpontosabb eredményeket (13).

REFERENCIAANYAGOK

Annak érdekében, hogy egy anyag mért k kapacitdstényezGjét a sajat P értékével korrelacioba lehessen hozni,
egy legalabb 6 pontot felhasznal kalibracios gorbét kell kialakitani (ldsd a 24. pontot). A felhasznalé feladata a
megfelel§ referenciaanyagok kivalasztdsa. A referenciaanyagoknak altaldban olyan log P értékekkel kell rendel-
kezniiik, amelyek magukban foglaljdk a vizsgdlati anyag log P értékét, azaz legaldbb egy referenciaanyagnak a
vizsgdlt anyagéndl magasabb, egy madsiknak pedig a vizsgdlt anyagéndl alacsonyabb P, értékkel kell
rendelkeznie. Extrapoldcié csak kivételes esetekben alkalmazhatd. Célszerd, hogy ezek a referenciaanyagok a
vizsgdlt anyaggal szerkezetileg rokon anyagok legyenek. A kalibricié sordn haszndlt referenciaanyagok log P,
értékeinek megbizhaté kisérleti adatokon kell alapulniuk. A magas (dltaldban tobb mint 4) log P, értékd
anyagokndl azonban szdmitott értékek is hasznalhatok, kivéve, ha megbizhatd kisérleti adatok dllnak rendel-
kezésre. Extrapoldlt értékek haszndlata esetén hatdrértéket kell megadni.

Szdmos vegyianyag-csoport esetében a log P értékekrdl terjedelmes jegyzékek dllnak rendelkezésre (14)(15).
Amennyiben a szerkezetileg rokon anyagok megoszldsi hdnyadosair6l nem allnak rendelkezésre adatok, mds
referenciaanyagokkal végzett, dltaldnosabb kalibralds is haszndlhat6. Az ajinlott referenciaanyagok és azok P,
értékei az 1. tdbldzatban taldlhatok. Ionizdlhaté anyagok esetében a megadott értékek a nem ionizdlt formdra
vonatkoznak. Az értékek elfogadhatdsdgit és minéségét a laboratériumok kozotti 6sszehasonlitd vizsgalat sordn
ellendrizték.

1. tdbldzat

Ajéanlott referenciaanyagok

CAS-sz4m Referenciaanyag megnevezése log P, pKa
1 78-93-3 2-butanon 0,3
(metil-etil-keton)
2 1122-54-9 4-acetil-piridin 0,5
3 62-53-3 Anilin 0,9
4 103-84-4 Acetanilid 1,0
5 100-51-6 Benzil-alkohol 1,1
6 150-76-5 4-metoxi-fenol 1,3 pKa = 10,26
7 122-59-8 Fenoxi-ecetsav 1,4 pKa = 3,12
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CAS-sz4m Referenciaanyag megnevezése log P, pKa
8 108-95-2 Fenol 1,5 pKa =9,92
9 51-28-5 2,4-dinitrofenol 1,5 pKa = 3,96
10 100-47-0 Benzonitril 1,6
11 140-29-4 Fenil-acetonitril 1,6
12 589-18-4 4-metilbenzil-alkohol 1,6
13 98-86-2 Acetofenon 1,7
14 88-75-5 2-nitrofenol 1,8 pKa=7,17
15 121-92-6 3-nitrobenzoesav 1,8 pKa = 3,47
16 106-47-8 4-kléranilin 1,8 pKa = 4,15
17 98-95-3 Nitro-benzol 1,9
18 104-54-1 Fahéjalkohol 1,9

(Fahéjsav-alkohol)

19 65-85-0 Benzoesav 1,9 pKa = 4,19
20 106-44-5 p-krezol 1,9 pKa =10,17
21 140-10-3 Fahéjsav 2,1 pKa = 3,89 (cis)

(transz) 4.44 (transz)
22 100-66-3 Anizol 2,1
23 93-58-3 Metil-benzodt 2,1
24 71-43-2 Benzol 2,1
25 99-04-7 3-metilbenzoesav 2,4 pKa = 4,27
26 106-48-9 4-klérfenol 2,4 pKa=9,1
27 79-01-6 Trikl6r-etilén 2,4
28 1912-24-9 Atrazin 2,6
29 93-89-0 Etil-benzoét 2,6
30 1194-65-6 2,6-diklérbenzonitril 2,6
31 535-80-8 3-klérbenzoesav 2,7 pKa = 3,82
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CAS-sz4m Referenciaanyag megnevezése log P, pKa
32 108-88-3 Toluol 2,7
33 90-15-3 1-naftol 2,7 pKa = 9,34
34 608-27-5 2,3-dikl6ranilin 2,8
35 108-90-7 Kl6rbenzol 2,8
36 1746-13-0 Allil-fenil-éter 2,9
37 108-86-1 Brémbenzol 3,0
38 100-41-4 Etil-benzol 3,2
39 119-61-9 Benzofenon 3,2
40 92-69-3 4-fenilfenol 3,2 pKa = 9,54
41 89-83-8 Timol 3,3
42 106-46-7 1,4-diklér-benzol 3,4
43 122-39-4 Difenil-amin 3,4 pKa =0,79
44 91-20-3 Naftalin 3,6
45 93-99-2 Fenil-benzodt 3,6
46 98-82-8 Izopropilbenzol 3,7
47 88-06-2 2,4,6-triklorfenol 3,7 pKa =6
48 92-52-4 Bifenil 4,0
49 120-51-4 Benzil-benzo4t 4,0
50 88-85-7 2,4-dinitro-6-szek-butilfenol 4,1
51 120-82-1 1,2,4-triklér-benzol 4,2
52 143-07-7 Dodekdnsav 4,2 pKa=5.3
53 101-84-8 Difenil-éter 42
54 85-01-8 Fenantrén 4,5
55 104-51-8 n-butilbenzol 4,6
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CAS-szdm Referenciaanyag megnevezése log P, pKa
56 103-29-7 Dibenzil 4,8
57 3558-69-8 2,6-difenilpiridin 4,9
58 206-44-0 Fluorantén 5,1
59 603-34-9 Trifenil-amin 5,7
60 50-29-3 DDT 6,5

A MODSZER LEIRASA
A megoszlisi hinyados elGzetes becslése

16. Ha szitkséges, a vizsgdlt anyag megoszldsi hanyadosat meg is lehet becsiilni, lehetSleg egy szdmitdsi modszer
haszndlatdval (ldsd a fiiggeléket), vagy adott esetben a vizsgdlt anyag tiszta oldészerekben valé oldhat6sagi
ardnya segitségével.

Késziilékek

17. Egy alacsony pulzaldst szivattyival és alkalmas detektdlé rendszerrel felszerelt folyékony fizisG kromatografra
van sziikség. A 210 nm hullimhosszot haszndlé UV-detektor vagy az RI detektor a legkiilonb6zdbb kémiai
csoportok esetében alkalmazhat6. A poldros csoportok jelenléte az dll6 fizisban nagymértékben ronthatja a
HPLC-oszlop teljesitményét. Ezért az &ll6 fazisnak minimdlis szdzalékban szabad csak poldros csoportokat
tartalmaznia (16). Kereskedelmi forgalomban kaphaté mikroszemcsés, forditott fazist toltetek vagy elére toltott
oszlopok is haszndlhatok. Az injektdlé rendszer és az analitikai oszlop kozé védGoszlop helyezhet§ el.

Mozgd fzis

18. Hasznédljunk HPLC-mindségli metanolt és desztilldlt vagy ionmentesitett vizet az eludlé oldbszer készitésére,
amelyet hasznalat el6tt gaztalanitsunk. Izokratikus eltciot célszerdi alkalmazni. A metanol/viz ardnyt Ggy allitsuk
be, hogy az eluilé oldészer legalibb 25 % vizet tartalmazzon. Altaldban a 3:1 (térfogat/térfogat) ardnyd
metanol-viz keverék alkalmas log P = 6 anyagok 1 6rdn beliili eludldsdhoz 1 ml/perc atfolyési sebesség mellett.
Ha az anyag log P-je 6-ndl magasabb, szitkségessé valhat az eltcids id6 leroviditése (a referenciaanyagokndl is) a
mobil fazis polaritdsinak vagy az oszlop hosszisiganak csokkentésével.

19. A vizsgélati anyagnak és a referenciaanyagoknak a kimutathatésighoz elegendd koncentraciéban oldhaténak
kell lenniiitk a mozgé fazisban. Adalékok csak kivételes esetekben adhat6k a metanol-viz elegyhez, mivel megval-
toztatjdk az oszlop tulajdonsdgait. Ezekben az esetekben igazolni kell, hogy az adalékok nem befolyasoljdk a
vizsgdlt anyag és a referenciaanyagok retenciés idejét. Ha a metanol-viz keverék nem megfelel§, mds szerves
olddszer-viz keverékek is haszndlhatok, pl. etanol-viz, acetonitril-viz vagy izopropil-alkohol (2-propanol)-viz.

20. Az eludlé folyadék pH-ja dontS fontossdgd ionizdlhaté anyagok esetében. Ennek az oszlop tizemi pH-
tartoménydn belil kell elhelyezkednie amely rendszerint 2 és 8 kozott van. Ajdnlatos a pufferolds. El kell
keriilni a s6 kicsap6ddsdt és az oszlop mindségromldsat, amely bizonyos szerves fa21s/puffer keverékek esetében
kovetkezhet be. Altaliban nem ajinlatos kovasav alapd 4llo fizisi HPLC-berendezéssel 8-as pH-érték felett
méréseket végezni, mivel a ligos mobil fézis haszndlata gyors romldst okozhat az oszlop teljesitményében.

Oldott anyagok

21. A vizsgdlt anyagnak és referenciaanyagoknak kell@en tisztinak kell lenniitk ahhoz, hogy a kromatogramon
megjelend csticsokat hozzd lehessen rendelni a megfelel§ anyagokhoz. A vizsgalatra vagy kalibraldsra szdnt
anyagokat, amennyiben lehetséges, a mozgd fazisban kell feloldani. A vizsgdlt anyag és a referenciaanyagok
felolddsdhoz a mozgé fazistdl eltérs olddszer alkalmazdsa esetén az injektdlds el6tti végsS higitdshoz a mozgd
fazist kell haszndlni.
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Vizsgdlati koriilmények

22. A mérések sordn a h6mérsékletnek nem szabad 1 °C-nal nagyobb értékkel viltoznia.

A t, holtid6é meghatirozisa

23. A t, holtid6t kromatograffal nem késleltetett szerves anyagok (példdul tiokarbamid vagy formamid) alkalma-
zdséval mérhetjiik. Pontosabb holtid6t szdrmaztathatunk a mért retenciés id6kbél vagy egy koriilbeliil héttaga
homoldg sorbdl (példdul n-alkil-metil-ketonok) (17). A t; (n. + 1) retenciés idSket a t, (n.) fuggvényében
dbrazoljuk, ahol n. a szénatomok szdma. Egy egyenes vonalat kapunk, t, (n. + 1) = A t; (ng) + (1 — A)t,, ahol
A, amely a k(n. + 1)/k(n,) fuggvényt képviseli, dllandé. A t, holtid6t az (1 — A)t, és az A meredekségének
metszéspontjabol kapjuk meg.

Regresszi6s egyenlet

s zez

24. A kovetkez8 1épés a log k és a log P korreldci6janak dbrazoldsa olyan megfelel§ referenciaanyagok esetében,
amelyek log P értékei a vizsgdlt anyag esetében véarhaté log P érték kozelében helyezkednek el. A gyakorlatban
6-10 referenciaanyagot injektdlunk be egyidejtileg. A retenci6s idSket lehetSleg a detektdl6 rendszerhez kapcsolt
regisztralé integratoron hatdrozzuk meg. A kapacitdstényez6k megfelel§ logaritmusait (log k) a log P
fuggvényében dbrazoljuk. A regressziés egyenletet rendszeres id6kozonként, naponta legaldbb egyszer
hatdrozzuk meg, azért, hogy felismerjik az esetleges valtozasokat az oszlop viselkedésében.

A VIZSGALT ANYAG P, ERTEKENEK MEGHATAROZASA

25. A vizsgiland6 anyagot a legkisebb kimutathaté mennyiségben fecskendezzitk be. A retenciés id6t kétszer
hatdrozzuk meg. A vizsgdlandé anyag megoszlasi hdnyadosa a szdmitott kapacitdstényez6nek a kalibracids
gorbén torténd interpoldcidjaval kaphaté meg. Nagyon kicsi és nagyon nagy megoszlasi hanyadosok esetében
extrapoldcié szitkséges. Ilyen esetekben kiilonds figyelmet kell forditani a regresszids egyenes konfidenciaha-
tiraira. Ha a minta retencids ideje a standardok esetében kapott retenciés id6k tartomdnyan kiviil taldlhato,
hatdrértéket kell megadni.

ADATOK ES JEGYZOKONYVEZES
Vizsgilati jegyz8konyv

26. A vizsgélati jegyzG6konyvnek a kovetkezd informaciokat kell tartalmaznia:

— ha tortént ilyen, a megoszldsi hanyados el6zetes becslését, a becsiilt értékeket és az alkalmazott mddszert; ha
szamitdsi modszert alkalmaztunk, annak teljes leirdsdt, beleértve az adatbdzis megnevezését és a
fragmentumok kivalasztdsdra vonatkozé részletes informéciokat is,

— a vizsgélt és a referenciaanyagokat: tisztasdgukat, szerkezeti képletiiket és CAS-szdmukat,

— a berendezések és a miikodési koriilmények ismertetését: az analitikai oszlop, valamint a védGoszlop leirdsdt,

— a mozg6 fazist, a detektaldsra szolgdld eszkozoket, a hdmérsékletet, a pH-t,

— az eldcids profilokat (kromatogramok),

— a holtidét és mérésének maédjit,

— a kalibrdlds sordn haszndlt referenciaanyagok regressziés adatait és a szakirodalomban kozolt log P,
értékeit,

— az illesztett regresszids egyenesre vonatkozd részleteket (a log k a log P fiiggvényében) és az egyenes
korrelaciés egyiitthatdjat, beleértve a megbizhatdsagi intervallumokat is,

— a vizsgélt anyag dtlagos retencids adatait és interpoldlt log P, értékét,

— keverékek esetén: az elticids profil kromatogramot a jelzett hatdrértékekkel,
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— alog P, cstcs teriilet %-dhoz viszonyitott log P, értékeket,
— a regresszids egyenes felhasznaldsaval készitett szdmitdst,

— a szamitott sdlyozott dtlagos log P értékeket, ha sziikséges.
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Fiiggelék

A P, szdmitisi modszerei

BEVEZETES
1. Ez a fuggelék rovid bevezetést nydjt a P, szdmitdsaba. Tovabbi informacidk a tankonyvekben taldlhatok (1) (2).

2. AP, szamitott értékei haszndlhatok:

— annak eldontésére, hogy a kisérleti mddszerek koziil melyik a megfelels: a lombikrdzdsos médszer — 2-t8l 4-
ig terjedd log P, értékek esetén, illetve a HPLC-mddszer 0-t6l 6-ig terjeds log P, értékek esetén;

— a HPLC-eljardsokhoz megfelel§ vizsgalati koriilmények kivélasztisdhoz (példaul referenciaanyagok, metanol/
viz ardny);

— a kisérleti modszerekkel kapott értékek megbizhat6sdganak ellendrzésére;

— becsiilt érték meghatdrozasdhoz, azokban az esetekben, amikor a kisérleti modszerek nem alkalmazhatok.

A szamitisi médszerek alapelve

3. Az itt javasolt szdmitdsi moddszerek a molekuldnak olyan elemekre valé elméleti lebomldsin alapulnak,
amelyekrd]l megbizhat6 log P, értékek dllnak rendelkezésre. A log P, a fragmentumértékek és az intramole-
kuldris kolcsonhatdsokra vonatkozd korrekcids kifejezések oOsszegzésével szamithatd ki, A fragmentumkons-
tansok és korrekcids kifejezések jegyzékei rendelkezésre dllnak (1) (2) (3) (4) (5) (6). Néhanyat kozilik
rendszeresen frissitenek (3).

A szamitott értékek megbizhat6siga

4. Altalinossigban elmondhat6, hogy a szdmitdsi modszerek megbizhatésiga a vizsgdlt anyag Gsszetettségének
novekedésével csokken. Kis molekulastlyd és egy vagy két funkcids csoportd, egyszeri molekuldk esetében a
killonb6zd fragmentdldsi modszerek eredményei és a mért érték kozott 0,1-0,3 log P, eltérés véarhat. A
hibahatdr a haszndlt fragmentumkonstansok megbizhat6sdgdtdl, az intramolekuldris kolcsonhatdsok (példdul
hidrogénkotések) felismerhet8ségétdl és a korrekcids kifejezések helyes hasznalatdtél fugg. Ionizalhatd
vegyiiletek esetében figyelembe kell venni a toltést és az ionizdcié mértékét (10).

A Fujita-Hansch-féle m-médszer

5. Az eredetileg Fujita és munkatdrsai (7) dltal bevezetett m hidroféb helyettesité konstanst a kovetkezSképpen
definialtdk:

"X = log P, (PhX) —log P (PhH)

ahol PhX egy aromds szdrmazék, PhH pedig a kiindulasi anyag.

pl.  *Cl =log Pow (C6H5CI) —log P, (C6H6)
=2,84-213
=0,71

A m-modszer els6sorban aromds anyagokra alkalmazhaté. Nagy szdmu szubstituens n értéke dll rendelkezésre

) 5).

A Rekker-féle mddszer

6.  Rekker-féle modszer szerint (8) a log P, érték kiszdmitdsa a kovetkezGképpen torténik:

i

LogP,, = Z afi + Z (interakci6s tényezdk)
j
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ahol a; egy adott fragmentum molekuldban val6 el6forduldsinak szdma és f; a fragmentum log P, értékének
névekménye. Az interakcids tényezSk egyetlen C konstans (egy gynevezett »mdgikus konstans«) egész szamu
tobbszoroseként fejezhetSk ki. Az f, és a C,, fragmentumkonstansokat egy 825 anyag 1 054 kisérleti P értékét
tartalmazé jegyzékbdl hatdroztdk meg tobbszoros regresszidanalizis segitségével (6) (8). A interakcids tényezSk
meghatdrozdsit a megadott szabdlyoknak megfelelGen kell végezni (6) (8) (9).

A Hansch-Leo-féle médszer

7. A Hansch-Leo-féle médszer (4) szerint a log P, érték a kovetkezd Osszefiiggésbdl szamithaté ki:

Log P,, = Z af, + Z b,
j

i

ahol f; egy fragmentumkonstans, F, egy korrekciés kifejezés (faktor), a, és b, pedig az ezeknek megfelels
eléforduldsi gyakorisdg. Az atomos és csoportfragmentdldsi értékek jegyzékét és az F; korrekcids kifejezések
jegyzékét kisérleti P értékekbdl hatdroztdk meg a fokozatos megkozelités modszerével. A korrekcids kifeje-
zéseket tobb kiilonb6zg osztilyba soroltdk be (1) (4). Olyan specidlis szoftvercsomagokat fejlesztettek ki,
amelyek az Osszes szabélyt és korrekcids kifejezést figyelembe veszik (3).

OSSZETETT MODSZER

8. Az oOsszetett molekuldk log P értékének szdmitdsa lényegesen javithat6, ha a molekula olyan nagyobb
szerkezeti elemekre bonthatd, amelyek tekintetében rendelkezésre dllnak megbizhaté log P értékek tdbldza-
tokbodl (3) (4) vagy kordbban elvégzett mérésekbdl. Ezek a fragmentumok (példaul heterociklusok, antrakinon,

azobenzol) ezutdn kombindlhatok a Hansch-féle m értékekkel, vagy a Rekker- vagy Leo-féle fragmentumkonstan-
sokkal.

Megjegyzések

i A szdmitdsi médszerek csak a szitkséges korrekcids tényezdk figyelembevételével alkalmazhatdk részben vagy
teljesen ionizélt anyagok esetében.

ii. Amennyiben intramolekuldris hidrogénkotések létezése feltételezhets, az eredményhez hozza kell adni a megfelels
korrekcids kifejezéseket (koriilbelill +0,6 és +1,0 kozotti log P, egység) (1). Az ilyen kotések jelenlétét a molekula
sztereomodelljei vagy spektroszkopikus adatai jelezhetik.

iii. Amennyiben tobb tautomeralak lehetséges, a legvaldszintibb alakot kell haszndlni szdmitdsi alapként.

iv. A fragmentumkonstansok jegyzékeinek moddositdsait gondosan figyelemmel kell kisérni.

A SZAMITASI ODSZEREKKEL KAPCSOLATOS IRODALOM

(1) WJ. Lyman, W.F. Reehl and D.H. Rosenblatt (ed.). Handbook of Chemical Property Estimation Methods,
McGraw-Hill, New York (1982).

(2) WJ. Dunn, J.H. Block and R.S. Pearlman (ed.). Partition Coefficient, Determination and Estimation, Pergamon
Press, Elmsford (New York) and Oxford (1986).

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

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

(5) Leo, C. Hansch and D. Elkins. (1971) Partition coefficients and their uses. Chemical. Reviews. 71, 525.

(6) R.F. Rekker, H. M. de Kort. (1979). The hydrophobic fragmental constant: An extension to a 1 000 data point
set. Eur. J. Med. Chem. — Chim. Ther. 14, 479.



L 5414 Az Eurdpai Unid Hivatalos Lapja 2016.3.1.

(7) Toshio Fujita, Junkichi Iwasa & Corwin Hansch (1964). A New Substituent Constant, m, Derived from Partition
Coefficients. J. Amer. Chem. Soc. 86, 5175.

(8) R.E. Rekker. The Hydrophobic Fragmental Constant, Pharmacochemistry Library, Vol. 1, Elsevier, New York
(1977).

(9) C.V. Eadsforth and P. Moser. (1983). Assessment of Reverse Phase Chromatographic Methods for Determining
Partition Coefficients. Chemosphere. 12, 1459.

(10) R.A. Scherrer. ACS — Symposium Series 255, p. 225, American Chemical Society, Washington, D.C. (1984).”
3. A C.3. fejezet helyébe a kovetkezd szoveg 1ép:
.C.3. SZAPORODASGATLASI VIZSGALAT, EDESVIZI ALGAK ES CIANOBAKTERIUMOK
BEVEZETES

1. Ez a vizsgilati mddszer egyenértékd az OECD 201. vizsgdlati irdnymutatdsdban (2006, a melléklet 2011-ben
korrigalva) leirt médszerrel. Megdllapitottak, hogy a vizsgdlati mddszert tovabbi fajokra is ki kell terjeszteni és
frissiteni kell, hogy eleget tegyen a vegyiiletekkel szemben tdmasztott kockdzatértékelési és besoroldsi kovetelmé-
nyeknek. A médszer dtdolgozdsa a kiterjedt gyakorlati tapasztalatok, az algdkra haté toxicitds vizsgdlatdnak
teriiletén végbement tudomdnyos fejlédés és a mddszer eredeti elfogaddsa 6ta folyamatban 1évd széles kord
hatdsagi alkalmazds tapasztalatai alapjan tortént.

2. Az alkalmazott fogalmak meghatdrozdsat az 1. fuggelék tartalmazza.

A VIZSGALAT ELVE

3. A vizsgélat célja egy adott vegyi anyag dltal az édesvizi mikroalgdkra és/vagy cianobaktériumokra gyakorolt
hatds meghatdrozdsa. A vizsgdlt vegyi anyagnak exponencidlisan szaporod6 organizmusokat tesziink ki
egyszeres (batch) tenyészetekben, szokdsosan 72 ordn keresztill. A viszonylag rovid vizsgélati idGtartam ellenére
tobb generdcidra kiterjedd hatdsok vizsgalhatok.

4. A rendszerben fellépd valasz a szaporodds visszaesése a vizsgalt vegyi anyag kiilonboz8 koncentracidinak kitett
algatenyészetekben (kisérleti egységek). A valaszt a koncentricié figgvényében értékeljiik, Osszehasonlitva a
szaporoddst az parhuzamos, nem kezelt kontrolltenyészetekben észlelt szaporoddssal. A toxikus hatdsra adott
vélasz teljes kibontahozdsdhoz (optimélis érzékenység) a tenyészetek szamdra — megfelel§ tipkorilmények és
folyamatos vilagitds mellett — lehetévé kell tenni a korlatlan exponencidlis szaporoddst elegendéen hossza ideig
ahhoz, hogy mérni lehessen a fajlagos szaporodasi sebesség csokkenését.

5. A szaporodds és a szaporoddsgdtlds mennyiségi meghatdrozdsihoz az alga élGanyagtomegét mérjikk az id6
fuggvényében. Az él6anyag mennyisége definicié szerint szdraz tomeg/térfogat, pl. mg alga/liter tdpoldat. A
szdraz tomeg mérése azonban bonyolult, ezért helyettesit§ paraméterek haszndlatosak. Ezek koziil a sejtszdm a
leggyakrabban haszndlt paraméter. Tovabbi helyettesitG paraméterek lehetnek a sejttérfogat, a fluoreszcencia, az
optikai stirtiség stb. A mért helyettesitd paraméterek és az élGanyagtomeg kozotti dtszamitdsi tényezSt ismerni
kell.

6. A kisérlet végpontja a szaporodds gitldsa, az élGanyagtomeg expozicids id6 alatti novekedésének logaritmiku-
saként kifejezve (dtlagos fajlagos szaporodasi sebesség). A kisérleti oldatsorozattal mért dtlagos fajlagos
szaporoddsi sebességekbdl meg kell hatdrozni azt a koncentraciét, amely a szaporodasi sebességet adott x %-o0s
(pl. 50 %-0s) mértékben gatolja, és azt E C -ként (pl. E.C,) kell kifejezni.

7. Az eljards mésik hatdsvéltozdja a szaporulat, amelyre bizonyos orszdgok esetében a jogszabdlyi kovetelmények
teljesitéséhez lehet szitkség. A szaporulat definicié szerint az expozicids id6 végén és az expozici6s id6 kezdetén
meglév élGanyag tomegének kilonbsége. A vizsgilati oldatok tekintetében egyenként kiszamitott szaporulatok
alapjdn meghatdrozzuk azt az EC, (példdul ECj)) koncentriciét, amely egy adott x %-os (példdul 50 %-os)
novekedésgatlast idéz el6.
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8.  Statisztikai eljardssal meghatdrozhat6 tovdbbd az észlelhetd hatdst okozd legkisebb koncentricié (LOEC) és az
észlelhetd hatdst még nem okozé koncentrdcié (NOEC) értéke is.

A VIZSGALT VEGYI ANYAGRA VONATKOZO INFORMACIOK

9. A kisérleti koriilmények kialakitdsdhoz hasznosak lehetnek egyes informéciok a vizsgdlt vegyi anyagrdl, mint pl.
szerkezeti képlet, tisztasdg, fényérzékenység, stabilitds a kisérleti korilmények kozott, fényabszorpcids
tulajdonsdgok, pKa és az dtalakuldsi vizsgalatok eredményei, beleértve a bioldgiai lebonthatdsdgot vizben.

10. A vizben valé oldhatésdgot, az oktanol-viz megoszldsi hanyadost (P, ) és a vizsgdlt vegyi anyag g6znyomdasat
ismerni kell, valamint rendelkezésre kell dllnia egy, a kisérleti oldatban jelen lévé vegyi anyag mennyiségi
meghatdrozdsira alkalmas validdlt moddszernek, dokumentdlt visszanyerési hatékonysaggal és kimutatdsi
hatarral.

A VIZSGALAT ERVENYESSEGE

11. A vizsgdlat érvényességéhez a kovetkezd kritériumoknak kell teljesiilnitik:

— A kontrolltenyészetekben a él6anyag mennyiségének exponencidlisan kell névekednie, legaldbb 16-szorosara
a 72-6rés kisérleti id§ alatt. Ez 0,92 nap-'-es fajlagos szaporoddsi sebességnek felel meg. A leggyakrabban
hasznélt fajoknal a szaporoddsi sebesség rendszerint jelentésen nagyobb ennél (ldsd a 2. fiiggeléket). Ez a
kritérium az 2. fiiggelékben felsoroltakndl lassabban szaporodé fajok alkalmazdsa esetében nem feltétleniil
teljesil. Ebben az esetben a kisérleti id6t meg kell hosszabbitani, hogy legaldbb 16-szoros szaporodast
kapjunk a kontrolltenyészetekben tgy, hogy a szaporodds mindvégig exponencidlis marad a kisérlet ideje
alatt. A kisérlet ideje lerovidithet§ (de legaldbb 48 ordnak kell lennie), hogy a korldtlan exponencidlis
szaporodds a kisérlet alatt végig fenndlljon, feltéve hogy megmarad a legaldbb 16-szoros szaporodais.

— A szakaszonkénti (0-1., 1-2. és 2-3. nap a 72 6rds kisérletnél) fajlagos szaporoddsi sebesség dtlagos
varidcids egyutthatja a kontrolltenyészeteknél (ldsd a »varidciés egyiitthaté«-t az 1. fiiggelékben) nem
haladhatja meg a 35 %-ot. A szakaszonkénti fajlagos szaporodési sebesség kiszdmitdsdra vonatkozdan ldsd a
49. pontot. Ez a kritérium a kontroll ismétlésekre szdmitott varidcids egyiitthat6 tlagértékére vonatkozik.

— Az étlagos fajlagos szaporoddsi sebesség varidcids egyiitthatéja a kisérleti id6 alatt a kontroll ismétlésekben
semmikor sem haladhatja meg a 7 %-ot a Pseudokirchneriella subcapitata fajjal és Desmodesmus subspicatus fajjal
folytatott vizsgdlatokban. A t6bbi, kevésbé gyakran vizsgdlt faj esetében ez az érték nem lehet nagyobb 10
%-nal.

REFERENCIA-VEGYIANYAGOK

12. A vizsgdlati eljdrds referencia-vegyianyag(ok), mint példdul a nemzetkdzi korvizsgdlatban (1) alkalmazott 3,5-
diklor-fenol segitségével ellendrizhetd. A kélium-dikromdt szintén haszndlhat6 referencia-vegyianyagként,
z0ldalgak esetében. Tandcsos legalabb kétszer egy évben tesztelni a referencia-vegyianyagot.

A VIZSGALAT ALKALMAZHATOSAGA

13. Ez a vizsgdlati mddszer legegyszertibben olyan vizoldhaté vegyi anyagokra haszndlhatd, amelyek a vizsgélati
korilmények kozott valdszintleg a vizben maradnak. Az illékony, erésen adszorbeal6dd, szines, vizben rosszul
o0ld6do, esetleg a tapoldatban 1év6 tapanyagok vagy dsvanyi anyagok felvételére hatdssal 1évd vegyi anyagok
esetében sziikség lehet a leirt mddszer bizonyos médositdsara (pl. zart rendszer, a vizsgélathoz haszndlt edények
kondicionaldsa). Néhdny megfelel6 mddositashoz dtmutatds taldlhaté a (2), (3) és (4) szakirodalmi hivatko-
zdsban.

A VIZSGALATI MODSZER LE[RASA
Késziilékek

14. A vizsgélathoz haszndlt edények és minden mds, a vizsgélati oldatokkal kozvetlenil érintkezd mds felszerelések
tivegbdl vagy mds, kémiailag kozombos anyagbdl késziiljenek. Alaposan 4t kell mosni Sket, biztositand, hogy
szerves vagy szervetlen szennyezések ne befolydsolhassak az algdk szaporoddsat, vagy a tdpoldat osszetételét.
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15. A vizsgdlathoz haszndlt edények dltaldban olyan méretli iiveglombikok legyenek, amelyek a vizsgdlat sordn
végzett mérésekhez képesek megfelel§ térfogatd tenyészetet befogadni, és biztositjidk a kivant mértékd CO,-
atadast a kornyezeti levegdbdl (ldsd a 30. pontot). Figyelni kell arra, hogy a folyadéktérfogat elegendd legyen az
analitikai meghatdrozdsok elvégzéséhez (ldsd a 37. pontot).

16. Sziikséges lehet tovdbbd néhany vagy az Osszes az aldbbi eszkozok kozil:

— Tenyésztéberendezés: tenyésztSszekrény vagy -filke ajdnlott, amelyekben a vdlasztott inkubécids
hémérsékletet +2 °C pontossiggal tarthaté.

— Fénymérd berendezés: fontos megjegyezni, hogy a fényer6 mérési modszere, és f6leg az érzékeld (kollektor)
tipusa hatdssal lehet a mért értékre. A mérésekhez gomb alakd (4 m) érzékel§ (amely a mérési sik alatti és
feletti barmely szogb6l érkezd kozvetlen és visszavert fényre reagdl), vagy félgomb alakii (2 m) érzékels
(amely a mérési sik feletti barmely szogbdl érkezd fényre reagdl) hasznalata preferalt.

— Az alga élGanyagtomegének meghatdrozdsira alkalmas berendezés. Az sejtszdmldlds, amely az alga
él6anyagtomeg mérésére leggyakrabban haszndlt helyettesit6 modszer, elvégezhetd elektronikus részecske-
szamldlo, szdmlalokamréval ellatott mikroszkdp, vagy dramldsos citométer segitségével. Mds helyettesits
paraméterek mérhet6k dramldsos citométerrel, fluoriméterrel, spektrofotométerrel vagy koloriméterrel.
Célszerti kiszdmitani a sejtszdm és a szdraz tomeg kozotti dtszdmitdsi tényezdt. Spektrofotométer haszndlata
esetén szitkséges lehet legaldbb 4 cm fényuttal rendelkezd kivettdk haszndlatira, hogy a modszer kis
él6anyag-koncentracioknal is haszndlhaté méréseket szolgaltasson.

A vizsgilathoz hasznélt organizmusok

17. A nem kitapadé mikroalgdk és cianobaktériumok tobb faja haszndlhaté. A 2. fiiggelékben felsorolt torzsekrdl
mér bizonyitottdk, hogy megfelelGen hasznalhatok ennek a vizsgélati modszernek az eljarasai sordn.

18. Mais faj haszndlata esetén a torzset ésfvagy az eredetet dokumentdlni kell. Igazolni kell, hogy a vizsgdlathoz
kivélasztott alga exponencidlis szaporoddsa a kisérlet ideje alatt mindvégig fennmarad az adott koriilmények
kozott.

Tépoldat

19. Két valaszthaté tdpoldat, az OECD-tdpoldat és az AAP-tdpoldat ajanlott. Ezeknek a tdpoldatoknak az Gsszetétele
a 3. fiiggelékben ldthaté. Figyelembe kell venni, hogy a két tdpoldat kiinduldsi pH-értéke és pufferkapacitdsa (a
pH-novekedés szabalyozdsa) eltér6. Ennek megfeleléen az alkalmazott tdpoldattdl fiiggSen a vizsgélati
eredmények kiilonbozdek lehetnek, kivéltképp ionizald vegyi anyagok vizsgdlata sordn.

20. Bizonyos célokhoz (pl. fémek és keldtképz6 szerek vizsgdlatakor, vagy ha a kisérlet killonb6zé pH-értékeken
torténik) a tdpoldat moédositdsra lehet szitkség. A modositott tipoldat haszndlatdt részletesen ismertetni és
indokolni kell (3)(4).

Kiinduldsi élGanyag-koncentricio

21. A kiinduldsi él6anyagnak minden vizsgdlt tenyészetben ugyanannyinak és megfelelSen kevésnek kell lennie,
hogy exponencidlisan novekedhessen végig az expozicids id§ alatt, a tdpanyagok elfogydsanak veszélye nélkiil. A
kiindulasi élanyag mennyisége nem lépheti til a 0,5 mg szdraz tomeg/l értéket. Az aldbbi kiinduldsi sejtkon-
centraciok ajanlottak:

Pseudokirchneriella subcapitata: 5 x 10° — 10* sejt/ml
Desmodesmus subspicatus ~ 2-5 x 10° sejt/ml
Navicula pelliculosa 10* sejt/ml
Anabaena flos-aquae 104 sejt/ml

Synechococcus leopoliensis 5 x 104 — 10° sejt/ml
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A vizsgdlt vegyi anyag koncentraciéi

22. Az a koncentracidtartomdny, amelyben a hatdsok valészintleg fellépnek, koncentraciétartomany-meghatarozasi
vizsgélatok eredményei alapjan allapithaté meg. A végleges meghatdrozé vizsgélathoz legaldbb ot, egy 3,2-nél
nem nagyobb kvéciensti mértani sorozat szerinti koncentraciét kell kivalasztani. Olyan vegyi anyagok esetében,
ahol a koncentraci6-vélasz gorbe lapos, nagyobb kvéciens hasznélata lehet indokolt. A koncentracidsorozatnak
lehetdleg az algaszaporodasi sebesség 5-75 %-os gatldsat okozé tartomdnyt kell lefednie.

Ismétlések és kontrolltenyészetek

23. A vizsgdlatot ugy kell megtervezni, hogy minden vizsgalt koncentriciéra hirom ismétlést tartalmazzon. Ha az
NOEC meghatdrozdsa nem kovetelmény, a vizsgalat ettdl eltér lehet tgy, hogy a koncentriciok szdma nagyobb
lesz, az egy koncentricidhoz tartozd ismétlések szama pedig kisebb. A kontroll ismétlések szdmanak legaldbb
hdromnak kell lennie, és idedlisan kétszer annyinak, mint az egyes vizsgalt koncentracidkhoz tartozé ismétlések
szdma.

24. Kiilon oldatsorozatot lehet késziteni a vizsgalt vegyi anyag koncentrdcidinak analitikai meghatdrozdsdhoz (ldsd a
36. és 38. pontot).

25. Ha a vizsgalt vegyi anyag oldhatéva tételéhez olddszert kell hasznalni, akkor a vizsgélatnak tovabbi kontrollte-
nyészeteket is tartalmaznia kell, amelyekben az oldészernek ugyanabban a koncentricidban kell jelen lennie,
mint a vizsgalt tenyészetekben.

Az oltétenyészet elkészitése

26. A tdpoldattal 2-4 nappal a kisérlet kezdete elStt oltotenyészetet kell késziteni, hogy a vizsgalt algak
hozzdszokjanak a kisérleti korilményekhez, és hogy exponencidlis szaporoddsi fdzisban legyenek a kisérleti
oldatok beoltdsakor. Az alga él6anyag-mennyiségét gy kell bedllitani, hogy a kisérlet kezdetéig az exponencialis
szaporodds érvényesiiljon az oltotenyészetben. Az oltétenyészetet a kisérleti tenyészetekkel megegyezd
koriilmények kozott kell inkubdlni. Mérni kell az él6anyag mennyiségének novekedését az oltdtenyészetben,
ellendrizends, hogy a vizsgédlt torzsnek az adott tenyésztési koriilmények kozotti szaporoddsa a megfelel§
tartomdnyon belil marad-e. Az algatenyésztési eljards egy példdja a 4. fuggelékben taldlhatd. Elkeriilendd a
kisérlet alatt az egyidejdi sejtosztéddst, sziikség lehet esetleg az oltotenyészet egy masodik szaporitdsi lépésére is.

A kisérleti oldatok elkészitése

27. Minden kisérleti oldatnak azonos koncentraciéban kell tartalmaznia a tdpoldatot és a vizsgélt algak kiinduldsi
él6anyagtomegét. A kivdlasztott koncentrdciéju kisérleti oldatokat rendszerint a vizsgdlt vegyi anyag torzsol-
datdnak, a tdpoldatnak és az oltotenyészetnek az Gsszekeverésével kell elGallitani. A torzsoldatokat altaldban a
vizsgdlt vegyi anyagnak a kisérleti oldattal val6 felolddsaval kell elkésziteni.

28. Oldodszerek (pl. aceton, tercier butilalkohol és dimetil-formamid) haszndlhatok hordozdanyagként a vizben
rosszul 0ld6d6 vegyi anyagoknak a kisérleti oldatba juttatisdhoz (2)(3). Az olddszer-koncentracié nem
haladhatja meg a 100 pl/l-t, és az olddszert a kisérletsorozatban hasznalt minden tenyészethez (beleértve a
kontrolltenyészeteket is) azonos koncentraciéban hozza kell adni.

Inkubécid

29. A kisérleti lombikokat légdtereszté dugéval kell lezdrni. A lombikokat rdzds utdn a tenyésztGberendezésbe kell
helyezni. A kisérlet folyamdn az algdknak lebegniiik kell, és el6 kell segiteni a CO,-dtaddst. Ebb6l a célbdl
folyamatos razast vagy keverést kell alkalmazni. A tenyészeteket 21 és 24 °C kozotti h6mérséklet-tartomanyban
kell tartani + 2 °C eltérésen belill szabalyozva. Az 2. fuggelékben nem szerepl§ fajok, pl. a trépusi fajok
esetében magasabb hémérséklet lehet megfeleld, feltéve hogy az érvényességi kritériumok teljesiilnek. Ajdnlott a
lombikok véletlenszerti elrendezése majd naponkénti athelyezése az inkubatorban.

30. A vizsgilat sordn a kontrolltenyészet tipoldatinak pH-értéke nem novekedhet 1,5-nél nagyobb mértékben.
Fémek, és a kisérlet pH-ja koriili értéken részlegesen disszocidld vegyi anyagok esetében szitkséges lehet a pH-
eltolodds korldtozdsa a reprodukdlhat és jol definidlt eredmények érdekében. A 0,5 pH-egységnél kisebb
eltolodds biztositdsa technikailag kivitelezhet§ és a kornyezeti levegébdl az oldatba torténd CO,-bevitel
megfelel§ sebességének biztositdsaval, példdul a rdzds intenzitdsinak novelésével lehet megvaldsitani. Mdsik
lehetdség a CO,-igény csokkentése a kiinduldsi él6anyag mennyiségének vagy a kisérlet idGtartamanak csokken-
tésével.
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31. A feliletnek, ahol a tenyészetek inkubdldsa torténik, folytonos egyenletes fluoreszcens megyvildgitast (pl. »hideg-
fehér« vagy »nappali« fény) kell kapnia. Az alga- és cianobaktériumtorzsek fényigénye eltérd. A fényert ugy kell
megvélasztani, hogy az megfeleljen a vizsgdlt organizmusnak. A javasolt zo6ldalga-fajokra a kisérleti oldatok
szintjén a fényerdt a 60-120 pE'm 2 - s~ ! tartomdnybdl kell kivdlasztani, a megfelel érzékelGvel a fotoszinte-
tikusan hatékony, 400-700 nm-es hullimhossz-tartomdnyban mérve. Néhdny faj, f6ként az Anabaena flos-
aquae jol novekszik kisebb fényerd mellett, és a nagyobb fényerd karosithatja. Ezekre a fajokra a 40-60 pE-m-2 -
s~ ! tartomdnyba esé dtlagos fényer6t kell valasztani. (A luxban kalibralt fénymérd berendezéseknél a hideg fehér
fényre megadott 4 440-8 880 luxos tartomdny felel meg az ajanlott 60-120 pE'm-? - s '-es fényerdnek). Az
inkubdcids teriileten az atlagos fényer6t15 %-dnak megfeleld fényerdt kell fenntartani.

A vizsgdlat idGtartama

32. A kisérlet hossza szokdsos esetben 72 dra. Hasznalhat6 azonban rovidebb vagy hosszabb kisérleti id6tartam is,
feltéve, hogy a 11. pontban el6irt osszes érvényességi kritérium teljesil.

Mérések és analitikai vizsgdlatok

33. Az alga él6anyag-mennyiségét a kisérlet ideje alatt minden lombikban legaldbb naponta meg kell hatdrozni. Ha
a mérések a kisérleti oldatbdl pipettdval vett kis térfogatd mintdkkal torténnek, ezeket a mintdkat nem kell
visszajuttatni a lombikba.

34. Az él8anyag mennyiségének mérése mikroszképos manudlis sejtszdmldldssal vagy elektronikus részecskeszdmla-
lassal (sejtszamlalds és[vagy élGanyag térfogata) torténik. Alternativ eljdrdsok, pl. dramldsos citometria, in vitro
vagy in vivo klorofillfluoreszcencia (5)(6), vagy az optikai stirtiség mérése is haszndlhat6, ha igazolni lehet az
él6anyagtomeggel fennalld kielégit§ korrelacidt az élanyagtomegnek a kisérletben el6fordulé tartomanyéban.

35. Az oldatok pH-jat a kisérlet kezdetén és végén meg kell mérni.

36. Amennyiben az alkalmazott koncentracitartomdnyban a vizsgdlt vegyi anyag meghatdrozaséhoz rendelkezésre
all analitikai modszer, akkor a kisérleti oldatokat elemezni kell a kiinduldsi koncentraciok ellendrzése, illetve
annak ellendrzése céljabol, hogy a kisérletben hasznidlandé koncentrdciok mindvégig fenndllnak-e a kisérlet
soran.

37. Elegend§ lehet a vizsgalt vegyi anyag egy alsé és fels6 koncentrdci6-hatarértékének, valamint a varhaté EC,,
érték korili koncentricidjdnak a mérése a kisérlet kezdetén és végén, ha valdszind, hogy a kisérlet sordn a
koncentracié kevesebb mint 20 %-kal tér el a névleges értékt6l. Ha nem valdszind, hogy a koncentriciok a
névleges érték 80-120 %-an belill maradnak, ajdnlott az osszes kisérleti koncentrdcié mérése a kisérlet kezdetén
és végén. lllékony, instabil és erdsen adszorbedlédd vegyi anyagokndl tovdbbi mintavétel ajanlott 24 6ranként
végzendd elemzéshez a kisérlet folyamdn mindvégig, hogy az anyagveszteség még jobban meghatdrozhatd
legyen. Ilyen vegyi anyagokndl tovabbi ismétlésekre lehet szitkség. A vizsgdlt vegyi anyag koncentrdci6janak
meghatdrozdsit minden esetben elegend§ csak egyetlen ismétlés lombikjdbdl elvégezni az egyes kisérleti

koncentracidkra (vagy a lombikok ismétlésenként egyesitett tartalman).

38. A kifejezetten a vizsgdlat folyamdn el6allé kisérleti koncentraciok méréséhez készitett oldatokat a kisérlethez
hasznaltakkal megegyez6 médon kell kezelni, azaz ezeket is be kell oltatni algdval és a kisérleti koriilményekkel
azonos koriilmények kozott inkubdlni kell. Ha az oldott vegyi anyag koncentricidjat kell mérni, szitkséges lehet
az algdk eltdvolitdsa az oldatbol. Az elvalasztdst lehetGleg az algdk kiillepedéséhez elegendd, de kis
fordulatszdmt centrifugdldssal kell végezni.

39. Ha kimutathatd, hogy a vizsgdlt vegyi anyag koncentrdciéjt a vizsgalat idGtartama alatt sikertilt a névleges vagy
a mért kezdeti koncentrdcid + 20 %-os kornyezetében tartani, akkor az eredmények a névleges vagy mért
kezdeti értékek alapjin elemezhetSk. Ha a névleges vagy a mért kezdeti koncentraci6tol valé eltérés nem maradt
belil a £20 % tartomdnyon, akkor az eredményeket a kisérlet alatti koncentraciok mértani atlaga, vagy a
vizsgalt vegyi anyag koncentrdcidjanak csokkenését leird modellek alapjan kell elemezni (3)(7).

40. Az algaszaporodds gdtldsinak vizsgdlata dinamikusabb vizsgdlati rendszer, mint a legtobb hasonld, a vizi
toxicitdst mérd révid idtartami vizsgdlat. Ennek kovetkeztében a tényleges kisérleti koncentrdcidkat esetleg
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nehezen lehet meghatdrozni, f6leg kis koncentrdcidk esetén, és ha a vizsgdlt vegyi anyag abszorbedl6dik. Ilyen
esetekben az, ha a vizsgdlt vegyi anyag a novekvd él6anyagban val6 adszorpcidja miatti eltiinik az oldatbél, nem
jelenti azt, hogy eltdvozott a vizsgdlt rendszerbdl. A kisérlet eredményeinek elemzése sordn ellendrizni kell,
hogy a vizsgilt vegyi anyag koncentracidjdnak a vizsgalat sordn torténd csokkenése egyiitt jér-e a szaporodds-
gatlds csokkenésével. Ha ez a helyzet dll fenn, mérlegelni lehet egy olyan megfelel6 modell alkalmazdsat, amely
leirja a vizsgdlt vegyi anyag koncentricidjanak csokkenését (7). Ha ez nem all fenn, akkor az eredmények
elemzését megfeleld lehet a kiinduldsi (névleges vagy mért) koncentraciokra alapozni.

Egyéb észrevételek

41. Az oltétenyészet normdlis és egészséges fenotipusdnak ellenGrzésére, illetve a kisérlet végén az algdk esetleges
abnormalis fenotipusdnak (ami lehet a vizsgalt vegyi anyag hatdsa) megéllapitdsira mikroszkopos vizsgalatokat
célszerd végezni.

Hatdrérték-vizsgilat

42. Bizonyos kériilmények kozott, példdul amikor egy el6zetes vizsgdlat azt jelzi, hogy a vizsgdlt vegyi anyagnak
nincs toxikus hatdsa 100 mg/l koncentricidig, vagy a kisérleti oldatban val6 oldhatdésdga hatdrdig (amelyik a
kett6 koziil kisebb), hatarérték-vizsgalat végezhetd, amely egy kontrollcsoport és egy kezelt csoport (100 mg/l-
es vagy az oldhatdsdgi hatdrral megegyezd koncentraciéval) szaporoddsi viselkedésének 6sszehasonlitdsat jelenti.
A vizsgélat sordn fokozottan ajdnlatos elemezni az expozicidé koncentrici6jit. A hatdrérték-vizsgélatra érvényes
az Osszes kordbban leirt kisérleti kortilmény és érvényességi kritérium, kivéve, hogy a kezelt ismétlések
szdmanak legalabb hatnak kell lennie. A kontroll- és a kezelt csoport hatdsvéltozéit az dtlagok Gsszevetésére
haszndlhaté statisztikai analizissel (pl. Student-féle t-préba) lehet elemezni. Ha a két csoport szérdsnégyzetei
nem egyenldek, akkor egyenl6tlen szérdsnégyzetekre korrigdlt t-probat kell végezni.

ADATOK £S JEGYZOKONYVEZES

A szaporodisi gorbék szerkesztése
43. A kisérleti lombikokban 1év6 élGanyag mennyiségét ki lehet fejezni a mérésre haszndlt helyettesit§ paraméter (pl.
sejtszdm, fluoreszcencia) mértékegységében is.

44. Tébldzatba kell foglalni a vizsgdlt tenyészetekben és a kontrolltenyészetekben a becsiilt él6anyag-koncentraciokat,
a vizsgdlt anyag koncentrdcidival és a legaldbb egész ordkra kerekitett mérési id6pontokkal egyiitt, és ezek
alapjan kell megszerkeszteni a szaporodasi gorbéket. Ebben az els6 szakaszban haszndlhaté akar logaritmikus,
akdr linedris skéla, a logaritmikus skdla azonban kotelezd, és dltaldban jobban megjeleniti a kisérleti id6szak
alatt a szaporodasi viselkedésben bekovetkezs eltéréseket. Megjegyzendd, hogy logaritmikus dbrdzolds esetén az
exponencidlis szaporodds egyenes vonalat ad, és a vonal meredeksége adja meg a fajlagos szaporoddsi
sebességet.

45. A gorbék segitségével meg kell vizsgdlni, hogy a kontrolltenyészetek a vizsgdlat sordn mindvégig exponencidlisan
szaporodtak-e, a vart sebességgel. Kritikusan meg kell vizsgdlni minden adatpontot és a gorbék lefutdsit,
valamint ellendrizni kell az adatsorokat és eljdrasokat a lehetséges hibdk tekintetében. Féleg azokat az adatok
igényelnek ellendrzést, melyeknél az eltérés valdszintileg szisztematikus hibdbdl ered. Ha nyilvanvald, hogy
eljdrdsi hiba tortént, illetve ennek nagy a valdszintsége, akkor az adott adatpontot érvénytelenként meg kell
jelolni, és ki kell zdrni a tovdbbi statisztikai elemzésbdl. (Ha a két vagy hdrom ismétlésbdl az egyik lombik
algakoncentrdcidja nulla, az azt jelezheti, hogy a lombik nem megfelelGen lett beoltva, vagy megtisztitva). Az
érvénytelenként elvetett adatpontokndl az elvetést egyértelmtien indokolni kell a mérési jegyzékonyvben. Csak
eljdrdsi hiba (ritka) lehet elfogadhaté indok, egyszerd pontatlansig nem. Az érvénytelen adatpontok azonosi-
tdsdra szolgdl statisztikai modszerek csak korldtozottan haszndlhatéak az ilyen tipust problémdkra, és nem
helyettesitik a szakért6i megitélést. Az érvénytelen adatpontokat (ilyenként megjelolve) célszerdi megtartani az
adatpontok kozott, feltiintetve azokat a késébbi grafikus vagy tabldzatos megjelenitések sordn.

Hatésviltozok

46. A vizsgilat célja a vizsgalt vegyi anyag dltal az alga szaporoddsara gyakorolt hatds meghatdrozdsa. Ez a vizsgélati
moédszer két hatdsvaltozot tartalmaz, mert a killonboz8 jogrendszerek preferencidi és szabdlyozdsi igényei
eltérek. Hogy a vizsgélati eredmények valamennyi jogrendszerben elfogadhatdk legyenek, a hatdst mindkét
aldbbi hatdsvaltozé alapjan meg kell hatdrozni.

a) Atlagos fajlagos szaporodisi sebesség: ez a hatdsvaltoz6 az él6anyag tomegének a kisérlet alatt bekovetkezd
logaritmikus novekedése alapjan szdmithatd, egy napra vetitve.
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b) Szaporulat: ez a hatdsvéltozé a kisérlet végén mérhetd él6anyagtomeg minusz a kiinduldsi él6anyagtomeg.
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47. Megjegyzendd, hogy a két hatdsvéltozé alapjan szdmitott toxicitdsértékek nem hasonlithatok egymdshoz, és a
vizsgalatok eredményeinek felhaszndldsa sordn erre a kiilonbségre tekintettel kell lenni. A jelen vizsgdlati
moédszerben elSirt vizsgdlati korilmények betartdsa mellett a két szdmitdsi eljards matematikai hattere
kovetkeztében az atlagos fajlagos novekedési sebességen alapulé EC, értékek (E.C,) dltaldban nagyobbra adédnak,
mint a szaporulaton alapulé EC, értékek (E,C)). Ezt az eltérést nem szabad gy értelmezni, hogy egyik
hatdsvaltoz6 érzékenyebb lenne a mdsikndl; egyszertien arrdl van szd, hogy a két érték matematikailag mast
jelent. Az dtlagos fajlagos szaporoddsi sebesség koncepcidja az algdk korldtozds nélkiili tenyészetekben torténd
dltaldnos exponencidlis szaporoddsi sémdjan alapszik, ahol a toxicitds mértéke a szaporoddsi sebességre
gyakorolt hatdsok alapjan becsiilhetd, fiiggetleniil a kontrolltenyészet fajlagos szaporoddsi sebességének abszoliit
értékétdl, a koncentricid-valasz gorbe meredekségétl, vagy a kisérlet idGtartamatdl. A szaporulatbdl szdrmaz-
tatott eredmények ezzel szemben mindezektdl a vdltozoktdl is fiiggnek. Az E,C, fiigg az egyes vizsgélatokban
hasznalt algafajok fajlagos szaporodisi sebességétél és a legnagyobb fajlagos szaporodasi sebességétdl, ami a
fajok, s6t még kiilonboz8 algatorzsek kozott is eltérd lehet. Ez a hatdsvaltozd nem haszndlhaté az algafajok, de
még a killonboz§ torzsek mérgezd anyagokkal szembeni érzékenységének Osszehasonlitisdra sem. Bar
tudomdanyos szempontbdl a toxikus hatdst indokoltabb az atlagos fajlagos novekedési sebességbdl meghatérozni,
ez a vizsgélati mddszer a szaporulaton alapulé toxicitdsszdmitdst is tartalmazza, mert egyes orszdgok hatdlyos
jogszabalyi kovetelményei ezt is szikségessé teszik.

Atlagos szaporodisi sebesség

48. Az adott id8szakra vonatkozé dtlagos fajlagos szaporodasi sebesség az egyes kontrolltenyészetekre és kezelt
tenyészetekre az élGanyag mennyiségének logaritmikus novekedéseként szdmithaté ki a kovetkez$ egyenletbdl

(1]:

InX, -lnX; B
piog=—F—,—(nap™) 1],
j i
ahol:
f_;  az atlagos fajlagos szaporoddsi sebesség i-t6l j id6pontig;
X, az él6anyag mennyisége i idGpontban;
X az él6anyag mennyisége j idGpontban.

Minden kezelt és kontrollcsoportra ki kell szdmitani egy dtlagot a szaporodasi sebességre, valamint meg kell
becsiilni a szordsnégyzetet.

49. Az dtlagos fajlagos szaporoddsi sebességet ki kell szdmolni a teljes kisérleti id8szakra (dltaldban 0-3. nap),
kezdeti értékként a névlegesen beoltott élGanyagot, nem pedig a mért kezdeti értéket haszndlva, mert ilyen
moédon dltaldban nagyobb pontossdg érhetd el. Ha az élGanyag mérésére haszndlt mérSeszkoz lehet6vé teszi az
olt6 él6anyag kis mennyiségének megfelelden pontos meghatirozdsit (pl. 4dramldsos citométer),
akkor haszndlhaté a mért kezdeti élGanyag-koncentracid. A szakaszonkénti szaporoddsi sebességet is meg kell
allapitani a vizsgdlat minden egyes napjara vonatkozdéan (0-1., 1-2. és 2-3. nap), ugyanigy szamitva, mint a
fajlagos szaporodisi sebességet, és meg kell vizsgalni, hogy a kontrolltenyészet szaporoddsi sebessége dllandé
marad-e (ldsd az érvényességi kritériumokat a 11. pontban). Az els6 napon kapott, a teljes dtlagos fajlagos
szaporoddsi sebességnél szignifikdnsan kisebb fajlagos szaporodasi sebesség késési (lag) fazist jelez. Mig a késési
(lag) fazis az el8tenyészet megfelel§ adagolasdval minimalizdlhaté és gyakorlatilag kikiiszobolhetS a kontrollte-
nyészetekben, addig a vizsgalt anyagnak kitett tenyészetekben a késési (lag) fazis a kezdeti toxicitds-stressz utdni
helyreéllast, vagy pedig a vizsgalt vegyi anyagnak az expozici6 elején torténd elveszése (beleértve az élGanyagba
torténd szorpcidt) miatti kisebb gatld hatdst jelezhet. Ebbdl kovetkez8en a szakaszonkénti szaporodasi sebesség
hasznélhaté a vizsgélt vegyi anyagnak a kisérlet sordn mutatott hatdsainak az értékeléséhez. Ha a szakaszonkénti
novekedési sebesség és az dtlagos novekedési sebesség kozott nagy kiilonbséget tapasztalunk, az azt jelenti, hogy
a novekedés mintdja erGsen eltér az dllandd kitevjli exponencidlis novekedéstdl és kiilonosen ajanlott a
novekedési gorbék részletes vizsgalata.

50. A szaporoddsi sebesség szdzalékos gatldsa az egyes kezelt ismétlésekre vonatkozdan az aldbbi egyenletbdl
szamithat6 ki [2]:

%1, =E<PT 100 121,

B
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ahol:

%I, = az atlagos szaporodasi sebesség szazalékos gatlasa;

Be = az atlagos szaporoddsi sebesség atlaga (u) a kontrollcsoportban;
pr = az atlagos szaporoddsi sebesség a kezelt ismétlésben.

51. Ha a kisérleti oldatok oldészer felhaszndldsival késziilnek, oldészer nélkili kontrolltenyészetek helyett
oldészeres kontrolltenyészeteket kell hasznalni a szdzalékos gétlds szdmitdsakor.

Szaporulat

52. A szaporulatot az egyes kontrolltenyészetekre és kezelt tenyészetekre gy kell kiszdmitani, hogy a kisérlet végén
mért élGanyagtomegbdl kivonjuk a kiinduldsi élGanyagtomeget. Minden egyes vizsgalati koncentrdcié és
kontrollcsoport esetén kiszamitjuk a szaporulat kozépértékét és tapasztalati szérdsnégyzetét. Az egyes kezelt
ismétlések vonatkozdsdban a szaporulatra vonatkoz6 szdzalékos gatlds (% ) az aldbbiak szerint szdmithat6 ki:

(YC_YT)
[, =———+
%I, v X

c

100 [3]

ahol:

%1, = aszdzalékos szaporulatgdtlds;

Y. = a szaporulat dtlaga a kontrollcsoportban;
Y; = a szaporulat értéke a kezelt ismétlésekben.

A koncentrici¢-vilasz gorbe szerkesztése

53. A szdzalékos szaporoddsgdtlist dbrdzolni kell a vizsgdlt vegyi anyag koncentricidjanak (logaritmus)
fiiggvényében, és alaposan meg kell vizsgdlni a gorbét, figyelmen kiviil hagyva azokat az adatpontokat, amelyek
az els§ szakaszban érvénytelenként lettek megjelolve. Egy egyenest kell illeszteni az adatpontokra kézzel vagy
szamit6gépes interpoldcidval, ami els6 benyomdst ad a koncentrdcid és a vélasz OsszefiiggéseirSl, majd ezutin
kifinomultabb médszert, lehetSleg szamitogépes statisztikai modszert kell hasznilni. Az adatok tervezett
felhasznaldsanak, minéségének (pontossdgdnak) és mennyiségének, valamint a rendelkezésre 4ll6 adatelemzd
eszkozok fiiggvényében lehet gy donteni (és néha jol meg lehet indokolni), hogy ezen a szinten befejez6dik az
adatelemzés és a meghatdroz6 értékek, azaz az EC, és az EC,, (és/vagy EC,,) egyszeriien leolvashatok a kézzel
illesztett gorbérsl (ldsd még alabb a stimuldcids hatdsokrdl szl pontot). A kovetkezék indokolhatjdk a
statisztikai médszer mell6zését:

— Az adatok nem megfelelSek ahhoz, hogy szdmitégépes mddszerrel tovabbi, még megbizhatobb eredmény
sziilessen, mint a szakértdi megitéléssel — ilyen esetekben néhdny szdmitogépes program nem is képes
megbizhat6é megolddst adni (az iterdcié nem konvergdl stb.).

— A stimuldcids szaporoddsi viselkedés nem kezelhet§ pontosan a rendelkezésre &ll6 szamitGgépes

programokkal (ldsd aldbb).
Statisztikai eljardsok

54. A statisztikai szdmitdsok célja, hogy regressziészdmitdssal kvantitativ koncentracié-vélasz Gsszefiiggést allitsunk
el8. Lehetdség van arra, hogy a hatdsadatok — példdul probit-, logit- vagy Weibull-modell (8) szerinti — lineari-
zdciés transzformaldsdt kovetGen stilyozott linedris regressziot végezziink, de el6nyosebb inkdbb nemlinedris
regressziét alkalmazni, mert ez jobban kezeli az adatok elkeriilhetetlen irregularitdsit és a sima eloszlastdl vald
eltérést. A nulla és a teljes gdtlds kornyezetében az irregularitdst a transzformdcié felnagyithatja, ami a szamitds
szempontjdbdl elénytelen (8). Meg kell jegyezni, hogy a transzformdci6val kapott probit, logit vagy Weibull
egységeket haszndlé szabvdnyos elemzési modszerek kvantdlt adatok (pl. haldlozds vagy talélés) hasznalatdra
vannak tervezve, és a szaporoddsi adatokkal vagy az élGanyagra vonatkozd adatokkal valé alkalmazdsukhoz
modositani kell 8ket. Az EC -értékek folytonos adatokbél valé szdmitdsdra alkalmas modszereket a (9), (10) és
(11) irodalom ismertet. A nem linedris regresszi6 haszndlatirél a 5. fiiggelékben taldlhat6 részletesebb
informdcié.
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55. Az EC, értékek pontbecsléseinek kiszdmitdsdhoz a koncentracié-vélasz Osszefiiggést kell haszndlni minden
elemzendd hatdsvaltozéra. Ha lehetséges, meg kell hatdrozni az egyes becslések 95 %-os konfidenciahatdrdt. A
hatdsadatok regresszios modellhez illeszkedésének josdgat grafikus vagy statisztikai modszerrel kell megdlla-
pitani. A regresszidszdmitdst az egyes vizsgdlati edényeken nyert értékekkel, nem pedig a vizsgdlati csoportok
kozépértékével kell elvégezni. Ha azonban a nem linedris gorbeillesztés bonyolult vagy nem sikeriil az adatok
til nagy szoérdsa miatt, a problémdt meg lehet keriilni a csoportitlagok regresszi6analizésével, ami egy
gyakorlati méd a feltehet§ érvénytelen adatpontok hatdsdnak csokkentésére. Ennek a lehetdségnek a hasznalatat
a szokdsos eljardstdl valo eltérésként fel kell tiintetni a mérési jegyz6konyvben, hivatkozva arra, hogy a gorbeil-
lesztések az egyedi ismétléseknél kapott adatokkal nem adtak jo eredményt.

56. Ha a rendelkezésre dll6 regressziés modellek/mddszerek nem alkalmasak a konkrét adatok elemzésére, az EC; -
re vonatkozo becsléseket és a konfidenciahatdrokat »bootstrap« technikdval egyiitt alkalmazott linedris interpola-
ciéval (13) is elGéllithatjuk.

57. Az LOEC és ennélfogva az NOEC becsléséhez is, illetve a vizsgdlt vegyi anyag altal a szaporoddsi sebességre
gyakorolt hatdsnak a becsléséhez szérdsnégyzet-elemzési (ANOVA) eljdrasok segitségével dssze kell hasonlitani a
kezelt csoport dtlagait. Az egyes koncentrcikhoz tartozé kozépértékeket ezutdn alkalmasan megvdlasztott
tobbszoros Osszehasonlitd mddszerrel vagy trendprébaval a kontrollesoporton nyert kozépértékhez hasonlitjuk.
A Dunnett- vagy a Williams-féle moédszer haszndlhaté lehet erre a célra (12)(14)(15)(16)(17). Lényeges
ellendrizni, hogy fenndll-e az ANOVA-nak a szérdsnégyzetek homogenitdsira vonatkozé feltevése. Ezt az
ellendrzést grafikusan vagy formdlis probaval (17) végezhetjik. A Levene- és Bartlett-féle probdk megfelelek
ehhez. Ha a szérdsnégyzet homogenitdsanak kovetelménye nem teljesiil, az néha az adatok logaritmikus transz-
formécidjaval korrigalhat6. Ha a szérdsnégyzetek heterogenitdsa tulsigosan szélsGségesnek bizonyul, és transz-
formédciéval nem javithatd, akkor célszerti megfontolni példdul a 1épésenkénti Jonkheere-trendproba
alkalmazdsit. Az NOEC meghatdrozdsihoz tovabbi titmutatdst ad a (11) irodalom.

58. Az Gjabb keletdi tudomanyos eredmények az NOEC-koncepci6 elhagyadsanak ajanldsdhoz és az EC_ regresszion
alapul6é pontbecsléssel torténd meghatdrozasaval vald helyettesitéséhez vezettek. Ehhez az algavizsgdlathoz még
nem éllapitottak meg megfelel§ x értéket. A 10-20 %-os tartomdny azonban megfelel6nek téinik (a vélasztott
hatdsvéltozotdl fiiggen), és célszerti mind az EC,-et, mind az EC,;-at megadni a mérési jegyzSkonyvben.

Szaporodisstimulicié

59. Kis koncentraciék mellett néha szaporoddsstimuldci6é (negativ gatlds) figyelhet6 meg. Ezt vagy a hormesis
(kétfazisi reagalds) jelensége (rtoxikus anyag dltal kivaltott stimuldcid«), vagy a vizsgdlt anyaggal egyiitt az
alkalmazott dsvanyi sokat tartalmazé tdpoldatba keriilt szaporodasserkentd tényez6k okozhatjdk. Megjegyzends,
hogy a szervetlen tdpanyagok hozzdaddsinak nem lehet semmilyen kozvetlen hatdsa, mert a kisérleti oldatnak a
kisérlet folyaman végig feleslegben kell tartalmaznia a tapanyagot. Kis dézist stimuldcié gyakran figyelmen kiviil
hagyhat6 az EC,, kiszdmitdsa sordn, hacsak mértéke nem rendkiviil nagy. Ha azonban rendkiviil nagy mértékd,
vagy pedig kis x értékre kell EC -et szdmitani, akkor specidlis eljarasokra lehet sziikség. Lehetdség szerint keriilni
kell a stimuldciés hatdsok torlését az adatelemzésbdl, és ha a rendelkezésre allé gorbeilleszt§ szoftver nem képes
kezelni a kisebb mértékidi stimuldcidkat, akkor visszatevéses mintavétellel (»bootstrap« modszer) egyiitt
alkalmazott linedris interpoldcié haszndlhaté. Ha a stimuldcié rendkiviil nagy, akkor mérlegelni lehet hormesis-
modell alkalmazdsét (18).

Nem toxikus novekedésgatlis

60. A fényt abszorbealé anyagok a szaporodasi sebesség csokkenését okozhatjék, hiszen az drnyékolds csokkenti a
kapott fény mennyiségét. Az ilyen jellegli fizikai hatdsokat a kisérleti koriilmények moédositdsdval el kell
valasztani a toxikus hatdsoktol, és az elébbit kiilon kell dokumentdlni. Utmutatds a (2) és (3) szakirodalmi
hivatkozdsban taldlhaté.

VIZSGALATI JEGYZOKONYV

61. A vizsgdlati jegyzGkonyvnek a kovetkezdket kell tartalmaznia:
Vizsgilt vegyi anyag:
— fizikai jelleg és a vonatkoz fizikai és kémiai tulajdonsdgok, beleértve a vizoldhat6sdgi hatarértéket is,
— kémiai azonositd adatok (pl. CAS-szdm), tisztasdg (szennyezSdések).
A vizsgdlathoz felhaszndlt faj:

— a torzs, a szallitd vagy az eredet, és az alkalmazott tenyésztési kortilmények.
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Vizsgdlati koriilmények:
— a vizsgédlat megkezdésének idGpontja és idGtartama;

o 2

— a kisérlet kivitelezésének leirdsa: kisérleti eszkozok, a tenyészetek mennyisége, az élGanyag stirtisége a
vizsgalat kezdetén;

— a tdpoldat Osszetétele;

— kisérleti koncentracidk és ismétlések (pl. ismétlések szdma, kisérleti koncentrdcidk szdma és az alkalmazott
mértani sor);

— a kisérleti oldatok készitésének leirdsa, beleértve az olddszerek hasznalatit stb.
— tenyésztSkésziilék;

— fényerd és -mindség (fényforrds, homogenitds);

— hoémérséklet;

— kisérleti koncentriciok: a névleges kisérleti koncentriciok és a lombikokban 1év6 vizsgdlt vegyi anyag
koncentracidjanak meghatdrozdsira szolgdlé analizisek eredménye. A vizsgdlati madtrixra vonatkozdan a
mérési jegyzGkonyvben fel kell tiintetni a modszer visszanyerési hatékonysigit és a mennyiségi
meghatarozds hatarértékét;

— minden eltérés ettd] a vizsgdlati modszertd;

— az élGanyag tomegének meghatdrozdsi moédszere, valamint a mért paraméter és a szdraz tomeg kozotti
korrelacié bizonyitéka;

Eredmények:
— pH-értékek minden kezelés kezdetén és végén;

— az él6anyag tomege minden lombikban és minden mérési pontban, valamint az élGanyag mérésének
modszere;

— szaporodasi gorbék (az élanyag mennyiségének dbrazoldsa az id§ fiiggvényében);

— hatdsvéltozok szdmitott értéke minden kezelt ismétlésre, tovdbbd az ismétlések kozépértéke és szords-
négyzete;

— a koncentracié-valasz Osszefiiggés grafikus dbrazoldsa;

— toxicitdsbecslés a hatdsvaltozokra, pl. EC,, EC,, EC, és a kapcsolddd konfidenciaintervallumok. Az
LOEC és az NOEC, ha ezek kiszdmitisa megtortént, és a meghatdrozdsukhoz haszndlt statisztikai
modszerek;

— ANOVA alkalmazdsa esetén a hatds kimutatdsdnak mérethatara (példdul a legkisebb szignifikdns kiilonbség);

— a vizsgélatok sordn észlelt esetleges novekedésserkentés;

— bérmilyen mds észlelt hatds, példaul az algdk morfoldgiai véltozasa;

— az eredmények szoveges elemzése, beleértve az e vizsgdlati modszertdl valé eltérések vizsgdlat kimenetelére
gyakorolt hatdsat.
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1. fiiggelék

Fogalommeghatirozisok

E vizsgdlati modszerben az aldbbi definiciok és roviditések haszndlatosak:

ElGanyag: egy populdciéban jelen 1év6 €16 anyag szdraz tomege egy adott mennyiségben kifejezve; pl. mg alga/liter
vizsgdlati oldat. Altaldban az »él6anyag« tomegként van definidlva, de ebben a vizsgdlatban a sz6 »tdmeg/térfogatc-ot
jelent. Szintén ebben a vizsgdlatban az él6anyag tomege helyett jellemz8en sejtszdm, fluoreszcencia stb. mérése
torténik, és az »élGanyag« kifejezés hasznélata igy ezekre a helyettesité mérészdmokra is utal.

Vegyi anyag: anyag vagy keverék.

Varidciés egyiitthaté (CV): egy paraméter viltozékonysdgdnak dimenzié nélkilli mérészdma; definicié szerint a
szords és az atlag ardnya. Ezt szdzalékos formdban is ki lehet fejezni. A kontroll ismétlésekben az dtlagos fajlagos
szaporoddsi sebesség dtlagos varidcids egyiitthatdjat az aldbbiak szerint lehet kiszdmitani:

1. Ki kell szdmitani az 4tlagos fajlagos szaporoddsi sebesség %-os varidcids egyiitthat6jat a naponkénti/szakaszonkénti
szaporodasi sebességekbdl a megfelel§ ismétlésekre;

2. Ki kell szdmitani az 1. pontban kiszdmitott Osszes érték 4tlagdt, ami megadja a kontroll ismétlésekben a
naponkénti/szakaszonkénti dtlagos fajlagos szaporoddsi sebesség dtlagos varidcios egyiitthatdjat.

EC,: a vizsgdlati oldatban oldott vizsgalt vegyi anyag olyan koncentracidja, ami meghatdrozott expoziciés id§ alatt
(ha eltér a teljes vagy szokdsos kisérleti idStartamtdl, akkor pontosan meg kell adni) a vizsgalt organizmus x %-os (pl.
50 %) szaporodasgatldsat eredményezi. Hogy egyértelmt legyen, hogy az EC értékét a novekedési sebességbdl vagy a
szaporulatbdl nyertiik-e, névekedési sebesség esetén »E,Ce-t, szaporulat esetén pedig »E Ce-t frunk.

Tapoldat: az a teljes mesterséges tenyészté kozeg, amelyben a vizsgdlt algdk a vizsgdlt vegyi anyag jelenlétében
szaporodnak. A vizsgélt vegyi anyag dltaldban oldott formaban van jelen a vizsgdlati oldatban.

Novekedési sebesség (dtlagos fajlagos novekedési sebesség): az élGanyagtomeg logaritmikus novekedése az
expozicios id6 alatt.

Eszlelhetd hatist okozo legkisebb koncentricié (LOEC): az a legkisebb vizsgalt koncentraci6, amely mellett adott
expoziciés id§ alatt a vegyi anyag statisztikailag szignifikdns mértékben (p < 0,05) csokkenti a novekedést a kontroll-
tenyészethez képest. Az LOEC felett ugyanakkor minden koncentrécidnak legaldbb akkora kdros hatdst kell eredmé-
nyeznie, mint amelyet az LOEC okoz. Ha ez a két feltétel nem elégithetd ki, az LOEC (és igy az NOEC) megvalasztdsat
részletesen indokolni kell.

Eszlelhet6 hatdst még nem okoz6 koncentricié (NOEC): az a vizsgalt koncentracié, amely kozvetleniil az LOEC
alatt helyezkedik el.

Hatédsviltozo6: a toxikus hatds becslésére haszndlt vdltozd, amely kiilonboz8 szdmitdsi modokkal az élGanyag
leirdsdra szolgdlé barmelyik mért paraméterbsl levezethetd. Ebben a vizsgdlati mddszerben a hatdsvéltozok a
szaporoddsi sebesség, illetve a szaporulat, amelyek kozvetlenil az élanyag mérésével, vagy pedig az emlitett
helyettesitd mérészamok valamelyikének mérésével kaphatok meg.

Fajlagos szaporodidsi sebesség: egy mérési paraméter (ebben a vizsgélati mddszerben az él6anyag mennyiségének
véltozdsa) természetes alapu logaritmusainak kiilonbségébSl és a véltozdshoz tartozd idGtartambdl képzett
hanyadosként definialt hatdsvéltozo.

Vizsgilt vegyi anyag: az e vizsgdlati modszerrel vizsgdlt barmely anyag vagy keverék.

Szaporulat: az élGanyag vizsgdlat alatti mennyiségi novekedésének a kifejezésére haszndlt mérési valtozo értéke; az
expozicids id6 végén mért véltozdérték minusz az expozicids id6 kezdetén mért valtozoérték.
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2. fliggelék

A vizsgilathoz bizonyitottan alkalmas térzsek

Zoldalgdk

Pseudokirchneriella subcapitata, (régebbi elnevezéssel Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 2784, 61.81 SAG

Desmodesmus subspicatus (régebbi elnevezéssel Scenedesmus subspicatus) 86.81 SAG

Kovamoszatok

Navicula pelliculosa, UTEX 664

Cianobaktériumok

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

Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

A torzsek eredete

Az ajanlott torzsek egyfaju algatenyészetként beszerezhetSek az aldbbi torzsgytijteményekbdl (dbécésorrendben):

ATCC: American Type Culture Collection
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

Egyesiilt Allamok

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

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria LA22 OLP

Egyesiilt Kirdlysdg

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

37073 Gottingen

NEMETORSZAG

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

Egyesiilt Allamok
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A javasolt fajok fenotipusa és jellemz§i

P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
. Hajlott, csavart Ovalis, f6ként . Ovilis sejtekbd] J
Jellemz6k egyedi sejtek egyedi sejtek Paledk all6 fonalak Palcak
Meéret (hossz x szélesség) pm 8-14x2~- | 7-15%x3~ 7,1 x 3,7 45x3 6 x1
3 12

Sejttérfogat (pm?/sejt) 40 - 60 (1) 60 — 80 (1) 40 -50 (1) 30 - 40 (1) 2,5()
Sejt szdraz tomege (mg/sejt) 2-3x10% | 3-4x108 | 3-4x10"% | 1-2x10"% | 2-3x10"°
Szaporodasi sebesség (*) (nap~ ) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 =20-24

(") Elektronikus részecskeszamldloval mérve
(® A méretbdl szdmitva
(*) Leggyakrabban tapasztalt szaporoddsi sebesség OECD-tdpoldatban kb. 70 pE m~2 s~ fényerénél és 21 °C-on

Egyedi ajanldsok a vizsgdlathoz ajdnlott fajok tenyésztésére és kezelésére
Pseudokirchneriella subcapitata és Desmodesmus subspicatus

Ezeket a zoldalgdkat dltalaban konny( fenntartani kiilonféle tdpoldatokban. A megfelelS tipoldatrol a tenyészetgytijte-
ményektd] szerezhet§ be informdci6. A sejtek 4ltaldban kiilondlldak, és a sejtstirtiség konnyen mérhetd elektronikus
részecskeszamldloval vagy mikroszkoppal.

Anabaena flos-aquae

Torzstenyészet fenntartdsira szdmos tapoldat haszndlhatd. Kilonosen fontos, hogy megtjitaskor elkeriljik az
egyszeres (batch) tenyészet talfutdsdt az exponencidlis fazison, mert azutdn mdr nehéz helyredllitani a tenyészetet.

Az Anabaena flos-aquae fonaltelepekben fejlédik. Ezek mérete a tenyésztési koriilményekkel valtozik. Mikroszk6pos
vagy elektronikus részecskeszamlalval végzett élGanyag-meghatirozashoz fontos lehet ezeknek a telepeknek a
szétoszlatdsa.

Részmintdk ultrahangos kezelése haszndlhaté a lancok szétoszlatdsdra, hogy csokkenjen a sejtszamldlds véltozé-
konysdga. A fonalak rovidebb szakaszokra toréséhez szitkségesnél hosszabb ultrahangos kezelés roncsolhatja a
sejteket. Az ultrahangos kezelés intenzitdsanak és hosszdnak minden kezelésnél azonosnak kell lennie.

A viltozékonysdg kompenzaldsdnak el@segitése céljabol elegendGen nagy szamud mezdben kell a szamlaldst végezni a
hemocitométerben (legaldbb 400 sejt). Ez noveli a mikroszkopos stirtiségmeghatdrozds megbizhatésagat.

Elektronikus részecskeszdmldlé haszndlhaté az Anabaena teljes sejttérfogatdnak meghatdrozdsahoz, a sejtfonalak
6vatos ultrahangos széttorése utdn. Az ultrahang energidjat agy kell bedllitani, hogy elkeriiljik a sejtek roncsolasat.

Orvénykevers (vortex) segitségével vagy hasonlé alkalmas modszerrel biztositani kell, hogy a lombikok beoltdsira
alkalmazott algaszuszpenzié megfelelGen el legyen keverve és homogén legyen.

A lombikokat kb. 150/perc fordulatszdmii korpélyds, vagy lengémozgdsi rdzdasztalra kell helyezni. Mds
megolddsként szakaszosan keverés is haszndlhatd az Anabaena Osszetapaddsi hajlamdnak csokkentésére. Ha
osszetapadds torténik, tigyelni kell arra, hogy az él6anyag-mérésekhez szitkséges mintdk reprezentativak legyenek. Az
osszetapadt algdk szétvalasztdsdhoz erdteljes keverés lehet szitkséges a mintavétel eldtt.
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Synechococcus leopoliensis

Torzstenyészet fenntartdsira szdmos tapoldat haszndlhatd. A megfelel§ tdpoldatrdl a tenyészetgydjteményektdl
szerezhetd be informadcio.

A Synechococcus leopoliensis kiilondllé pdlca alakd sejtek formdjaban szaporodik. A sejtek nagyon kicsik, ami
megneheziti az él6anyag-meghatdrozdshoz sziikséges mikroszkopos sejtszdmldldst. Jol haszndlhatok a kb. 1 pm
méretl részecskék szdmldsdra alkalmas elektronikus részecskeszamlalok. In vitro fluorometriai mérések szintén
alkalmazhaté6ak.

Navicula pelliculosa

Torzstenyészet fenntartdsira szdmos tdpoldat haszndlhat6. A megfelel§ tdpoldatrdl a tenyészetgytjteményektdl
szerezhetd be informdcio. Figyelni kell arra, hogy a tdpoldatban lennie kell szilikdtnak.

A Navicula pelliculosa bizonyos koriilmények kozott telepeket hozhat 1étre. A lipidtermelés kovetkeztében az algasejtek
néha hajlamosak rétegekben 6sszegytlni a felszinen. Ilyen koriilmények kozott az él6anyag mennyiségének meghatd-
rozésdhoz leveend§ mintdk esetében specidlis intézkedések sziikségesek ahhoz, hogy a mintdk reprezentativak
legyenek. Erételjes rdzds, pl. orvénykeverd haszndlata lehet sziikséges.
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3. fiiggelék

Tépoldatok

A kovetkezd két tépoldat egyike haszndlhaté:

— OECD-tdpoldat: Az OECD 201. vizsgélati irdnymutatdsdban haszndlt eredeti tdpoldat, megfelel az ISO 8692-nek
is.

— Az USA Kornyezetvédelmi Hat6sdganak (EPA) AAP-tdpoldata, megfelel az ASTM-nek is.
Ezeknek a tdpoldatoknak az elkészitése sordn laboratériumi reagenseket vagy analitikai tisztasdgli vegyszereket, és

ionmentesitett vizet kell haszndlni.

Az AAP-tipoldat (USA EPA) és az OECD 201. vizsgilati irinymutatdsiban hasznalt tipoldat osszetétele.

Osszetevs AAP OECD
mg/l mM mg/l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,Cl 15,0 0,280
MgCL, -6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl,2(H,0) 441 0,0300 18,0 0,122
MgSO,:7(H,0) 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCl,-6(H,0) 0,160 0,000591 0,0640 0,000237
Na,EDTA-2(H,0) 0,300 0,000806 0,100 0,000269*
H,BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
MnCl,-4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
Zn(l, 0,00327 0,000024 0,00300 0,0000220
CoCl,+6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,MoO,-2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 0,0000289
CuCl,2(H,0) 0,000012 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 8,1
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Az EDTA-vas molardny kissé nagyobb 1-nél. Ez megakadalyozza a vas kicsap6ddsat, és ugyanakkor a keldtképz8dés a
nehézfém-ionokkal a lehetd legkisebb lesz.

A Navicula pelliculosa kovamoszattal végzett vizsgdlat sordn mindkét tipoldathoz Na,SiO;-9H,0-t kell adni tgy, hogy

a koncentracié 1,4 mg Sifl legyen.

A tdpoldat pH-jat akkor kell mérni, amikor egyenstly van az oldat karbondttartalma és a kornyezeti levegGben 1évé
CO, parcidlis nyomadsa kozott. Kozelitd osszefiiggés a 25 °C-on mért pH és a moldris bikarbondtkoncentracié kozott:

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

15 mg NaHCO;[l-rel pH,, = 7,5 (EPA-tdpoldat), és 50 mg NaHCO,/l-rel pH,, = 8,1 (OECD-tdpoldat).

A kisérleti oldatok elemi dsszetétele

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

Az OECD-tdpoldat elkészitése

Koncentraci6 a torzsoldatban

1.

torzsoldat: makrotdpanyagok

NH,Cl 1,5 g/l
MgCl, - 6H,0 1,2 g/l
CaCl, - 2H,0 1,8 g/l
MgSO0, - 7H,0 1,5 gl
KH,PO, 0,16 g/l
2. torzsoldat:

vas

FeCl, - 6H,0 64 mg/l
Na,EDTA - 2H,0 100 mg/l
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Téapanyag Koncentracio a torzsoldatban
3. torzsoldat:
nyomelemek
H,BO, 185 mg|l
MnCl, - 4H,0 415 mg|l
ZnCl, 3 mgfl
CoCl, - 6H,0 1,5 mg/l
CuCl, - 2H,0 0,01 mg/l
Na,MoO, - 2H,0 7 mg|l
4. torzsoldat:
bikarbondt
NaHCO, 50 g/l
Na,Si0, -9H,0

A torzsoldatokat membransziiréssel (itlagos pérusdtmérd 0,2 pm ) vagy autokldvban (120 °C, 15 perc) sterilizdlni
kell. Az oldatokat 4 °C-on, sotét helyen kell tarolni.

A 2. és 4. torzsoldatokat nem szabad autokldvban kezelni, hanem membransziiréssel kell 8ket sterilizalni.
Készitsiik el a tdpoldatot az 1-4. torzsoldatokbol vett megfeleld térfogatok és viz dsszekeverésével:
Adjunk kb. 500 ml sterilizalt vizhez:

10 ml-t az 1. torzsoldatbdl

1 ml-t az 2. torzsoldatbdl

1 ml-t az 3. torzsoldatbdl

1 ml-t az 4. torzsoldatbol

Toltsiik fel az oldatot 1 000 ml-re sterilizalt vizzel.

Viarjuk meg, hogy a tdpoldat egyensiilyba keriiljon a kornyezetben 1év8 CO,-vel, szitkség esetén buborékoltassunk at
az oldaton steril, szfirt levegét néhdny 6ran keresztiil.

Az EPA-tipoldat elkészitése

1. Adjunk a 2.1-2.7. pontban felsorolt torzsoldatok mindegyikébsl 1-1 ml-t kb. 900 ml ionmentesitett vagy
desztillalt vizhez, majd higitsuk fel 1 literre.

2. A makrotdpanyagok torzsoldatainak készitéséhez oldjuk fel az alabbiakat 500 ml ionmentesitett vagy desztillalt
vizben. A 2.1.,a 2.2, a 2.3. és a 2.4. pontban szerepl§ reagensek egyesithetdk egy torzsoldatba.

2.1 NaNoO, 12,750 g.

2.2 MgCl,-6H,0 6,082 g.
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2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.8

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

CaCl,2H,0 2,205 g.

Mikrotdpanyagok torzsoldata (lasd a 3. pontot).

MgSO,-7H,0 7,350 g.
K,HPO, 0,522 g.
NaHCO, 7,500 g.
Na,Si0,-9H,0 Lasd az 1. megjegyzést.

1. megjegyzés: Csak kovamoszatfajokhoz alkalmazand6. Beadhaté kozvetlenil (202,4 mg) vagy torzsoldat
formdjdban gy, hogy 20 mg/l Si legyen a tdpoldatban a végkoncentraci6.

A mikrotdpanyagok torzsoldatinak elkészitéséhez oldjuk fel az aldbbiakat 500 ml ionmentesitett vagy desztilldlt
vizben:

H,BO, 92,760 mg.

Mn(Cl,-4H,0 207,690 mg.

ZnCl, 1,635 mg.

FeCl,6H,0 79,880 mg.

CoCl2-:6H20 0,714 mg.

Na2MoO,2H,0 3,630 mg.

CuCl,2H,0 0,006 mg.

Na,EDTA-2H,0 150,000 mg. [Dinatrium-(etiléndinitrilo)tetraacetat].
Na,Si0,-9H,0 0,005 mg Lasd a 2. megjegyzést.

2. megjegyzés: Csak kovamoszatfajok torzstenyészetének tapoldatdban alkalmazando.
Allitsa be a pH-t 7,5 + 0,1 értékre 0,1 N vagy 1,0 N NaOH-dal vagy HCl-dal.

Szlirje a tdpkozeget steril edénybe, vagy 0,22 pm-os membréanszlirn, ha részecskeszdmlélot haszndl, vagy 0,45
pm-os szlir6n, ha nem részecskeszdmlalét haszndl.

Felhaszndldsig tdrolja a tdpoldatot s6tét helyen, kb. 4 °C-on.
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4. fuggelék

Példa algatenyésztési eljardsira

Altalinos megjegyzések

Az aldbbiakban ismertetett eljardsok alapjan végzett tenyésztés célja a toxicitdsvizsglatokhoz hasznilhat6 algatenyé-
szetek létrehozdsa.

Az algatenyészetek bakteridlis fert6zGdésének elkeriilése érdekében megfelel6 modszereket kell haszndlni. Tiszta
(axenikus) tenyészetek kivanatosak lehetnek, de egyfajii algatenyészeteket kell 1étrehozni és felhaszndlni.

Minden beavatkozast steril koriilmények kozott kell végezni, elkerillendd a baktériumokkal, vagy mds algdkkal
torténd szennyezGdést.

Eszkozok és anyagok

Lasd a vizsgalati mddszer alatt: Eszkozok.

Eljardsok algatenyészetek elGallitisihoz
Tdpoldatok készitése:

A tdpoldat minden tdpséjat tomény torzsoldatként készitik, és sotét hideg helyen tdroljdk. Ezeket az oldatokat
szliréssel vagy autokldvban sterilizdlni kell.

A tdpoldat a megfelel§ mennyiségii torzsoldat desztillalt vizhez valé hozzdaddsaval késziil, tigyelve arra, hogy ne
torténjen befert6zGdés. Szildrd taptalajhoz 0,8 % agart kell adni.

Torzstenyészet:

A torzstenyészetek kis algatenyészetek, amelyeket rendszeresen friss tdptalajba kell oltani azért, hogy kezdeti vizsgalt
anyagként szolgdljanak. Ha nem haszndlnak rendszeresen tenyészeteket, akkor azokat ferde agarra kell széleszteni. E
tenyészeteket minden két honapban legalabb egyszer friss médiumba kell oltani.

A torzstenyészeteket a megfelel§ tdpoldatot tartalmazé kapos lombikokban (kériilbeliil 100 ml-es Grtartalommal) kell
szaporitani. Amikor az algdkat 20 °C hémérsékleten inkubaljdk folyamatos megvildgitds mellett, hetenkénti dtoltds
szitkséges.

Az dtoltds sordn bizonyos mennyiségli »régi« tenyészetet kell dtvinni steril pipettdkkal egy friss tdpfolyadékot
tartalmazé lombikba tgy, hogy a gyorsan novekvd fajtdk esetében a kezdeti koncentrdcié koriilbelil a régi
tenyészetnek a szdzadrésze legyen.

Valamely fajta novekedési ratdja a novekedési gorbe segitségével hatdrozhaté meg. Ha ez ismert, meghatdrozhaté az a
stirtiség, amelynek elérésekor a tenyészetet at kell oltani. Ezt azelStt kell végrehajtani, mielStt a tenyészet eléri az
elpusztulasi fazist.

Elgtenyészet:

Az el6tenyészetnek megfelel6 mennyiségii algat kell termelnie, amiket a vizsgdlt kultdrdkndl oltéanyagként lehet
alkalmazni. Az elGtenyészetet a kisérleti koriilmények kozott inkubdljuk és akkor haszndljuk fel, amikor még
exponencidlisan szaporodd fazisban van, szokdsosan 2-4 napos inkubdcids idGszakot kovetden. Azon algatenyé-
szeteket, amelyek deformdl6dtak vagy abnormalis sejteket tartalmaznak, ki kell dobni.
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5. fiiggelék

Adatelemzés nemlinedris regresszioval
Altaldnos szempontok

Az algaszaporoddsi és mds mikrobioldgiai szaporoddsi vizsgdlatokban a vilasz — az él6anyag névekedése —
természeténél fogva folyamatos, azaz metrikus véltozo. Folyamatsebesség, ha a szaporoddsi sebességet haszndljuk,
illetve annak id§ szerinti integrélja, ha az él6anyag tomegét vélasztjuk. Mindkettd olyan nem kezelt, kontrollismétlé-
sekben fellépd, megfelel§ valasz dtlagahoz van viszonyitva, amelyek maximdlisan reagdltak az adott koriilményekre —
az algds vizsgélatokndl ezek kozill meghatdrozé tényezd a fény és a hémérséklet. A rendszer statisztikai eloszldsy,
azaz homogén, és az élGanyag kontiniumnak tekinthetd, nem pedig 6ndllé sejteknek. Ilyen rendszereknél a jellemzd
vélasz szérdsnégyzet-eloszldsa kizdrolag a kisérleti tényezSktSl (amelyeket jellemz8en a log/normdl vagy a normal
hibaeloszlds ir le) fiigg. Ezzel szemben, a jellemz8 bioldgiai kisérletek kvantdlt adatokkal szolgdlnak, amelyeknél az
ondllé organizmusok tlirésérdl (ami jellemzGen binomidlis eloszldst) gyakran feltételezik, hogy az a meghatdrozé
komponens a szérdsnégyzetben. A kontrollmintdban fellépd hatdsok ekkor nulldval, vagy a héttérszinttel egyenlGek.

Egyszerii esetben a normélt vagy relativ vélasz, r, monoton csokken 1-t8l (nulla gatlds) 0-ig (100 szdzalékos gitlas).
Megjegyzendd, hogy minden hatdssal egyiitt jir egy belsG hiba, és hogy a megjelend negativ gatldsok csak véletlen
hiba eredményeként szdmolhatok.

Regressziészdmitds
Mintdk

A regresszidanalizis célja, hogy egy matematikai regresszios fuggvény — Y=f(C), vagy még gyakrabban F(Z), ahol Z =
log C - formdjdban mennyiségileg leirja a koncentrcio-valasz gorbét. A fuggvény inverze, a C = 1 (Y), segitségével
kiszdmithatok az ECx értékek, koztikk az ECy,, EC,, és EC,,, valamint ezekre a 95 %-os megbizhatésighoz tartozd
hatdrok. Tobb egyszeri matematikai fiilggvény bizonyitottan jol leirja az algakkal végzett szaporoddsgdtldsi vizsgdla-
tokban kapott koncentracié-vélasz osszefiiggéseket. Ilyen fuggvény példdul a logisztikai egyenlet, az aszimmetrikus
Weibull-egyenlet, és a log/normdl eloszldsi fiiggvény, amelyek mind szigmoid gérbék, melyek aszimptotikusan
kozelitenek 0-hoz, ha C — 0- hoz, illetve 1-hez, ha C — a végtelenhez.

Ujabban ajanlott a folytonos kiiszobérték-fiiggvényre alapulé modellek (mint pl. a Kooijman-modell a »populdciéns-
vekedés gdtldsdrac, Koojjman és mtsai, 1996) hasznalata, akdr az aszimptotikus modellek alternativdjaként. Ez a
modell feltételezi, hogy egy adott kiiszobérték, EC,+, alatt a koncentriciéknak nincs hatdsa, és ennek a
kiiszobértéknek a meghatdrozdsa a koncentrici6-vilasz gorbe egy, a kezdSpontban nem differencialhaté egyszert

s sz

folyamatos fuiggvény segitségével torténd extrapoldcidjaval és a koncentrdcibtengely metszésével torténik.

Megjegyzends, hogy az analizis lehet a legkisebb négyzetek osszegének modszere (dllandd szérdsnégyzetet
feltételezve), vagy a stlyozott legkisebb négyzetek médszere, ha a szérdsnégyzet heterogenitdsa kompenzdlva van.

Eljdrds

Az eljards vézlatosan a kovetkezd: Vélasztani kell egy megfelels fuggvényt, az Y = f(C) — t, és nem linedris regresz-
szioval rd kell illeszteni az adatpontokra. LehetGség szerint az egyes lombikokbdl szdrmazé méréseket haszndljuk, ne
pedig az ismétlések dtlagait, hogy a lehetd legtobb informdacidt nyerjik ki az adatokbdl. Ha viszont a szérdsnégyzet
értéke nagy, akkor a gyakorlati tapasztalatok azt mutatjik, hogy az ismétlések dtlagai szilirdabb matematikai becslést
eredményezhetnek, amelyet csak kevéssé befolydsolnak az adatokban meglév$ véletlen hibdk, mint a minden egyes
megtartott adatpont haszndlata.

Az illesztett gorbe és a mért adatok megszerkesztése utdn meg kell vizsgélni, hogy a gorbe illeszkedése megfelelG-e. A
killonbségek elemzése kiilonosen hasznos eszkoz lehet erre a célra. Ha a koncentrdci6-vélasz pontokra vald
illesztéshez vélasztott fiiggvény nem irja le jOl a teljes gorbét, vagy annak egy adott, alapvetSen fontos részét — mint
példdul a kis koncentrdciokndl jelentkez6 hatdsokat —, akkor egy mdsik illesztési megolddst kell vélasztani, a
szimmetrikus helyett példdul aszimmetrikus gorbét, mint pl. a Weibull-fiiggvényt. Negativ gatlds esetén probléma
lehet példdul a logaritmikus/normél eloszlasi figgvénnyel, ekkor szintén egy masik regresszi6figgvényt kell haszndlni.
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Az ilyen negativ értékek nulldval vagy kis pozitiv szdmmal torténd helyettesitése nem ajinlott, mert torzitja a
hibaeloszlast. Célravezetdbb lehet mésik illesztést hasznélni az érintett szakaszokra — példdul arra, ahol a szaporodis-
gatlds kismértékd —, egy adott EC,, érték meghatdrozdsa céljdbdl. Az illesztési egyenletbdl ki kell szdmitani (inverz
szamitassal, C = f-1 (Y)) az EC, jellemz8 pontértékeit, és a mérési jegyz8konyvben meg kell adni legalabb az EC;,-re
és egy vagy két EC,,-re kapott értékeket. A gyakorlati tapasztalat azt mutatja, hogy az algds vizsgalatok pontossiga
dltaldban elfogadhatéan pontos becslést tesz lehetdvé 10 %-os gatldsi szinten, ha van elég adatpont — kivéve, ha
zavaré tényezdként stimuldcié fordul el6 kis koncentraciékndl. Az EC,,-becslés pontossdga gyakran lényegesen jobb,
mint az EC,-é, mert az EC,, rendszerint a koncentrcié-valasz gorbe kozépss, kozelitSleg linedris szakaszara esik. A
szaporoddsstimuldcié miatt néha nehéz az EC et értelmezni. Osszefoglalva, noha az EC,, 4ltaldban kielégits
pontossdggal meghatarozhat6, mindig ajanlott az EC,, feltiintetése is a mérési jegyzGkonyvben.

Stilyozé tényezék

A tapasztalati szordsnégyzet dltaldban nem allandd, és rendszerint tartalmaz egy proporciondlis tagot, ezért el6nyGs
rutinszerfien sulyozott regressziot végezni. Az ilyen analizishez hasznalt stlyozé tényezdék éltaldban forditottan
ardnyosak a szérasnégyzettel:

W, = 1/Var(r)

Sok regresszi6elemzé programban lehetéség van a stlyozott regresszidanalizisre igy, hogy a stilyozé tényezék egy
tdbldzatban vannak felsorolva. Kényelmi szempontbdl a stlyozé tényezéket célszeri normadlni, megszorozva ket nf
S w-vel (ahol n az adatpontok szdma), hogy az 6sszegiik egyenld legyen 1-gyel.

A hatdsvdltozdék normdldsa

A kontrollmintdval kapott hatdsok atlagdval torténd normadlds elvi problémékat vet fel és meglehetGsen bonyolult
szérdsnégyzet-szerkezethez vezethet. Ha a szaporoddsgitlds szdzalékos meghatdrozdsihoz a kapott hatdsértékeket
elosztjuk a kontrollmintdval kapott hatdsok 4tlagaval, tovabbi hibét visziink be, amit a kontrollminta dtlaganak hibdja
okoz. Ha ez a hiba nem elhanyagolhatban kicsi, akkor a regresszidhoz és a megbizhatdsdgi hatdrokhoz haszndlt
stlyozé tényezdket korrigdlni kell a kontrollmintdk kovariancidjaval (Draper és Smith, 1981). Megjegyzendd, hogy
nagyon fontos a kontrollmintdkkal kapott hatdsértékek becsilt 4tlagdnak a pontossdga, hogy a lehetS legkisebb
legyen a relativ vélasz altaldnos szérdsnégyzete. Ez a szdrdsnégyzet a kovetkezs:

(az i als6 index az i-dik koncentracidkat, a 0 alsé index pedig a kontrollmintdkat jeloli)
Yi = Relativ hatds = r,jr, = 1 - 1=f (C)
Var(Y ) = Var (r)fr,) = (OYi | O r)? - Var(r) + (O Y,/ O r,)? - Var(r,) szoérdsnégyzettel
ésmivel (OY,/Or)=1ryand O Y,/ O r,) = 1/r,
normél eloszldst adatoknal és m, és m, ismétlésekkel: Var(ri ) = 0?/mi
a relativ hatds, Y, teljes szérdsnégyzete igy a kovetkezs:
Var(Y) = 0?/(r,2 'm) + 1.2 - 0%[r,* - m,

A kontrollmintdk 4tlagdnak hibdja forditottan ardnyos az dtlagolt kontroll ismétlések szdmanak négyzetgyokével, és
néha indokolt lehet régebbi adatok is felhaszndlni és igy nagymértékben csokkenteni a hibat. Mds megolddsként
mell6zhetS az adatok normdldsa és az illesztést az abszolut hatdsértékekre kell elvégezni, beleértve a kontrollminta
hatdsadatait is, de ekkor Ujabb paraméterként be kell vezetni a kontrollminta hatdsértékét, amelyre nem linedris
regresszi6val el kell végezni az illesztést. A szokdsos 2-paraméteres regressziéegyenlet esetén ehhez a médszerhez 3
paraméter illesztése szitkséges, és igy tobb adatpontot igényel, mint az elSre bedllitott kontrollminta-vilasz
segitségével normdlt adatokon végzett nem linedris regresszio.
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Inverz konfidenciaintervallumok

A nem linedris regresszié konfidenciaintervallumainak inverz becsléssel torténd kiszdmitdsa meglehet&sen bonyolult
és a szokdsos statisztikai szamitogépes programcsomagokban ez a lehetdség nem is dll rendelkezésre. A koriilbeliili
megbizhatdsagi hatdrok megkaphatok szokdsos nem linedris regresszids programmal, a paraméterek megvéltozta-
tasaval (Bruce és Versteeg, 1992), ami a matematikai egyenletnek az dtirdsat jelenti a kivant pontbecslésekkel, pl. az
EC,,-zel és az EC,,nel mint megbecsiilendS paraméterekkel. (Legyen a fiiggvény I = f (a, f, koncentricid) és a
definidlé egyenletek, f (a, B, EC,) = 0,1 és f (a, B, EC5) = 0,5 felhaszndldsdval helyettesitsik be az f (a, B,
koncentrécid) fiiggvényt egy ekvivalens g (EC,,, EC,,, koncentrcio) fiiggvénnyel.

Kozvetlenebb szdmitds (Andersen és mtsai, 1998) végezhetd az eredeti egyenlet megtartdsdval és az r; és r, dtlagok
koriili Taylor-sorfejtés felhaszndldsaval.

Ujabban a visszatevéses mintavételes (bootstrap) médszerek valtak népszertivé. Ezek a médszerek mért adatokat, és
véletlenszdm-generdtor dltal irdnyitott gyakori mintavételt haszndlnak a tapasztalati szérdsnégyzet eloszldsinak
becslésére.
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4. A C.11. fejezet helyébe a kovetkez§ szoveg 1ép:
,C.11. ELEVENISZAP LEGZESGATLO HATASANAK VIZSGALATA (SZEN ES AMMONIUM OXIDACIOJA)
BEVEZETES

1. Ez a vizsgdlati médszer egyenértékdi az OECD 209. vizsgalati irdinymutatdsdban (2010) lefrt moédszerrel. Ez a
vizsgalati médszer egy olyan mddszert ir le, amellyel igy mutathat6 ki valamely vegyi anyag hatdsa az eleveni-
szapbol szdrmazé mikroorganizmusok (f6ként baktériumok) mikodésére, hogy meghatdrozott koriilmények
kozott a vizsgdlt vegyi anyag kiilonb6z8 koncentracidinak jelenlétében mérik a 1égzés sebességét (szén és
ammoénium oxiddcidja). A vizsgdlati médszer az ETAD (a festékanyag gydrtdipar okoldgiai és toxikoldgiai
egyesiilete) vizsgdlatan (1) (2), az OECD kordbbi 209. vizsgélati irdnymutatdsdn (3) és a médositott ISO 8192
szabvdnyon (4) alapul. A vizsgdlat célja, hogy gyors sziirést tegyen lehetévé a vegyi anyagok azon hatdsdnak
értékelésére, amelyet a szennyvizkezel§ telepek eleveniszapos bioldgiai (aerob) szakaszdban kozremdikodd
mikroorganizmusokra gyakorolnak. A vizsgdlati eredmények a vizsgalt vegyi anyagok bioldgiai lebonthat6sagi
vizsgalatok sordn haszndland6é megfeleld, nem gitl6 koncentracidinak indikdtoraként is szolgalhatnak (példdul e
melléklet C.4. A-F, C.9., C.10., C12. és C29. fejezetei, az OECD 302C. vizsgélati irdnymutatdsa). Ebben az
esetben a vizsgdlatot — a koncentrdci6tartomdny-meghatdrozdsi vagy hatdrérték-vizsgalathoz hasonléan (ldsd a
39. pontot) — sziirGvizsgalatként is lehet végezni, kizdrdlag a teljes 1égzést figyelembe véve. Ezt az informdciot
azonban 6vatosan kell kezelni a gyors biologiai lebonthatdsdgi tesztek esetében (e melléklet C.4. A-F és C.29.
fejezetei), amelyeknél az oltbanyag koncentricidja lényegesen alacsonyabb, mint az e vizsgdlati mddszerben
hasznalt koncentracid. S6t, a gitldsnak az ebben a 1égzési vizsgdlatban megfigyelt hidnya nem jelent automa-
tikusan nem gatlo feltételeket az e melléklet C.4. A-F és C.29. fejezetében tdrgyalt gyors bioldgiai lebonthatdsagi
vizsgalatban.
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2. Osszességében tgy tiinik, hogy a 1égzésgétldsi vizsgdlatot els6 megjelenése 6ta sikerrel alkalmazzdk, de néhdny
alkalommal hamis eredményeket jelentettek, pl. (2) (4) (5). A koncentrdciéval Gsszefiiggd 1égzési gorbék néha
kétfazistak, a dézis-vilasz gorbék eltorzultak és az EC-értékek varatlanul alacsonyak voltak (5). A vizsgélatok
azt mutattdk, hogy ilyen eredmények akkor adédnak, ha a vizsgdlatban haszndlt eleveniszap jelent6s mértékben
nitrifikdl, és a vizsgdlt vegyi anyag nagyobb hatdst gyakorol az amménium oxiddcidjdra, mint az dltaldnos
heterotrof oxiddciora. Ezért ezeket a hamis eredményeket tgy lehet lekiizdeni, ha a nitrifikdci6 egy specifikus
inhibitora segitségével tovabbi vizsgdlatokat végeznek. Ha az oxigénfelvételi ardnyokat egy ilyen inhibitor, pl. N-
allil-tiokarbamid (ATU) jelenlétében és anélkiil mérik, kiilon kiszdmithatd a teljes, a heterotréf és a nitrifikdcios
oxigénfelvételi arany (4) (7) (8). Igy meg lehet hatdrozni a vizsgilt vegyi anyagnak a két folyamatra gyakorolt
gatlé hatdsait, és a szerves szén oxiddcié (heterotrof) és az ammonium-oxiddci6 (nitrifikdcio) EC,-értéke a
szokdsos médon szdmithato. Meg kell jegyezni, hogy bizonyos ritka esetekben az N-allil-tiokarbamid gatlo
hatdsa részlegesen vagy teljesen semlegesitGdhet a vizsgdlt vegyi anyagokkal vagy a tdpoldat-kiegészitSkkel, pl.
Cu**-ionokkal torténé komplexképz8dés eredményeként (6). A Cu*-ionok elengedhetetlenek a Nitrosomonas
baktériumok esetében, de nagyobb koncentriciéban toxikusak.

3. A szennyviz aerob kezelése sordn torténd nitrifikdcid, amely a nitrogénvegyiiletek szennyvizekbdl — a gdz
halmazéllapotii termékek denitrifikdcidja dltal — torténd eltdvolitdsdnak egy sziikséges lépése, egyre siirgetGbbé
vélt, killonosen az eurdpai orszdgokban; az EU most alacsonyabb hatdrértéket hatdrozott meg a befogadd
vizekbe kibocsdtott kezelt szennyvizek nitrogénkoncentracija tekintetében (1).

4. A legtobb esetben a szerves szén oxiddciés folyamataira gyakorolt hatds értékelésére szolgdlé modszer
onmagaban elegendS. Ugyanakkor bizonyos esetekben kizdrdlag a nitrifikdciora gyakorolt hatds vizsgdlatdra,
vagy kilon-killon a nitrifikdciora és a szerves szén oxiddcidjara gyakorolt hatds vizsgdlatdra van sziikség az
eredmények értelmezése és a hatdsok megértése érdekében.

A VIZSGALATI MODSZER ELVE

5. Szintetikus szennyvizzel tdplalt eleveniszap-mintdk légzési sebességét mérik egy oxigén-elektrodot tartalmazd
zdrt celldban, hdromérds érintkezési id6t kovetSen. A redlis expoziciés forgatokonyv mérlegelése alapjin
hosszabb érintkezési id6re lehet szikség. Ha a vizsgdlt vegyi anyag gyorsan lebomlik, pl. abiotikusan hidrolizis
utjdn, vagy illékony, és a koncentrdciéjit nem lehet megfelelGen fenntartani, rovidebb expoziciés id6t (pl. 30
perc) lehet haszndlni. Az egyes eleveniszap-sorozatok érzékenységét az expozicié napjin megfelel§ referencia-
vegyianyaggal ellendrizni kell. A vizsgalatot altaldban a vizsgélt vegyi anyag EC -értékének (pl. ECs,) és/vagy az
észlelhetd hatdst még nem okozd koncentraciénak (NOEC) a meghatdrozasahoz hasznaljak.

6. Az oxigénfelvétel mértékének N-allil-tiokarbamid — az ammoénium els§ szintdi nitrifikdlé baktériumok altal
nitritté torténd oxidaciéjanak specifikus inhibitora — tédvollétében és jelenlétében torténd mérésével a szerves
szenet oxiddlé mikroorganizmusok oxigénfelvételének gdtlisit az ammoéniumot oxiddlé mikroorganizmusok
oxigénfelvételének gatlasdtdl elkilonitve is ki lehet fejezni. Ebben az esetben az oxigénfelvétel sebességének
szazalékos gatldsat gy szamitjdk ki, hogy az oxigénfelvételnek a vizsgdlt vegyi anyag jelenlétében mutatott
sebességét a specifikus inhibitor, az N-allil-tiokarbamid jelenlétében és tavollétében egyardnt Gsszehasonlitjak a
vizsgdlt vegyi anyagot nem tartalmaz6 megfelel§ kontrollok dtlagos oxigénfelvételi sebességével.

7. Az abiotikus folyamatokbdl szarmazé oxigénfelvételt gy lehet kimutatni, hogy a vizsgilt vegyi anyagbol,
szintetikus szennyviz tdpoldatbdl és vizbdl allo, eleveniszapot nem tartalmazé keverékben meghatdrozzak az
oxigénfelvételi sebességet.

A VIZSGALT VEGYI ANYAGRA VONATKOZO INFORMACIOK

8. A vizsgélt vegyi anyag azonositdjat (lehetSleg CAS-szamat), nevét (IUPAC), tisztasdgat, vizben valé oldhatdsagat,
g8znyomasat, illékonysagat és adszorpcids jellemz§it ismerni kell ahhoz, hogy az eredményeket megfelelGen
értelmezni lehessen. Normdlis esetben az illékony vegyi anyagokat nem lehet megfelel6en vizsgdlni, kivéve, ha
killon évintézkedések tesznek (lasd a 21. pontot).

(") ATandcs 1991. majus 21-i 91/271/EGK irdnyelve a telepiilési szennyviz kezelésérél. HLL 135.,1991.5.30., 40-52. 0.
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A VIZSGALATI MODSZER ALKALMAZHATOSAGA

9. A vizsgdlati médszer vizben oldhatd, gyengén oldhaté és illékony vegyi anyagok esetében alkalmazhaté.
Korldtozott oldhatdsdgii vegyi anyagok esetében azonban elSfordulhat, hogy nem mindig lehet megkapni az
EC,,-értéket, illékony vegyi anyagok esetében pedig érvényes eredményeket csak akkor lehet kapni, ha a vizsgélt
vegyi anyag nagyobbik része (mondjuk > 80 %) a reakcidelegyben marad az expozicids periédus(ok) végén.
Tovabbi aldtdmasztd analitikai adatokat kell benytjtani az EC, koncentricié pontositdsa céljabdl, ha a vizsgdlt
anyag stabilitdsit vagy volatilitdsat bizonytalansdg ovezi.

REFERENCIA-VEGYIANYAGOK

10. A referencia-vegyianyagokat rendszeres id6kozonként meg kell vizsgdlni a vizsgalati mddszer és vizsgalati
feltételek megbizhatdsaganak ellenérzése érdekében, illetve az expozicié napjan ellendrizni kell a mikrobidlis
oltéanyagként haszndlt eleveniszap egyes tételeinek érzékenységét. A 3,5-diklor-fenol (3,5-DCP) ajanlott
referencia gatlé vegyi anyagként, mivel a 1égzés ismert inhibitora és szdmos gatlasiftoxicitdsi vizsgalatban
hasznéljdk (4). A réz(ll)-szulfat-pentahidrat szintén hasznalhat6 a teljes 1égzés referencia gatlé vegyi anyagaként
(9). Az N-metil-anilin a nitrifikdcié specifikus referencia-inhibitoraként haszndlhat6 (4).

ERVENYESSEGI KRITERIUMOK ES REPRODUKALHATOSAG

11. A vak (vizsgdlt vegyi anyag vagy referencia-vegyianyag nélkiili) kontrollok oxigénfelvételének sebessége nem
lehet kevesebb, mint 20 mg oxigén per egy gramm eleveniszap (lebegd szilird anyagok szdraz tomege)
Oranként. Amennyiben a sebesség alacsonyabb, a vizsgdlatot mosott eleveniszappal vagy mds forrasbél
szarmaz6 iszappal meg kell ismételni. A kontroll ismétlések oxigénfelvételi sebességének varidcids egyiitthatéja
nem haladhatja meg a 30 %-ot a meghatdrzozé vizsgalat végén.

12. Az ISO dltal 2004-ben szervezett és hdztartdsi szennyvizbdl szdrmazd eleveniszap felhasznaldsival végzett
nemzetkozi korvizsgalatban (4) a 3,5-DCP EC,,-értékét a 2-25 mg/l kozotti tartomdanyban taldltdk a teljes 1égzés
szempontjdbdl, az 5-40 mg/l tartomanyban a heterotréf 1égzés szempontjdbdl, és a 0,1-10 mg/l tartomdnyban
a nitrifikdcids 1égzés szempontjabdl. Ha a 3,5-DCP EC,,-értéke nem a virt tartomdnyban helyezkedik el, a
vizsgdlatot mds forrdsb6l szdrmazd eleveniszappal meg kell ismételni. A réz(ll)-szulfit-pentahidrat EC,,-
értékének az 53-155 mg/l tartomdnyban kell elhelyezkednie a teljes 1égzés szempontjabdl (9).

A VIZSGALATI MODSZER LE[RASA
Vizsgilati edények és késziilékek

13. A szokdsos laboratoriumi berendezéseket, illetve a kovetkezd eszkozoket kell haszndlni:

a) Vizsgalati edények — példdul 1 000 ml-es f6z8poharak az 500 ml reakcidelegy részére (lisd az 5. eszkozt az
1. dbrdn);

b) Az oldott oxigén koncentrdcidjanak mérésére szolgdlé cella és mellékletei; egy megfelel§ oxigén-elektrdd; egy
zdrt cella, amely felsg ires tér nélkill tartalmazza a mintdt, illetve egy érzékeld (pl. a 7., 8. és 9. eszkoz a 2.
fuggelék 1. dbrdjan); alternativ megolddsként egy BOD-palack is hasznilhat6, amely esetében az oxigén-
elektrédot egy alkalmas hiively adapter rogziti a palack nyakdban (lisd a 3. fuggelék 2. abrdjat). Az oxigén-
elektrod beillesztésekor bekovetkezd folyadékvesztés elkeriilése érdekében célszeri elGszor egy tolcsért vagy
tivegesovet behelyezni a hiivelybe, vagy kifelé hajléo peremti edényt haszndlni. Mindkét esetben magneses
keverdt vagy alternativ keverési médszert, pl. dnkeverd szondat kell hasznalni;

c) Semleges anyaggal bevont mdgneses keverdk és kovetdk, amelyek a mérSkamrdban ésfvagy a vizsgdlati
edényekben haszndlhatok;

d) LevegGztetS berendezés: ha sziikséges, stiritett levegSt kell megfelel§ sziir6n a por és az olaj eltdvolitdsa,
illetve vizet tartalmazé mos6 palackokon a levegd nedvesitése érdekében keresztiilvezetni. Az edények
tartalmdt Pasteur-pipettdval vagy mds, vegyi anyagokat nem adszorbedld leveg6ztet§ eszkozzel leveg6ztetni
kell. 150-250 rpm sebességgel iizemeltetett korpdlyds razogépet lehet haszndlni példdul 2 000 ml
kapacitdsi lombikokkal, hogy kielégitsék az iszap oxigénigényét és lekiizdjék az olyan vegyi anyagokkal
kapcsolatos nehézségeket, amelyek tilzott mennyiségti habot termelnek, illékonyak és ezért elvesznek, vagy
nehezen diszpergdlhatok, ha levegdoblitéssel levegGztetik Gket. A vizsgdlati rendszer jellemz8en tobb
folyamatosan levegGztetett és egymdst kovetSen (pl. kb. 10-15 perces id6kozonként) létrehozott, majd
szekvencidlis médon analizdlt f6z6pohdrbdl all. A levegSztetést és a keverékek oxigénfogyasztdsi
sebességének mérését egtyidejiileg lehetGvé tevd validdlt miiszerek is hasznalhatok;
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e) pH-mérd;

f) Centrifuga, dltaldnos asztali centrifuga iszap részére, amely 10 000 m/s? centrifugalis gyorsuldsra képes.
Reagensek

14. Az egész eljards sordn analitikai tisztasdgu reagenseket kell haszndlni.
Viz

15. Kevesebb, mint 1 mg/l DOC-t tartalmazé desztilldlt vagy ionmentesitett vizet kell haszndlni, kivéve, ha
klérmentes csapviz van megadva.

Mesterséges szennyviz tipszer

16. A kozeget ugy kell elkésziteni, hogy az aldbbi OsszetevGket tartalmazza a megadott mennyiségben:

— pepton 16¢
— haskivonat (vagy hasonlé novényi kivonat) 11g¢g
— karbamid 3g
— ndtrium-klorid (NaCl) 0,7¢
— kalcium-klorid-dihidrat (CaCl,, 2H,0) 04¢
— magnézium-szulfat-heptahidrat (MgSO,, 7H,0) 02¢g
— vizmentes kdlium-monohidrogén-foszfat (K,HPO,) 28¢g

— desztillalt vagy ionmentesitett vizzel 1 literre feltoltve

17. 7,5 (¢ 0,5) pH-jt oldatot kell kapnunk. Ha az elkészitett kozeget nem hasznaljuk fel azonnal, sotét helyen 0-4 °
C kozotti hémérsékleten legfeliebb egy hétig, vagy olyan koriilmények kozott lehet tdrolni, amelyek nem
okoznak véltozdst a kozeg Osszetételében. Meg kell jegyezni, hogy ez a szintetikus szennyviz »A szintetikus
detergensekben haszndlt feliiletaktiv anyagok bioldgiai lebonthatdsigdnak meghatdrozdsdhoz javasolt modszer«
cim OECD technikai jelentésben (1976. junius 11.) megadott recept szdzszoros koncentrdtuma, dikdlium-
hidrogén-foszfattal kiegészitve.

18. Alternativ megolddsként a kozeg komponenseit a tarolds elStt egyedileg is sterilizalni lehet, vagy a peptont és a
huskivonatot roviddel a vizsgalat elvégzése el6tt is hozza lehet adni. Hasznalat el6tt a kozeget alaposan meg kell
keverni, és ha sziikséges, a pH-t 7,5 + 0,5 értékre kell bedllitani.

Vizsgilt vegyi anyag

19. A vizben kénnyen old6dé vizsgdlt anyagok esetében torzsoldatot kell késziteni, de csak a maximdlis vizold-
hat6sdg mértékéig (csapadék nem fogadhat6 el). A vizben rosszul old6d6 anyagokat, a kiilonb6zg vizoldha-
tosdgt OsszetevOkbdl dll6 keverékeket és az adszorbens anyagokat kozvetleniil a vizsgalati edényekbe kell mérni.
Ezekben az esetekben torzsoldatok hasznalata is alternativa lehet, ha a vizsgdlt vegyi anyagok oldott koncent-
rdciéit analitikailag meghatdrozzdk a vizsgdlati edényekben (az eleveniszap hozzdaddsa el6tt). Ha vizben old6dé
frakciokat (WAF) készitenek, a vizsgélt vegyi anyagok oldott koncentrdcibinak a vizsgdlati edényekben torténd
analitikai meghatdrozdsa is elengedhetetlen. A szerves olddszerek vagy diszpergdloszerek/emulgedl6szerek
oldhatésdg javitdsa céljabdl torténd haszndlata kerillendd. A torzsoldatok ultrahangos keverése és a
szuszpenziok el6keverése — pl. az éjszaka folyamdn — akkor lehetséges, ha elegendd informaéci6 dll rendelkezésre
a vizsgdlt vegyi anyag ilyen koriilmények kozott mutatott stabilitdsa vonatkozdsdban.

20. A vizsgdlt vegyi anyag kdros hatdssal lehet a vizsgdlati rendszer pH-jdra. A vizsgdlt vegyi anyaggal kezelt
keverékek pH-jat a vizsgdlat feldllitdsa elStt — egy elGzetes vizsgdlat keretében — meg kell hatdrozni annak
megallapitdsa céljabol, hogy a 6 vizsgdlat el6tt szitkség lesz-e a pH kiigazitdsdra, illetve ismét meg kell
hatdrozni a f§ vizsgilat napjdn. A vizsgdlt vegyi anyag vizes oldatait/szuszpenzi6it az oltéanyag hozzdadisa
el6tt semlegesiteni kell, ha szitkséges. Mivel azonban a semlegesités megvdltoztathatja a vegyi anyag kémiai
tulajdonsagait, a vizsgélat céljaitdl fiiggSen tovdbbi vizsgdlatokat is lehet végezni annak értékelése érdekben,
hogy a vizsgdlt vegyi anyag milyen hatdst gyakorol az iszapra a pH beillitdsa nélkiil.
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21. Az illékony vegyi anyagok toxikus hatdsai — kiilonosen az olyan vizsgalatokban, amelyben a levegét buborékol-
tatnak 4t a rendszeren — vdltozd hatdsszinteket eredményezhetnek az expozicidos id6 alatt bekovetkezd
anyagveszteség miatt. Az ilyen anyagokkal 6vatosan kell eljdrni, és el kell végezni az anyagot tartalmazd
kontrollkeverékek anyagspecifikus elemzését, modositva a levegdztetést.

Referencia-vegyianyag

22. Ha 3,5-diklér-fenolt haszndlnak referencia-vegyianyagként, akkor 1,00 g 3,5-diklér-fenolt 1 000 ml vizben
feloldva torzsoldatot kell késziteni (15). Meleg vizet és/vagy ultrahangos keverést kell hasznalni az old6dds
gyorsitdsa érdekében, és az oldatot akkor kell feltolteni a megfelel§ térfogatra, ha szobahdmérsékletre hdilt.
Ugyanakkor azonban biztositani kell, hogy a referencia-vegyianyag szerkezetileg ne médosuljon. Az oldat pH-jat
ellendrizni kell és sziikség esetén NaOH-dal vagy H,SO,-val pH 7-8 értékre ki kell igazitani.

23. Ha réz(ll)-szulfit-pentahidratot haszndlnak referencia-vegyianyagként, akkor 58 mg/l, 100 mg/l és 180 mg/l
(1,8-szeres) koncentrciot haszndlnak. Az anyagot kozvetlenill a vizsgdlati edényekbe mérlegelik (29-50-
90 mg 500 ml teljes térfogathoz). Ezt azutdin 234 ml autokldvozott csapvizzel feloldjak. A réz(Il)-szulfat-
pentahidrdt konnyen oldédik. A vizsgalat kezdetekor 16 ml szintetikus szennyvizet és 250 ml eleveniszapot
adnak hozzd.

A nitrifikdcié specifikus inhibitora

24. 2,32 gfl koncentrdci6ji N-allil-tiokarbamid (ATU) torzsoldatot kell késziteni. Ebbdl a torzsoldatbdl 2,5 ml
hozzdaddsa az 500 ml végs§ térfogatii inkubdcids elegyhez 11,6 mg ATU/l (10- “mol/l) végs6 koncentracidt
eredményez, amely koztudottan elegend§ ahhoz (4), hogy 100 %-ban gétolja a nitrifikdciot az 1,5 g/l lebeg6
szildrd anyagot tartalmazo nitrifikdlé eleveniszapban.

Abiotikus kontroll

25. Bizonyos ritkdn el6forduld helyzetekben egy erds redukdlé tulajdonsagu vizsgélt vegyi anyag mérhetd abiotikus
oxigénfogyasztdst okozhat. Ilyen esetekben abiotikus kontrollokra van szikség, hogy meg lehessen
killonboztetni a vizsgdlt vegyi anyag abiotikus oxigénfelvételét és a mikrobidlis 1égzést. Abiotikus kontrollokat
az oltéanyag vizsgélati keverékekbdl valé kihagydsaval lehet elGéllitani. Oltdanyag nélkili abiotikus kontrollokat
lehet akkor is bevonni, ha aldtdimaszté analitikai méréseket végeznek a vizsgalat expozicids szakaszdban elért
koncentracié meghatdrozdsara, pl. amikor vizben rosszul old6dé vegyi anyagok torzsoldatait kiilonbozé vizold-
hat6sdgt  Osszetevékkel haszndljdk. Meghatdrozott esetekben sterilizdlt oltéanyagmal készitett abiotikus
kontrollra lehet sziikség (pl. autokldvban vagy sterilizdlé toxikus anyagok hozzdaddsdval). Néhdny vegyi anyag
csak akkor termel vagy fogyaszt oxigént, ha a feliilet elég nagy a reakci6hoz, akkor is, ha altaldban sokkal
magasabb hémérsékletre vagy nyomdsra van szitkség ehhez. E tekintetben kiilonos figyelmet kell forditani a
peroxi-vegyiiletekre. A sterilizdlt oltanyag nagy feliiletet biztosit.

Oltbanyag

26. Altaldnos haszndlatra az eleveniszapot a levegéztets medence kilépési pontjan kell gytiteni, vagy a kifolyd
kozelében a tartalybdl, egy tilnyomoérészt hdztartdsi szennyvizet fogadd jol miikods szennyviztisztitd teleprdl.
A vizsgalat céljatdl fuggSen egyéb megfelel tipust vagy forrasbél szarmazé eleveniszap is hasznalhat6 (pl. a
laboratériumban termesztett iszap), ha a szuszpendalt szilird anyag koncentricidja 2-4 g/l. A kiilonbozd
szennyvizkezeld telepekrdl szarmazé iszapok azonban mds jellegzetességeket és érzékenységet mutathatnak.

27. Az iszapot begytijtott dllapotdban is lehet haszndlni, de a durva részecskéket el kell tavolitani, vagy rovid (pl. 5-
15 perces) iilepitéssel és a finomabb szilird anyagokat tartalmazé felsé réteg dekantdldsdval vagy szitdldssal (pl.
1 mm? lyukmérettel). Alternativ megolddsként az iszapot turmixgépben kb. 15 mdsodpercig vagy hosszabb
ideig homogenizdlni lehet, de 6vatossdgra van sziikség az nyirdsi er6k és a hémérsékletvaltozds miatt, amelyek a
hossza ideig tart6 keverés sordn el6fordulhatnak.
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28. Az iszap mosdsdra gyakran sziikség van, példdul ha az endogén légzés alacsony. Az iszapot elGszor egy ideig
centrifugalni kell, pl. 10 percen at kb. 10 000 m/s? centrifugdlis gyorsuldson, hogy tiszta feliliszot és a
szennyviz szildrd anyagaibol 4ll6 iledéket kapjunk. A feliiliiszé folyadékot el kell tavolitani és az iszapot rdzatds
kozben ujra kell szuszpenddlni klérmentes csapvizben, majd a mosévizet Gjboli centrifugalds és leontés Gtjan el
kell tévolitani. A mosdsi és centrifugdldsi folyamatot szitkség esetén meg kell ismételni. Az ismert térfogatt
Gjraszuszpenddlt iszap szdraz tomegét meg kell hatdrozni, és az iszapot a folyadék eltdvolitdsival be kell
toményiteni vagy tovabbi kell higitani klérmentes csapvizzel az iszap kivint szilirdanyag-koncentrici6janak
(3 gfl) eléréséig. Az eleveniszapot folyamatosan levegGztetni kell (pl. 2 ljperc) a vizsgélati hdmérsékleten, és
lehetdség szerint a gydjtés napjan fel kell haszndlni. Ha ez nem lehetséges, az iszapot naponta tapldlni kell
szintetikus szennyviz tdpszerrel (50 ml szintetikus szennyviz tdpszer|l eleveniszap) tovabbi két napig. Az iszapot
ezutdn fel kell haszndlni a vizsgalathoz és az eredményeket érvényesnek kell tekinteni, feltéve, hogy nem tortént
jelentds véltozds az aktivitdsdban, amelyet az endogén heterotrof és nitrifikdcids 1égzési sebesség alapjin kell
értékelni.

29. Nehézségek meriilhetnek fel, ha olyan mértékd habképzddés 1ép fel az inkubdcid alatt, amelynek kovetkeztében
a hab és a rajta taldlhaté szilird iszaprészecskék eltdvoznak a leveg6ztetS edényekbdl. Esetenként a habzds
egyszerien a szintetikus szennyviz jelenlétébdl ered, de a habzdssal szdmolni kell, ha a vizsgdlt vegyi anyag
felilletaktiv vagy feliiletaktiv anyagot tartalmaz. Az iszap szilird anyagainak a vizsgdlati keverékbdl vald
elvesztése mesterségesen lecsokkentett 1égzési sebességet eredményez, amely tévesen gitlds eredményeként is
értelmezhetS. Ezen tilmenden, egy felilletaktiv anyag oldatdnak levegGztetése a felilletaktiv anyagot a
habrétegben koncentrélja; a hab elvesztése a vizsgdlati rendszerbdl csokkenti az expozicids koncentriciokat. A
habzds egyszerti mechanikai modszerekkel is kontrollilhaté (pl. alkalmi manudlis keverés egy iivegbot
segitségével), vagy ugy, hogy felilletaktiv anyagtdl mentes szilikonemulzié habzdsgdtlé szert adnak hozzd és|
vagy alkalmazzdk a lombikrdzdsos leveg6ztet6 mddszert. Ha a probléma a szintetikus szennyviz jelenlétéhez
tarsul, médositani kell a szennyviz Osszetételét egy habzdsgdtldé reagens pl. 50 pl/l. mennyiségben torténd
hozzdaddsival. Ha a habzdst a vizsgdlt vegyi anyag okozza, a csokkentéséhez sziikséges mennyiséget a
maximalis vizsgdlt koncentrdcién kell meghatdrozni, majd minden egyes leveg6ztetS edényt azonos médon kell
kezelni (beleértve példdul a vak kontrollokat és a referencia edényeket is, ahol nincs hab). Ha habzdsgdtlo
anyagokat haszndlnak, az nem léphet kolcsonhatdsba az oltdanyagmal és/vagy a vizsgalt vegyi anyaggal.

VIZSGALATI ELJARAS

30. Hérom kiilonb6z8 oxigénfelvétel gatldsat lehet meghatdrozni: teljes, csak heterotrof és nitrifikdcié okozta oxigén-
felvétel. Normalis esetben elegendd a teljes oxigénfelvétel gatldsdnak mérése. A szerves szén oxiddci6jabol eredd
heterotréf oxigénfelvételre, illetve az ammoénium oxiddci6jabol eredd oxigénfelvételre gyakorolt hatdsok
bemutatdsdra akkor van sziikség, ha egy adott vegyi anyaggal kapcsolatban specifikus igény meriil fel két ilyen
kiilonbo6z8 végpont irdnt vagy (adott esetben) a teljes oxigénfelvétel gatlasardl késziilt atipusos dézis-valasz
gorbéket kell megmagyardzni.

Vizsgilati koriilmények

31. A vizsgalatot a 20 £ 2 °C hémérsékleti tartomanyban kell elvégezni.

Vizsgilati keverékek

32. Vizsgdlati keverékeket (F, az 1. tdbldzat szerint) kell késziteni vizbdl, szintetikus szennyviz tdpszerbdl és a
vizsgdlt vegyi anyagbdl tigy, hogy azok a vizsgdlt vegyi anyag kiilonboz8 névleges koncentrécioit tartalmazzdk
(térfogatokat és osszetevSket tartalmazd példdért lasd az 1. tdbldzatot). A pH-t 7,5 £ 0,5 értékre kell bedllitani,
ha sziikséges; a keverékeket vizzel fel kell higitani és az oltéanyagot hozza kell adni tigy, hogy az edényekben
azonos végsé térfogatok legyenek és meg lehessen kezdeni a levegGztetést.

Referencia keverékek

33. A vizsgdlt vegyi anyag helyett referencia vegyi anyagot, példdul 3,5-dikl6r-fenolt tartalmazé keverékeket (F,) kell
késziteni a vizsgdlati keverékekkel megegyezd médon.
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Blank (»vak«) kontrollok

34. Vak kontrollokat (FB) kell késziteni az expozicids id§ elején és végén azokban a vizsgdlatokban, amelyekben a
vizsgélati f6z6poharak egymds utdn id6kozonként vannak bedllitva. Az olyan berendezések hasznélataval
végzett vizsgdlatokban, amelyek lehet6vé teszik az oxigénfogyasztds egyidejli mérését, legalabb két vak kontrollt
kell minden egyidejti vizsgilatra keriil§ tételbe bevonni. A vak kontrollok megegyez8 térfogati eleveniszapot és
szintetikus kozeget tartalmaznak, de nem tartalmazzdk a vizsgdlt vegyi anyagot vagy a referencia-vegyianyagot.
Ezeket a vizsgalt és referencia keverékekkel megegyez§ térfogatra kell higitani vizzel.

Abiotikus kontroll

35. Szitkség esetén, példdul ha a vizsgdlt vegyi anyagrol ismert vagy feltételezik, hogy erés redukdld tulajdonsdggal
rendelkezik, egy F, keveréket kell késziteni az abiotikus oxigénfogyasztds mérése céljdbol. A keveréknek a
vizsgalt keverékekkel megegyezd mennyiségli vizsgdlt vegyi anyagot és szintetikus szennyviz tdpszert kell
tartalmaznia és azzal megegyezd térfogatiinak kell lennie, de eleveniszapot nem tartalmazhat.

Altaldnos eljirds és mérések

36. A vizsgalati keverékeket, a referencia keverékeket, valamint a vak és abiotikus kontrollokat a vizsgélati
hémérsékleten, kényszeritett levegSztetés koriilményei kozott (0,5-1 1/perc) inkubadljék, hogy az oldott oxigén
koncentracidja a 60-70 %-os telitettség felett maradjon, illetve hogy az iszappelyheket szuszpenzidban tartsdk.
A kultirdk keverése is sziikséges, hogy az iszappelyheket szuszpenziéban lehessen tartani. Az inkubdcié
kezdetének azt a pillanatot tekintik, amikor az eleveniszap-oltéanyag el8szor 1ép érintkezésbe a végss keverék
tobbi alkotéelemével. Az inkubdlds végén, az altaldban 3 6rdban meghatdrozott expozicids id§ eltelte utdn
mintdkat vesznek, hogy az e célra tervezett celldban (3. fuggelék 2. dbra) vagy egy teljesen teletolt6tt BOD-
palackban megmérjék az oldott oxigén koncentricidjanak csokkenését. Az inkubdcié megkezdésének médja az
oxigénfogyasztds mérésére haszndlt berendezés kapacitdsatol is fugg. Ha példdul csak egyetlen oxigénszonddbol
all, a méréseket egyedileg végzik el. Ebben az esetben a szintetikus szennyvizzel végzett vizsgdlathoz sziikséges
kiilonboz8 keverékeket el kell késziteni, de az oltdanyagot vissza kell tartani, és az iszap szitkséges mennyiségeit
kell hozzdadni a sorozat egyes edényeihez. Az inkubdciokat kényelmes id6kozonként, pl. 10-15 percenként kell
elkezdeni. Mas esetben a mérési rendszer tobb szonddbdl is allhat, ami tobb egyidejii mérést tesz lehetévé;

ebben az esetben az oltéanyagot egyidGben is hozzd lehet adni a megfelel§ edénycsoportokhoz.

37. Az eleveniszap koncentriciéja minden vizsgdlt, referencia és vak keverékben (de nem abiotikus kontrollban)
névlegesen 1,5 gl szuszpenddlt szilird anyag. Az oxigénfogyasztst a 3 6rds expozicié utdn kell megmérni.
Tovébbi 30 perces expozicids méréseket kell végezni sziikség esetén az 5. pontban leirt médon.

Az iszap nitrifikdciés potencidlja

38. Annak eldontésére, hogy az iszap nitrifikdl-e, és ha igen, milyen {itemben, a vak kontrollnak megfelel§
keverékeket (F,) és tovabbi »kontroll« keverékeket (F,) kell késziteni, amelyek 11,6 mg/l N-allil-tiokarbamidot is
tartalmaznak. A keverékeket levegGztetni és 20° + 2 °C-on 3 6rdn 4t inkubdlni kell. Ezutdn meg kell mérni az
oxigénfelvétel sebességét, és ki kell szdmitani a nitrifikdcié miatti oxigénfelvétel mértékét.

A vizsgélat megtervezése
Dozisbehatdrold vizsgdlat

39. Sziikség esetén elGzetes vizsgdlatot kell végezni, hogy megbecsiiljék a vizsgdlt vegyi anyagnak az oxigénfo-
gyasztds gdtlisanak meghatdrozdsdra szolgdlé meghatarozé vizsgilathoz szitkséges koncentraciéjit. Az oxigénfo-
gyasztds vizsgalt vegyi anyag éltal okozott gatldsanak elzetes vizsgdlatban megfigyelt hidnya azt jelezheti, hogy
a meghatdrozé vizsgdlatra nincs szitkség, de a vizsgdlatba be kell vonni az el8zetes vizsgdlatban vizsgalt
legmagasabb koncentrdcié (jellemz8en 1 000 mgfl, de fiigg az adatokra vonatkozé koévetelménytdl)

hdromszorosit.
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1. tdbldzat

Példik az elGzetes vizsgdlatban haszndlt keverékekre

Reagens Eredeti koncentrdci6
A vizsgdlt vegyi anyag torzsoldata 10 g/l
A szintetikus kozeg torzsoldata Lasd a 16. pontot
Eleveniszap torzsszuszpenzid 3 g/l szuszpendalt szildrd anyag
Adagolds a vizsgélati edényekbe (?)
A keverékek osszetevéi

FTI FTZ FT3-5 FB]-Z FA
A vizsgdlt vegyi anyag torzsoldata (ml) 0,5 5 50 0 50
(19-21. pont)
A szintetikus szennyviz tdpszer torzsoldata 16 16 16 16 16
(ml)
(16. pont)
Eleveniszap-szuszpenzié (ml) 250 250 250 250 0
(26-29. bekezdés)
Viz 233,5 229 184 234 434
(15. pont)
A keverékek Gsszes térfogata (ml) 500 500 500 500 500

Koncentréciok a keverékben

Vizsgilati szuszpenzié (mg/l) 10 10 1 000 0 1 000
Eleveniszap
(szuszpendalt szildrd anyagok) (mg/l) 1500 1500 1500 1500 0

() (Ugyanezt az eljdrast kell kovetni a referencia-vegyianyag esetében, hogy megkapjuk az F;, ; lombikot

s zez

40. A vizsgilatot a vizsgalt vegyi anyag legaldbb hdrom koncentraciéjdval (példdul 10 mg/l, 100 mg/l és 1 000 mg/
1) és egy vak kontrollal kell elvégezni, illetve szitkség esetén a vizsgalt vegyi anyag legmagasabb koncentrécidjat
tartalmazo legaldbb hdrom abiotikus kontrollal (példaként lasd az 1. tdblazatot). Idedlis esetben a legalacsonyabb
koncentrdcié nem lehet hatdssal a oxigénfogyasztdsra. Ki kell szdmitani az oxigénfelvétel sebességét és, ha
lényeges, a nitrifikdcié sebességét; ezt kovetden pedig ki kell szdmitani a szdzalékos gatlast. A vizsgdlat céljdtol
fiigg8en az is lehetséges, hogy egyszertien meghatdrozzak a hatdrérték koncentracié (pl. 1 000 mg/l) toxicitdsat.
Ha ezen a koncentrdcién nem lép fel statisztikailag szignifikdns toxikus hatds, nincs szitkség magasabb vagy
alacsonyabb koncentracidkon végzett tovabbi vizsgdlatokra. Meg kell jegyezni, hogy a vizben rosszul old6dé
anyagokat, a killonboz8 vizoldhatésigii komponensek keverékekeit és az adszorbedlé anyagokat kozvetleniil
kell bemérni a kisérleti edényekbe. Ebben az esetben a vizsgélt anyag torzsoldata szdmdra fenntartott térfogatot
higité vizre kell cserélni.

Meghatdrozo vizsgdlat
A teljes oxigénfelvétel gdtldsa

41. A vizsgdlatot az el8zetes vizsgilatbol levezethetS koncentrécidtartomdnyban kell elvégezni. A NOEC és az EC,
(pl. ECy,) megillapitdsa érdekében a legtobb esetben hat kontroll, egy mértani sorozatot alkoté 6t kezelési
koncentracid, illetve 6t ismétlés ajanlott. Az abiotikus kontrollt nem kell megismételni, ha nem volt oxigén-
felvétel az elGzetes vizsgdlat sordn, de ha jelentds mértékii felvétel torténik, abiotikus kontrollokat kell
alkalmazni a vizsgdlt vegyi anyag minden egyes koncentrici6jdhoz. Az iszap érzékenységét a 3,5-diklor-fenol
referencia-vegyianyag alkalmazdsaval kell ellendrizni. Az iszap érzékenységét minden vizsgdlati sorozat esetében
ellendrizni kell, hiszen az érzékenység koztudottan fluktudl. Minden esetben mintdkat vesznek a kisérleti
edénybdl 3 ora elteltével, és ezen felil 30 perc mdlva, ha sziikséges, hogy megmérjék az oxigénfelvétel
sebességét az oxigén-clektroda celldban. Az Osszegydjtott adatokbdl kiszdmitjidk a kontroll és vizsgdlati
keverékek specifikus 1égzési sebességét; a szdzalékos gatlast ezt kovetSen az aldbbi 7. egyenletbdl vezetik le.
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A heterotréf 1égzés és a nitrifikdci6 gdtldsdnak megkilonboztetése

42. A nitrifikdcié specifikus inhibitordnak (ATU) haszndlata lehet6vé teszi, hogy kozvetlenil értékeljék a vizsgdlt
vegyi anyagoknak a heterotrof oxiddciot gatld hatdsat, és az oxigénfelvétel ATU jelenlétében mért sebességét
kivonva a teljes felvételi sebességbdl (ATU nincs jelen) ki lehet kiszdmitani a nitrifikdcié sebességére gyakorolt
hatdst. Két sorozat reakcidkeveréket kell késziteni a 41. pontban leirt EC_ vagy NOEC vizsgélat elrendezés
szerint, de emellett ATU-t kell hozzdadni az egyik sorozat minden egyes keverékéhez 11,6 mg/l végsd koncent-
rdciéban, amelyrdl kimutattdk, hogy teljes mértékben gatolja a legfeljebb 3 000 mg/l szuszpendalt szilird anyag
koncentraciéju iszap nitrifikdcidjit (4). Az oxigénfelvétel sebességét az expozicids id6 eltelte utdn kell mérni;
ezek a kozvetlen értékek csak a heterotréf 1égzést reprezentaljdk, és az ezek és a hozzdjuk tartozd teljes 1égzési
sebességek kiilonbsége reprezentdlja a nitrifikdciét. A gatlds killonb6z6 mértékeit ezt kovetSen szamitjak ki.

Mérések

43. Az expozici6s id6(k) eltelte utdn az elsé levegGztet§ edénybdl at kell transzferdlni egy mintdt az oxigén-elektrdd
celldba (2. fuggelék 1. dbra), és az oldott oxigén koncentracidjat azonnal meg kell mérni. Ha tobb elektrodat
tartalmazd rendszer dll rendelkezésre, akkor a mérések végezhetk egyidejtileg is. A keverés (bevont magnes
Utjan) alapvetS fontossaga és ugyanolyan sebességen kell torténnie, mint amelyet az elektroda kalibréldsakor
alkalmaztak. Ez biztositja, hogy a szonda minimalis késéssel vélaszoljon a valtozd oxigén koncentracidkra, és ez
teszi lehetévé a rendszeres és reprodukdlhaté oxigénmérések végzését a mérGedényben. Altaliban az egyes
oxigén-elektroddk onkever§ szondarendszere megfelels. A cellit a mérések kozott vizzel ki kell obliteni.
Alternativ megolddsként a mintdt egy mdgneses keverdvel elldtott BOD-palack megtoltésére is lehet haszndlni
(3. fiiggelék 2. dbra). Egy hiively adapterrel elldtott oxigénszondat kell ezutdn beilleszteni a palack nyakéba, és a
mégneses keverSt el kell inditani. Mindkét esetben folyamatosan kell mérni és regisztrlni az oldott oxigén
koncentracidjat egy adott ideig, rendszerint 5-10 percig, vagy amig az oxigénkoncentracié 2 mg/l ald nem
csokken. Az elektrodat el kell tavolitani, a keveréket pedig vissza kell juttatni a levegdztet§ edénybe és folytatni
kell levegGztetést és a keverést, ha hosszabb expozicids idGszakok utdni mérésekre is szikség van.

A vizsgilt vegyi anyag koncentricidjinak ellenGrzése

44. Bizonyos esetekben sziikség lehet arra, hogy megmérjék a vizsgdlt vegyi anyag koncentrdcidjit a vizsgdlati

edényben. Meg kell jegyezni, hogy ha
— vizben rosszul 0ld6d6 anyagokbdl,
— kiilonboz6 vizoldhatésdgti osszetevék keverékébdl, vagy

— vizben jél oldédé anyagokbdl, de ahol a torzsoldat koncentricidja a kozel van a maximdlis vizoldhaté-
saghoz,

készitett torzsoldatokat haszndlnak, az oldott frakcié ismeretlen, és a vizsgdlt vegyi anyagnak a vizsgélati
edénybe transzferdlt valodi koncentricidja nem ismert. Az expozicié jellemzése érdekében szitkség van a
vizsgdlt vegyi anyag vizsgdlati edényben elért koncentrdciéjanak analitikus becslésére. Az egyszertiség kedvéért
az analitikus becslést az oltdanyag hozzdaddsa el6tt kell elvégezni. Annak a ténynek koszonhetden, hogy csak
oldott frakciok keriilnek 4t a vizsgdlati edényekbe, a mért koncentraciok nagyon alacsonyak lehetnek.

45. Az id6igényes és drdga analizisek elkeriilése érdekében ajdnlott a vizsgdlt vegyi anyagot egyszertien kozvetleniil a
vizsgdlati edényekbe bemérni, és a késGbbi szdmitdsok sordn a kezdeti bemért névleges koncentrdciora
hivatkozni. A vizsgalt vegyi anyag oldott, nem oldott vagy adszorbedlt frakci6i kozotti kiilonbségtételre nincs
szitkség, mert ezek a frakcidk valds korilmények kozott, a szennyvizkezel§ tizemben is megjelennek, és a
frakciok a szennyviz Osszetételétdl figglen eltérSek lehetnek. A vizsgdlati modszer célja a nem gitld
koncentracié redlis becslése, és nem alkalmas annak részletes vizsgdlatdra, hogy mely frakcidk jarulnak hozzd az
eleveniszapban taldlhaté organizmusok gatldsahoz. Végezetill az adszorbens anyagokat is kozvetlenil a
vizsgdlati edényekbe kell bemérni, és az edényeket az adszorpci6 okozta veszteségek minimalizdldsa érdekében
szilanizdlni kell.
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ADATOK £S JEGYZOKONYVEZES
Az oxigénfelvételi sebességek kiszdmitdsa

46. Az oxigénfelvételi sebességet az atlagos mért értékekbdl kell kiszamitani, pl. az oxigénkoncentraciét az id6
fiiggvényében abrdzold grafikonok linedris részébél, a szamitdsokat a 2,0 mg/l és 7,0 mg/l kozotti oxigénkon-
centracidkra korldtozva, mivel a magasabb és az alacsonyabb koncentraciok maguk is befolydsolhatjdk a
fogyasztas sebességét. Az ezen értékek alatti vagy feletti koncentracidsivokba torténg kiterjesztés alkalmanként
elkeriilhetetlen és sziikséges, példaul, ha a 1égzés ersen elnyomott, és ennek kovetkeztében nagyon lassti, vagy
ha egy adott eleveniszap nagyon gyorsan lélegzik. Ez elfogadhatd, feltéve, hogy az oxigénfelvételi grafikon
kiterjesztett szakaszai egyenesek és a gradiensei nem véltoznak, mikozben 4thaladnak a 2,0 mg/l vagy a 7,0 mg/
1 O,-hatdrokon. A grafikon ivelt szakaszai azt jelzik, hogy a mérési rendszer stabilizalodik, vagy a felvételi
sebesség valtozik, és ezeket nem szabad a légzés sebességének kiszdmitdsahoz haszndlni. Az oxigénfelvétel
sebességét milligramm per liter per 6ra (mg[lh) vagy milligramm per gramm szdraz iszap per dra (mg/gh)
mértékegységben kell megadni. Az oxigénfogyasztds mértékét (R, mg/lh mértékegységben) a felvett oxigéncsok-
kenési grafikon linedris részébdl lehet kiszdmitani vagy interpoldlni az 1. egyenlet szerint:

R=(Q -Q)/Ax60 (1)
ahol:

Q, oxigénkoncentraci6 a linedris fazis kivélasztott szakaszdnak elején (mg/l);
Q, oxigénkoncentracié a linedris fazis kivélasztott szakaszanak végén (mg/l);

A, idGintervallum a két mérés kozott (perc).

t

47. A fajlagos 1égzési sebességet (R) az iszap egy gramm szdraz tomege dltal 6ranként elfogyasztott oxigén mennyi-
ségében (mg/gh) fejezik ki a 2. egyenlet szerint:

ahol SS a szuszpendalt szildrd anyag koncentracidja a vizsgalati keverékben (g/l).
48. Az R kiilonb6z8 kombindlhat6 indexei a kovetkezdk:

S specifikus sebesség

T teljes légzés sebessége

N nitrifikdcios 1égzés miatti sebesség
H heterotrof 1égzés miatti sebesség

A abiotikus folyamatok miatti sebesség

B sebesség a vak vizsgdlatok alapjdn (4tlag)

A nitrifikdcié miatti oxigénfelvétel sebességének kiszdmitdsa

49. A teljes légzés (R,), a nitrifikdcios 1égzés (R,), és a heterotr6f 1égzés (Ry,) kozotti dsszefiiggést a 3. egyenlet adja
meg:
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50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

ahol:

R, a nitrifikdcié miatti oxigénfelvétel sebessége (mg/lh);
R, a vak kontroll oxigénfelvételének mért sebessége (ATU nélkiil; Fy) (mg/lh).

R, a vak kontroll oxigénfelvételének mért sebessége hozzdadott ATU-val (F) (mg/lh).

Ez az Osszefiiggés a vakértékekre (Rys Ry Ryp), az abiotikus kontrollokra (Ry,, Ry Ry,) €s a vizsgdlt vegyi

anyagokkal végzett vizsgdlatokra (Ry, Ry Ry (mg/gh) érvényes. A specifikus 1égzési sebesség kiszamitdsa:

Ha az elGzetes vizsgdlat sordn az Ry nem szignifikins (pl. az R; < 5 %-a a vak kontrollokban), abbdl kell
kiindulni, hogy a heterotr6f oxigénfelvétel megegyezik a teljes felvétellel, és hogy nitrifikdci6 nem zajlik.
Alternativ eleveniszap forrdsra lenne szitkség, ha a vizsgdlatoknak figyelembe kellene venniiik a heterotréf és
nitrifikdlé mikroorganizmusokra gyakorolt hatdsokat. Meghatdrozé vizsglatot végeznek, ha nyomott oxigénfel-
vételi sebességre utal6 bizonyitékok adédnak a vizsgélati vegyi anyag kiilonb6z6 koncentracibival.

A szizalékos gitlas kiszdmitdsa

A teljes oxigénfogyasztds szdzalékos gatldsat (I;) a vizsgdlt vegyi anyag egyes koncentrdci6indl a 7. egyenlet adja
meg:

I = [1 =R, - R,)[Ryy] x 100 % (7)

Hasonl6képpen, a heterotréf oxigénfelvétel szdzalékos gatldsat (I,) a vizsgalt vegyi anyag egyes koncentracidinal
a 8. egyenlet adja meg:

I = [1-R, Ry )Ryl X100 % (8)
Végezetill, az oxigénfelvétel nitrifikdcié miatti gatldsat (I,) az egyes koncentrdciokndl a 9. egyenlet adja meg:
Iy = [1 =Ry = Ry)/(Ryy Ryy)] x 100 % 9)

Az oxigénfelvétel szdzalékos gatldsit a vizsgdlt vegyi anyag koncentricidja logaritmusdnak fuggvényében kell
abrézolni (gatldsi gorbe, ldsd a 4. fiiggelék 3. dbrdjat). A gatldsi gorbét minden egyes 3 6rds levegSztetési
periddus esetében felrajzoljdk, illetve kiegészitésképpen 30 perc utdn is. A vizsgdlt vegyi anyag azon koncentré-
cidjat, amely az oxigén felvételét 50 %-kal gatolja (EC,,), a grafikonbdl kell kiszdmitani vagy interpoldlni. Ha
megfelel6 adatok dllnak rendelkezésre, az EC;, 95 %-os megbizhatésdgi hatdrait, a gorbe lejtését, a gatlds
kezdetét jelol6 megfelels értékeket (példaul EC,, vagy EC,), és a gatldsi tartomdny a végét (példaul EC,, vagy
EC,,) ki lehet szdmitani vagy interpolalni lehet.

Meg kell jegyezni, hogy tekintettel az eredmények gyakran megfigyelt variabilitdsdra, sok esetben elegend§ lehet
az eredményeket nagysdgrendileg kifejezni, példdul:

EC,, <1 mg/l
EC,, 1-10 mg/l
EC,, 10-100 mg/l

EC,, > 100mg/l
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Az eredmények értelmezése
EC,

57. Az EC-értékeket, beleértve a hozzdjuk tartozd alsé és fels6 95 %-os megbizhatosdgi hatdrokat, megfelel§
statisztikai mddszerekkel szamitjak ki (pl. probit analizis, logisztikai vagy Weibull funkcié, vagott Spearman-
Karber médszer vagy egyszer(i interpolacié (11)). Az EC -értéket gy kapjak meg, hogy a kapott egyenletbe
beillesztenek egy értéket, amely megfelel a kontroll dtlaga x %-dnak. Az EC, vagy barmely mds EC, kiszdmi-
tasdhoz a kezelésenkénti atlagokat (x) regresszids elemzésnek kell aldvetni.

A NOEC becslése

58. Ha a statisztikai elemzés célja a NOEC meghatdrozdsa, edényenkénti statisztikdkra (az egyes edények ismétlésnek
mindsiilnek) van szitkség. Az Aktudlis megkozelitések a oOkotoxicitdsi adatok statisztikai elemzésében:
alkalmazdsi dtmutaté cimd OECD-dokumentum szerinti megfeleld statisztikai modszereket kell alkalmazni (11).
Altaldban a vizsgdlt vegyi anyag kiros hatasait a kontrollal 6sszehasonlitva egyoldali (kisebb) hipotézisvizsga-
lattal (p < 0,05) vizsgaljak.

Vizsgilati jegyz8konyv

59. A vizsgdlati jegyzGkonyvnek a kovetkezdket kell tartalmaznia:
Vizsgilt vegyi anyag
— kozos név, kémiai név, CAS-szdm, tisztasdg;

— a vizsgalt vegyi anyag fizikai-kémiai tulajdonsagai (pl. log K ,, vizoldhatésdg, g6znyomds, Henry-dllandé (H),
valamint a vizsgélt anyag sorsdra vonatkozd esetleges informdciok, pl. eleveniszapos adszorpcid);

Kisérleti rendszer

— forrds, a szennyviztisztité telep mitikodésének feltételei és a kapott befolyé anyag, koncentricid, az
eleveniszap elGkezelése és fenntartdsa;

Vizsgdlati koriilmények

— vizsgélati h6mérséklet, pH a vizsgélat alatt és az expozicié id6tartama, fizis(ok);
Eredmények

— a kontrollok fajlagos oxigénfogyasztdsa (mg O,/(g iszap x h);

— mért adatok, gatldsi gorbe (gorbék), az EC50 szdmitdsi mddszere;

— EC,,, és ha lehetséges, a 95 %-os megbizhatdsagi hatdrok, esetleg EC,,, ECy,; esetleg NOEC és az alkalmazott
statisztikai modszerek, ha az EC,-et nem lehet meghatdrozni;

— a teljes, és ha sziikséges, a heterotrof és a nitrifikdcids gatlds eredményei;
— a fizikai-kémiai kontroll abiotikus oxigénfelvétele (ha van);
— a referencia-vegyianyag neve és az ezzel a vegyi anyaggal kapott eredmények;

— minden megfigyelés és minden eltérés a vizsgdlati modszertdl, amely az eredményeket befolydsolhatta.
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1. fiiggelék

Fogalommeghatirozisok

E vizsgdlati modszerben a kovetkezd fogalommeghatdrozdsok alkalmazandok:
Vegyi anyag: anyag vagy keverék.

EC, (hatdskoncentrici6 x % hatds eléréséhez): az a koncentrici6, amely valamely hatds x %-dt okozza a vizsgélati
szervezetekben egy adott expoziciés idén belill, a kontrollal Osszehasonlitva. Példdul az EC,, az a becsilt
koncentracié, amely a vizsgdlat valamilyen végpontja tekintetében a kitett populdcié 50 %-dban okoz hatdst a
meghatarozott expozicids id§ alatt.

NOEC (észlelhetd hatist még nem okozé koncentricid): a vizsgdlt vegyi anyag azon koncentricidja, amelyen
nem figyelhet§ meg hatds. Ebben a vizsgdlatban a NOEC-nek megfeleld koncentricionak nincs statisztikailag
szignifikdns hatdsa (p < 0,05) az adott expozici6s id6n beliil, a kontrollal 6sszehasonlitva.

Vizsgilt vegyi anyag: birmely, e vizsgdlati mddszerrel vizsgdlt anyag vagy keverék.
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2. fliggelék

1. dbra: Példa mérGegységre

1]

Jelmagyardzat

1 eleveniszap

2 szintetikus kozeg

3 vizsgdlt vegyi anyag
4 levegd

5 keveredény

8

9

magneses keverd
oxigénmér§ cella
oxigén-elektréd

oxigénméré mdszer

10 felvevs
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3. fiiggelék

2. dbra: Példa mérGegységre, BOD-palackkal

Jelmagyardzat
1 Vizsgélati edény
2 oxigénelektrod

3 oxigénmér$ mdszer
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4. fuggelék

3. dbra: Példa gatldsi gorbére

160

80 -

40

0,001 0.0% G 1 10 160

Jelmagyardzat

X a 3,5-diklér-fenol koncentricidja (mg/l)
Y gatlds ( %)
B a heterotrof 1égzés gatldsa nitrifikdl6 iszap haszndlata esetén

®  a nitrifikdcié gatldsa nitrifikdld iszap hasznalata esetén”
5. A C.26. fejezet helyébe a kovetkezd szoveg 1ép:
,C.26 A LEMNA-FAJOK NOVEKEDESGATLASI VIZSGALATA
BEVEZETES

1. Ez a vizsgdlati modszer egyenértékii az OECD 221. vizsgilati irdinymutatdsaban (2006) leirt médszerrel. Ez a
vizsgdlati médszer a kilonb6z8 vegyi anyagok dltal a Lemna (békalencse) nemzetséghez tartozd édesvizi
novényekre kifejtett toxikus hatds meghatdrozdsira szolgdl. A mddszer meglévé modszereken (1)(2)(3)(4)(5)(6)
alapul, de azoktdl tobb kulcsfontossagi kérdés tekintetében, a legfrissebb kutatdsi eredmények és szakmai
egyeztetések figyelembevétele érdekében eltér. A vizsgdlati médszer validdlisa nemzetkozi korvizsgdlattal (7)
tortént.



2016.3.1. Az Eurdpai Unié Hivatalos Lapja L 54/53

2. A vizsgilati médszer Lemna gibba és Lemna minor felhaszndldsdval végzendd toxicitdsi vizsgdlatot ir le; mindkét
fajon szdmos vizsgalatot végeztek, és a fent emlitett szabvanyositott vizsgdlatok is ezekre vonatkoznak. A Lemna
nemzetség rendszertana nehezen leirhatd, amit tovabb bonyolit a 1étez8 fenotipusok nagy szdma. Bar a Lemna
nemzetségben a genetikai eltérések a toxikus anyagokkal szembeni viselkedés véltozatossdgat eredményezhetik,
errl a valtozérdl egyelGre kevés adat dll rendelkezésre ahhoz, hogy az ismertetend§ eljards keretében konkrét
kl6n hasznilatdt ajinlhassunk. Megjegyzendd, hogy a vizsgdlat nem steril koriilmények kozott zajlik, de az
eljards egyes szakaszaiban erdfeszitéseket kell tenni annak érdekében, hogy mds €16 szervezetek zavar6 hatdsa a
lehetd legkisebb legyen.

3. Az aldbbiakban részletesen ismertetjitk a vizsgélati oldat cseréjével végzett (félstatikus és dllandé dramldsa) és a
vizsgdlati oldat cseréje nélkiil végzett (statikus) vizsgdlatokat. A vizsgalat céljatdl és a jogszabdlyi kovetelmé-
nyektdl fiiggen a félstatikus és az dtfolydsos vizsgdlat alkalmazdsat példdul az oldatb6l gyorsan eltdvozd
(illékony, fény hatdsdra lebomld, kicsap6déd vagy biologiailag lebomlé) vegyi anyagok esetén érdemes
megfontolni. Tovdbbi irdnymutatast a (8) irodalom tartalmaz.

4. A hasznalt fogalmak meghatarozdsit az 1. fiiggelék tartalmazza.

A VIZSGALAT ELVE

5. Exponencidlisan novekeds, a Lemna nemzetséghez tartozé novénytenyészeteket monokultiraként hét napig
novekedni hagyunk a vizsgalt vegyi anyag kiilonb6z6 koncentracidinak jelenlétében. A vizsgélat célja: a vizsgalat
idGtartama alatt a vizsgdlt vegyi anyag vegetativ novekedésre gyakorolt hatdsinak szdmszeri kifejezése
alkalmasan megvalasztott mérési valtozok értékelése alapjan. ElsGdleges mérési véltozéként a levélszdm szolgal.
Emellett legalabb még egy mérési véltozot (a levelek osszteriiletét, a szdraz tomeget vagy a nedves tomeget) is
mérni kell, mert bizonyos vegyi anyagok mds mérési valtozokat sokkal inkdbb befolydsolnak, mint a
levélszdmot. A vizsgalt vegyi anyag hatdsainak szdmszer( kifejezése érdekében a vizsgdlati oldatban bekovetkezd
novekedést Osszehasonlitjuk a kontrolltenyészetben bekovetkezd novekedéssel, és meghatdrozzuk azt az EC,
(példaul EC,;) koncentraciét, amely egy adott x %-os (példaul 50 %-os) novekedésgatlast idéz el6.

6. A vizsgilat végpontjaként a novekedésgitlds szolgdl, amelyet a mérési valtozéban az expoziciés idS alatt
bekovetkezd logaritmikus novekedéssel (az dtlagos fajlagos novekedési sebességgel) fejeziink ki, A kisérleti
oldatsorozattal mért dtlagos fajlagos szaporoddsi sebességekbdl meg kell hatdrozni azt a koncentriciot, amely a
szaporoddsi sebességet adott x %-os (pl. 50 %-os) mértékben gatolja, és azt E C -ként (pl. E C,,) kell kifejezni.

7. Az eljards mdsik hatdsvéltozéja a szaporulat, amelyre bizonyos orszdgok esetében a jogszabdlyi kovetelmények
teljesitéséhez lehet szitkség. A szaporulat a mérési valtozoknak az expozicids id§ végén érvényes értéke és az
expozicids id6 kezdetén érvényes értéke kozotti kiilonbséget jelenti. A vizsgdlati oldatok tekintetében egyenként
kiszdmitott szaporulatok alapjan meghatdrozzuk azt az EC, (példdul E C;;) koncentrdciot, amely egy adott x %-
os (példdul 50 %-os) novekedésgatlast idéz eld.

8.  Statisztikai eljardssal meghatdrozhat6 tovdbbd az észlelhetd hatdst okozd legkisebb koncentricié (LOEC) és az
észlelhetd hatdst még nem okoz6 koncentracié (NOEC) értéke is.

A VIZSGALT VEGYI ANYAGRA VONATKOZO INFORMACIOK

9. Rendelkezésre kell dllnia egy olyan analitikai eljdrdsnak, amellyel a vizsgdlati oldatban 1év6 vegyi anyag
mennyisége kell§ pontossdggal meghatdrozhato.

10. A vizsgdlati korilmények rogzitése érdekében célszerti lehet tdjékozddni tobbek kozott a vizsgdlt anyag
szerkezeti képletérdl, tisztasdgarél, vizben valé oldhatésdgdrdl, vizben és fény hatdsdra tandsitott stabilitdsarol,
pKa és K, értékérdl, g6znyomdsirdl és bioldgiai lebonthatdsigdrdl. A vizben valé oldhatésigbdl és a
g6znyomdsb6l meghatdrozhaté a Henry-dlland6, amely megmutatja, mennyire kell arra szdmitani, hogy a
vizsgdlat sordn a vizsgalt vegyi anyag jelentGs mennyiségben eltdvozik. Ennek alapjin eldonthetd, kell-e kiilon
gondoskodni az igy ad6dé veszteségek ellenstilyozdsdr6l. Ha a vizsgalt vegyi anyag oldhatdsdgdra és stabilitdsdra
vonatkozé informdciok bizonytalanok, célszerti ezeket a vizsgdlat korilményei, azaz a vizsgdlati oldat,
hémérséklet és fényviszonyok mellett meghatdrozni.
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11. Ha kiilonosen fontos a vizsgdlati oldat pH-értékének szabdlyozdsa, példdul konnyen hidrolizdlédé fémek vagy
egyéb vegyi anyagok vizsgdlata esetén, akkor ajdnlatos a vizsgdlati oldatot pufferrel kiegésziteni (ldsd a 21.
pontot). A (8) irodalom tovabbi irdnymutatdst ad olyan vegyi anyagok vizsgilatdhoz, amelyek fizikai-kémiai
jellegzetességeiknél fogva nehezen vizsgalhatok.

A VIZSGALAT ERVENYESSEGE

12. A vizsgilat akkor érvényes, ha a kontrolltenyészetben a levélszdm megkett6z8dési ideje 2,5 napndl (60 6randl)
kisebb, ami hét nap alatt koriilbeliil hétszeres novekedést, illetve 0,275 1/nap étlagos fajlagos névekedési
sebességet jelent. A jelen mddszerben ismertetett vizsgdlati oldat és vizsgdlati koriilmények alkalmazédsa esetén
ez a feltétel statikus vizsgélattal kielégithetd (5). Varhatd, hogy a feltétel félstatikus és dllandé dramldsa vizsgalat
esetén is kielégithetd. A megkett6z8dési id8 szadmitdsat a 49. pont ismerteti.

REFERENCIA-VEGYIANYAG

13. A vizsgdlati eljrds referencia-vegyianyag(ok), mint példdul a nemzetkdzi korvizsgdlatban (7) alkalmazott 3,5-
diklor-fenol segitségével ellendrizhets. Referencia-vegyianyaggal legaldbb évente kétszer (ha ennél ritkdbban
végziink vizsgalatot, akkor a vizsgdlt vegyi anyag toxicitdsinak meghatdrozdsival parhuzamosan mindig)
ajanlott vizsgalatot végezni.

A MODSZER LE[RASA
Késziilékek

14. Minden, a vizsgélati oldattal érintkez8 eszkoz tivegbdl vagy mds, kémiailag semleges anyagbdl legyen. A
tenyésztés és a vizsgalat céljara felhasznalt tivegeszkozok sterilek legyenek, és meg kell Sket tisztitani minden
olyan kémiai szennyez8déstSl, amely a vizsgélati oldatba bemosddhatna. A vizsgdlati edények legyenek kellgen
szélesek ahhoz, hogy a kontrolltenyészetekben a kiilonbozs telepek levelei a vizsgdlat végéig dtfedésmentesen
novekedhessenek. Nem jelent problémadt, ha a gyokér az edény aljat éri, de ajanlatos legaldbb 20 mm mélység(i
és legaldbb 100 ml térfogatt vizsgdlati edényeket alkalmazni. Ha ezek a feltételek teljesiilnek, a vizsgdlati
edények megvalasztdsa nem kritikus. A kordbbiakban a kell6 méretii iiveg f6z6poharak, kristalyosit6 tégelyek és
tiveg Petri-csészék egyardnt alkalmasnak bizonyultak. A vizsgélati edényeket a pdrolgds és a véletlen szennye-
z8dések megakadalyozdsa érdekében le kell fedni oly médon, hogy a levegd cserélédhessen. A vizsgilati edény,
killonosen pedig a feds lehetdleg ne keltsen drnyékot vagy okozza a fény spektrilis jellemz8inek médosuldsat.

15. A tenyészeteket és a vizsgdlati edényeket ne tartsuk egyiitt. A legjobb megoldds, ha kiilon kornyezeti noveszt6-
kamrdkat, inkubdtorokat vagy helyiségeket vesziink igénybe. A fényviszonyok és a hémérsékletek
szabalyozhatok legyenek, és dllandé szinten kell ket tartani (ldsd a 35-36. pontot).

Vizsgilt szervezet

16. A vizsgélat sordn Lemna gibba vagy Lemna minor egyedeket kell haszndlni. A toxicitdsi vizsgdlatokhoz kordbban
mér felhaszndlt békalencsefajok rovid leirdsdt az 2. fuggelék adja meg. A novényanyag torzsgytijteménybdl, mds
laboratériumbdl vagy a tereprél nyerhetS. A tereprdl szirmazd nodvényanyag tenyészetét felhaszndlds el6tt
legaldbb nyolc hétig a vizsgélat sordn alkalmazandéval megegyez$ tipoldatban kell tartani. A tenyészet kialaki-
tdsdhoz a noévényanyagot nyilvanvalé szennyezd8dést6l mentes helyszinrdl kell begytjteni. A mds laboraté-
riumbdl vagy torzsgyljteménybdl szirmazé novényanyagot legaldbb hdrom hétig kell hasonlé koriilmények
kozott tartani. A mérési jegyz6konyvben mindig rogziteni kell a novényanyag eredetét és a vizsgdlathoz
felhasznalt fajt és klont (ha ismert).

17. Olyan monokultdrdt haszndljunk, amelyet mds €6 szervezetek, példdul algdk vagy egysejtliek szemmel
érzékelhet6 modon nem szennyeznek. Az egészséges L. minor novények kett6-ot levélbél dllnak, mig a L. gibba
egészséges telepei akdr hét levelet is tartalmazhatnak.

18. A vizsgdlat sordn felhaszndlt novények mindsége és egységessége jelentésen befolydsolja a vizsgdlat eredményeit,
ezért megvalasztdsuk sordn kell§ gondossiggal kell eljdrni. Fiatal, gyorsan névekvd, lathatd sériilést6l és
fakuldst6l (klorézistol) mentes egyedeket kell felhaszndlni. A j6 mindségli tenyészetet az jellemzi, hogy nagy
ardnyban tartalmaz legaldbb két levélbdl all6 telepeket. A sok egyediildllé levél kedvezétlen kornyezeti korilmé-
nyekre, példdul tdpanyaghidnyra utal, ezért ilyen tenyészetekbdl vett egyedeket nem szabad a vizsgélatban
felhasznalni.
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Tenyésztés

19. Az dtoltds gyakorisdganak csokkentése érdekében (példdul ha egy ideig el6reldthatéan nem végziink Lemna-
vizsgélatokat) a tenyészet csokkentett fényviszonyok mellett és hémérsékleten (4-10 °C) tarthatd. A tenyésztés
koriilményeit részletesen a 3. fiiggelék ismerteti. Ha olyan nyilvanvald jeleket figyeliink meg, amelyek algdk vagy
més él6 szervezetek okozta szennyezGdésre utalnak, akkor a Lemna-levelek egy részét felileti sterilizdlasnak kell
aldvetni, majd mdsik oldatba kell athelyezni (ldsd a 3. fiiggeléket). Ebben az esetben a fennmaradd szennyezett
kultdrat meg kell semmisiteni.

20. A vizsgdlatok el6tt legalabb hét nappal elegendé mennyiségli telepet csiramentesen friss, steril oldatba kell
athelyezni, majd hét-tiz napon 4t a vizsgdlatnak megfelel§ koriilmények kozott tartani.

Vizsgilati oldat

21. Lemna minor és Lemna gibba esetén eltérd oldatot ajanlott alkalmazni az aldbbiak szerint. Kell§ koriiltekintéssel
meg kell fontolni pH-puffer alkalmazasit a vizsgalati oldatban (MOPS (4-morfolinpropanszulfonsav, CAS-szam:
1132-61-5 a L. minor és NaHCO, a L. gibba vizsgélati oldatdban), ha gyanithat6, hogy az oldat reakcidba léphet
a vizsgalt anyaggal és befolydsolhatja a toxikus hatdst. Az érvényességi kritériumok betartdsa mellett Steinberg-
féle tapoldat (9) is alkalmazhaté.

22. A L. minor tenyésztése és vizsgdlata sordn a svéd szabvany (SIS) szerinti Lemna-tdpoldat médositott valtozatat
ajanlott alkalmazni. E tipoldat osszetételét a 4. fiiggelék ismerteti.

23. A L. gibba tenyésztése és vizsgalata soran a 4. figgelék szerinti 20X—-AAP tapoldatot ajanlott alkalmazni.

24, A 4. fuggelék szerinti Steinberg-féle tdpoldat ugyancsak alkalmas L. minor esetén, és az érvényességi kritériumok
betartdsa mellett L. gibba esetén is alkalmazhatd.

Vizsgilati oldatok

25. A vizsgalati oldatokat dltaldban torzsoldat higitasaval allitjuk eld. A vizsgalt vegyi anyag torzsoldatait dltaldban
tgy készitjiik, hogy a vegyi anyagot tdpoldatban feloldjuk.

26. A vizsgdlt vegyi anyag legnagyobb vizsgélati koncentrici6ja dltaldban ne haladja meg a vegyi anyag vizsgalati
koriilmények kozott érvényes vizben vald oldhatdsigit. Megjegyzendd azonban, hogy a Lemna nemzetség
egyedei a viz felszinén tsznak, ezért olyan vegyi anyagok hatdsdnak is ki lehetnek téve, amelyek jellemz8en a
viz és a levegd hatdrfeliiletén fordulnak el§ (példdul vizben nehezen old6d6 vagy viztaszité vegyi anyagok,
feliiletaktiv vegyi anyagok). Ilyenkor az expozicié nem a vizsgélati oldatban 1év6 anyag kovetkeztében &l el6, és
a vizsgélati koncentracié a vizsgdlt vegyi anyag jellemz§itdl fiiggSen meghaladhatja a vizben valé oldhatdsdgot.
Vizben kismértékben old6dé vizsgilt vegyi anyag esetén szitkséges lehet szerves old6- vagy diszpergaldszer
legyen a vizsgalt vegyi anyagb6l a pontos mennyiséget a vizsgdlati oldathoz adagolni, és konnyebben
végbemenjen az oldodds vagy a diszperzidképzddés. llyen anyag alkalmazdsat lehetGség szerint keriilni kell. A
segédolddszer vagy -diszpergdloszer alkalmazdsa nem jarhat fitotoxikus hatdssal. A széles korben alkalmazott
olddszerek kozill példaul az aceton vagy a dimetil-formamid 100 plfl koncentricidig nem okoz fitotoxikus
hatdst. Az esetleg alkalmazott old6- vagy diszpergaldszer végsG koncentrcidja — amelyet a mérési jegyzd-
konyvben rogziteni kell — a lehetd legkisebb legyen (< 100 pl/l), és az old6- vagy diszpergdldszert a vizsgdlathoz
és a kontrolltenyészet esetében azonos koncentraciéban kell alkalmazni. A (8) irodalom b&vebb irdnymutatast
ad a diszpergdl6szerekre vonatkozdan.

Vizsgilati csoportok és kontrollcsoportok

27. A vizsgdlt vegyi anyag Lemna-fajokra gyakorolt toxikus hatdsdnak elGzetes ismerete alapjdn, amely szdrmazhat
példdul koncentricidtartomany-meghatdrozdsi vizsgalatbdl, megvalaszthatok az alkalmas vizsgdlati koncent-
rdciok. A végleges toxicitdsi vizsgdlatnak altaldban ot, egymdssal mértani sorozatot alkotd vizsgélati koncent-
rdciéra kell kiterjednie. A koncentraciék sorozatdnak hdnyadosa dltaldban ne legyen 3,2-nél nagyobb, de lapos
koncentraci6-vélasz gorbe esetén ennél nagyobb érték lehet indokolt. Otnél kevesebb koncentraci6 alkalmazasét
indokolni kell. Minden koncentréci6val legalabb hiarom ismétlést kell megvizsgalni.
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28. A vizsgdlati koncentriciok tartomdnydnak kijelolése sordn (akdr a koncentrdcidtartomany-meghatarozdsi
vizsgélatot, akdr a végleges vizsgdlatot megel6z6en) a kovetkezSket célszerti megfontolni:

— EC, meghatdrozdsa esetén a kell§ konfidenciaszint biztositdsa érdekében a vizsgélati koncentracidknak kozre
kell fogniuk az EC, értékét. Ha példdul az EC;, értéket kivinjuk meghatdrozni, akkor a legnagyobb vizsgalati
koncentraciénak nagyobbnak kell lennie EC,-nél. Ha az EC,, kivil esik a vizsgdlati koncentracidk
tartomdnyan, akkor a kiadédé konfidenciaintervallumok szélesek lesznek, és el6fordulhat, hogy nem
végezhetd el a modell statisztikai illesztése.

— LOEC ésfvagy NOEC meghatdrozasa esetén a legkisebb vizsgdlati koncentracié legyen elegend@en kicsiny
ahhoz, hogy a novekedési sebesség ne legyen jelentGsen kisebb, mint a kontrollcsoportban. A legnagyobb
koncentrcié ugyanakkor legyen elegend@en nagy ahhoz, hogy a névekedési sebesség jelentSsen kisebb
legyen, mint a kontrollcsoportban. Ha ez nem teljesiil, a vizsgdlatot mds koncentrdcidtartomannyal meg kell
ismételni (kivéve akkor, ha a legnagyobb koncentricié megegyezik az oldhatésagi hatirral vagy az elGirt
maximalis hatdrkoncentraciéval, példaul 100 mg/l-rel).

29. Az egyes vizsgdlatok mellett kontrolltenyészeteket is kell vizsgdlni a vizsgdlati edényekével megegyezd tdptalaj,
levél- és telepszam, kornyezeti koriilmények és eljardsok alkalmazdsdval, de a vizsgdlt vegyi anyag nélkul.
Segédoldészer vagy -diszpergdldszer alkalmazésa esetén egy tovdbbi kontrolltenyészet is sziikséges, amelyben az
old6- vagy diszpergaloszer azonos koncentracidban van jelen, mint a vizsgélati edényekben. Legaldbb a koncent-
riciénként alkalmazott edényszdmmal megegyezs, idedlis esetben kétszer annyi ismétlést (illetleg szitkség
szerint oldészeres edényt) kell alkalmazni.

30. Ha nem kivanjuk meghatdrozni az NOEC értékét, a vizsgélati terv médosithaté oly médon, hogy t6bb koncent-
raciot, de koncentracionként kevesebb ismétlést tartalmazzon. A kontroll ismétlések szdma azonban ilyenkor is

legaldbb hdrom legyen.

Expozicié

31. Kett6-—négy lathatd levélbSl allo telepeket a kiinduldsi tenyészetbsl csiramentesen a kisérleti edényekbe
helyeziink, véletlenszertien elosztva. A kisérleti edényekbe egyenként Osszesen 9-12 levél keriiljon. Minden
kisérleti edényben azonos szami levél és telep legyen. A mddszer alkalmazdsa és a korvizsgdlat sordn szerzett
tapasztalatok azt mutatjdk, hogy a készitmények kozotti, a novekedési sebesség alapjin meghatdrozott noveke-
désgatlas 4-7 %-os értékének (a szaporulat alapjin meghatdrozott novekedésgatlis 10-15 %-os értékének)
megfelel nagysdgii noévekedéskiilonbség kimutatdsiahoz elegendd, ha készitményenként harom ismétlést és
edényenként 9-12 kiindulasi levelet alkalmaznak (7).

32. Az inkubdtorban a kisérleti edényeket véletlenszerii elrendezésben kell elhelyezni annak érdekében, hogy a
fényer6 és a hdmérséklet térbeli valtozatossdga minél kisebb hatdst gyakoroljon a vizsgélatokra. A megfigyelések
végzésekor (vagy gyakrabban) az edényeket véletlenszerfien vagy blokkonkénti kiosztdsi terv alapjan at kell
rendezni.

33. Ha az elGzetesen elvégzett stabilitdsvizsgalatok azt jelzik, hogy a vizsgdlt anyag koncentricidja a vizsgilat
id6tartama (7 nap) alatt nem tarthat6 fenn (azaz a mért koncentraci6 a kezdeti mért koncentracié 80 %-a ala
csokken), akkor félstatikus vizsgdlatot ajanlatos végezni. Ennek keretében a telepeket a vizsgdlat sordn legaldbb
két alkalommal (a 3. és az 5. napon) friss vizsgalati és kontrolloldatokba kell helyezni. A friss oldatba helyezés
gyakorisdga a vizsgalt vegyi anyag stabilitdsatdl fiigg; nagymértékben instabil vagy illékony vegyi anyagok esetén
a kozel dlland6 koncentracié fenntartdsa gyakoribb oldatcserét igényelhet. Bizonyos esetekben édllandé dramldst
vizsgdlatot célszerti végezni (8)(10).

34. Ez az eljards nem tartalmazza a levélre torténd felvitellel (permetezéssel) megvaldsuld expoziciot; errdl lasd a
(11) irodalmat.

Inkubiécids koriilmények

35. Folyamatos meleg- vagy hidegfehér fluoreszcens megvildgitdst alkalmazzunk oly médon, hogy a fotoszinte-
tikusan aktiv sugdrzdsban (400-700 nm), a fényforrdst6l a Lemna-levelekkel megegyezs tavolsigban 1évé
pontokban mért fényer6 a 85-135 pE[/m?2s tartomdnyban el6zetesen felvett értéknek feleljen meg (ez 6 500-
10 000 lux értéket jelent). A vizsgdlat teriiletén a fényerd az elGzetesen felvett értéktdl legfeljebb + 15 %-kal
térhet el. A fényerd érzékelésére és mérésére szolgdlé médszer, killondsen pedig a fényérzékel§ befolydsolja a
mért értéket. A gombérzékelSk (amelyek a mérési sik alatt és felett tetszéleges irdnybol érkezd fény mérésére
alkalmasak) és a »koszinuszos« érzékel6k (amelyek csak a mérési sik felett tetszdleges irdnybdl érkezd fény
mérésére alkalmasak) el6nyben részesitendék az egytengelyl érzékelSkkel szemben, mert a jelen mddszerben
el8irt tobbpontos fényforrds esetén nagyobb értékeket szolgdltatnak.
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36. A vizsgdlati edényekben a hémérséklet 24 + 2 °C legyen. A vizsgdlat sordn a kontrolltenyészet tdpoldatdnak pH-
értéke nem novekedhet 1,5-nél nagyobb mértékben. Az 1,5-nél nagyobb eltérés ugyanakkor nem teszi érvény-
telenné a vizsgalatot, ha kimutathatd, hogy az érvényességi feltételek teljesiilnek. A pH-érték eltoloddsa egyes
killonleges esetekben, példdul instabil vegyi anyag vagy fém vizsgdlata esetén fokozott koriiltekintést tesz
szitkségessé. Tovabbi irdnymutatdst a (8) irodalom tartalmaz.

IdStartam

37. A vizsgilat a novények vizsgdlati edényekbe helyezése utdn 7 nappal fejez6dik be.

Mérések és analitikai vizsgdlatok

38. A vizsgélat kezdetén meg kell szamlalni a vizsgélati edényekben 1év leveleket, és az értéket fel kell jegyezni a
mérési jegyz6konyvben; a szdmlédlds sordn tigyelni kell arra, hogy a kidllé, vizudlisan elkiilonilé leveleket vegyiik
figyelembe. A szabalyszertinek vagy rendellenesnek ting levelek szdmdt a vizsgdlat kezdetén, az expozicié
idGtartama alatt legaldbb hdromnaponta (azaz a hét nap sordn legalabb kétszer), valamint a vizsgalat végén kell
meghatdrozni. Fel kell jegyezni a novények fejlédésében bedlld valtozdsokat, példdul a levélméret vagy a
megjelenés véltozdsait, a nekrozisra, a klordzisra vagy a pupossdgra utald jeleket, a telepek felbomldsat vagy az
uszoképesség megsziinését, a gyokerek hosszdnak vagy megjelenésének megvaltozasat. Fel kell tovabbd jegyezni
a vizsgdlati oldat jellegzetességeit (példdul oldatlan anyag jelenléte, algaképz8dés a vizsgélati edényben) is.

39. A vizsgdlat sordn a levélszdm mellett a vizsgalt vegyi anyagnak a kovetkez8 mérési valtozok koziil legalabb egy
tovabbira gyakorolt hatdsat is meg kell hatdrozni:

i. alevelek osszteriilete,
il. szdraz tomeg,
ili. nedves tomeg.

40. A levelek osszteriilete azért el6nyds mérési véltozd, mert a vizsgdlat kezdetén, folyamdn és végén minden
vizsgdlati és kontrolltenyészetre kiilon-kiilon meghatdrozhatd. A szdraz és a nedves tomeget a vizsgélat elején a
vizsgélatban alkalmazandé kiinduldsi tenyészet szempontjdbdl reprezentativ mintdn, majd a vizsgalat végén az
egyes vizsgdlati és kontrolltenyészetek novényanyagdn kell meghatdrozni. Ha a levélteriiletet nem mérjik, a
szaraz tomeg mérését elényben kell részesiteni a nedves tomeg mérésével szemben.

41. A levelek Osszteriilete, a szdraz tomeg és a nedves tomeg a kovetkez8képpen hatdrozhatdé meg:

i. A levelek Gsszteriilete: A telepekben el6forduld levelek Osszteriilete meghatdrozhaté képelemzés segitségével.
Videokameraval (példdul az edényt vildgitd testre helyezve) rogzithetSk a vizsgdlati edény és a novények
korvonalai, majd a kiad6dé kép digitalizdlhaté. Ismert teriilet sikidomokhoz hasonlitva meghatdrozhaté a
vizsgélati edényekben 1év8 levelek Osszteriilete. Kell§ gondossdggal ki kell kiiszobolni a vizsgdlati edény
pereme miatti zavards hatdsat. Masik, munkaigényesebb lehet6ség, ha a vizsgdlati edényeket és a novényeket
lefényképezziik, a kiad6dé korvonalak mentén kivdgjuk az alakokat, majd levélteriilet-elemzével vagy
milliméterpapiron meghatdrozzuk a levélteriiletet. Egyéb technikdk (példaul a papirbdl kivagott teriilet
egységnyi teriiletti idomokhoz hasonlitdsa a tomegek Osszevetése alapjan) ugyancsak megoldast jelenthetnek.

ii. Szdraz tomeg: A telepeket Osszegydjtjilk a vizsgdlati edényekbdl, desztilldlt vagy ionmentesitett vizzel
leoblitjitk Gket, leitatjuk a felesleges vizet, és a telepeket 60 °C-on tomegallanddsigig hevitjitk. A kapcsol6dé
gyokereket nem tévolitjuk el. A szdraz tomeget legaldbb 0,1 mg pontossaggal kell kifejezni.

iii. Nedves tomeg: A telepeket elGzetesen megmért tomegd, kerek aljukon kis (1 mme-es) lyukakkal ellatott
polisztirol (vagy mds kémiailag semleges anyagbdl késziilt) csovekbe helyezziik. A csoveket ezt kovetGen
3 000 1/perc fordulatszdmon, szobahSmérsékleten 10 percig centrifugdljuk. Megmérjik a most mdr
szaritott telepeket tartalmazd csovek tomegét, és a nedves tomeget az iires csovek tomegének levondsaval
nyerjik.

A mérések és az analitikai vizsgalatok gyakorisdga

42. Statikus vizsgdlat esetén a vizsgilat elején és végén megmérjikk az egyes készitmények pH-értékét. Félstatikus
vizsgélat esetén a pH-értéket minden oldatcsere alkalmdval meghatdrozzuk mind a friss, mind az elhaszndlt
oldaton.
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43. A fényerSt a novesztSkamrdban, az inkubdtorban vagy a vizsgdlati helyiségben a fényforrdstdl a Lemna-
levelekkel megegyez§ tavolsagban elhelyezkedd pontokban mérjitk. Fényer6t a vizsgalat sordn legaldbb egyszer
kell mérni. A novesztkamraban, az inkubdtorban vagy a vizsgdlati helyiségben azonos kérilmények kozott
kiilon erre a célra tartott edényben legaldbb naponta mérjiik a tdpoldat hdmérsékletét.

44, A vizsgdlat sordn alkalmas id6kozonként meg kell hatdrozni a vizsgdlt vegyi anyag koncentrici6jat. Statikus
vizsgélat esetén a koncentraciot legalabb a vizsgalat elején és végén kell meghatdrozni.

45. Félstatikus vizsgdlat esetén, ha a vizsgdlt vegyi anyag koncentricidja vdrhatéan nem marad a névleges
koncentricié * 20 %-os kornyezetében, akkor minden friss vizsgilati oldatot elkészitésekor, tovabbd minden
lecserélt oldatot analitikai vizsgdlatnak kell aldvetni (ldsd a 33. pontot). Olyan vizsgalatok esetén ugyanakkor,
amelyekben a vizsgdlt vegyi anyag mért kezdeti koncentriciéja ugyan nem a névleges koncentracié +20 %-os
kornyezetében van, de adatokkal kelléen bizonyithaté, hogy a kezdeti koncentricik megismételheték és
stabilak (azaz a kezdeti koncentrdcié 80-120 %-os kornyezetében vannak), akkor az analitikai vizsgalatokat
elegendd csak a legkisebb és a legnagyobb vizsgalati koncentracion elvégezni. Az oldatcsere el6tt a vizsgdlt vegyi
anyag koncentracidjat minden esetben elegendd vizsgalati koncentraciénként egy ismétlésen (vagy az edények
ismétlésenként egyesitett tartalman) elvégezni.

46. Allandé dramldst vizsgdlat esetén a félstatikus vizsgdlathoz hasonlé rendben, igy a vizsgilat elején, felénél és
végén kell mintdkat venni, de ilyenkor nincs értelme az »elhasznilt« oldat vizsgalatinak. Atfolydsos vizsgdlat
esetén naponta ellendrizni kell az olddszer és a vizsgdlt vegyi anyag vagy a vizsgdlt vegyi anyag torzsoldata
adagolasi sebességét.

47. Ha kimutathatd, hogy a vizsgdlt vegyi anyag koncentracijt a vizsgdlat idGtartama alatt sikertilt a névleges vagy
a mért kezdeti koncentrdcié + 20 %-os kornyezetében tartani, akkor az eredmények a névleges vagy mért
kezdeti értékek alapjdn elemezhetSk. Ha a névleges vagy a mért kezdeti koncentraci6tdl valo eltérés meghaladja
a * 20 %-ot, akkor az eredményeket az expozicié idején érvényes koncentrdcidértékek mértani kozépértéke
vagy a vizsgélt vegyi anyag koncentrici6janak csokkenését leiré modellek alapjan kell elemezni (8).

Hatdrérték-vizsgalat

48. Bizonyos koriilmények kozott, példaul amikor egy el8zetes vizsgdlat azt jelzi, hogy a vizsgdlt vegyi anyagnak
nincs toxikus hatdsa 100 mg/l koncentricidig, vagy a kisérleti oldatban valé oldhatdsdga hatdrdig (amelyik a
kettd koziil kisebb), hatdrérték-vizsgalat végezhetd, amely egy kontrollcsoport és egy kezelt csoport (100 mg/l-
es vagy az oldhatdsdgi hatdrral megegyezd koncentracioval) szaporoddsi viselkedésének 6sszehasonlitdsat jelenti.
A vizsgdlat sordn fokozottan ajinlatos elemezni az expozicié koncentrici6jt. A hatdrérték-vizsgdlat sordn
biztositani kell valamennyi fent leirt vizsgdlati koriilmény fenndlldsat és érvényességi feltétel teljesiilését azzal az
eltéréssel, hogy kétszer annyi kezelt ismétlést kell vizsgdlni. A kontrollcsoportban és az expoziciénak kitett
csoportban tapasztalt novekedés olyan statisztikai probaval (példdul a Student-féle t-probaval) elemezhetd,
amely a kozépértékek osszehasonlitdsin alapul.

ADATOK ES JEGYZOKONYVEZES

MegkettGz8dési id§

49. A vizsgdlat sordn a levélszdm megkett6z8déséhez szitkséges T, id6 meghatdrozdsihoz és az erre vonatkozd
érvényességi feltétel (ldsd a 12. pontot) ellendrzéséhez a kontrolltenyészetek adataira a kovetkezd oOsszefiiggést
kell alkalmazni:

T,=1n 2/

ahol p az 54-55. pont szerint meghatdrozott dtlagos fajlagos novekedési sebesség.
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Hatdsvaltozok

50. A vizsgdlat célja annak meghatdrozdsa, milyen hatdst gyakorol a vizsgdlt vegyi anyag a Lemna-telepek vegetativ
novekedésére. Ez a vizsgdlati moédszer két hatdsvaltozét tartalmaz, mert a killonbozé jogrendszerek
preferencidi és szabdlyozdsi igényei eltérGek. Hogy a vizsgdlati eredmények valamennyi jogrendszerben
elfogadhat6k legyenek, a hatdst mindkét aldbbi hatdsvaltozé alapjan meg kell hatdrozni.

a) Atlagos fajlagos novekedési sebesség: ezt a hatdsvaltozét a levélszam logaritmusanak, valamint egy tovibbi mért
paraméter (a levelek Osszteriilete, a szdraz tomeg vagy a nedves tomeg) logaritmusdnak napi véltozdsa
alapjan szdmitjuk a kontrolltenyészetek és az egyes expozicidonak kitett tenyészetek figyelembevételével. Ezt a
mennyiséget relativ novekedési sebességnek is nevezik (12);

b) Szaporulat: ezt a hatdsvéltozot a levélszdm, valamint egy tovabbi mért paraméter (a levelek Osszteriilete, a
szdraz tOmeg vagy a nedves tomeg) értékének véltozdsa alapjan szdmitjuk a kontrolltenyészetek és az egyes
expozicionak kitett tenyészetek figyelembevételével.

51. Megjegyzendd, hogy a két hatdsviltozd alapjdn szdmitott toxicitdsértékek nem hasonlithatok egymashoz, és a
vizsgdlatok eredményeinek felhaszndldsa sordn erre a kilonbségre tekintettel kell lenni. A jelen vizsgalati
moédszerben elSirt vizsgdlati korilmények betartdsa mellett a két szamitdsi eljards matematikai hattere
kovetkeztében az atlagos fajlagos novekedési sebességen alapuld EC, értékek (E.C,) dltaldban nagyobbra adédnak,
mint a szaporulaton alapulé EC, értékek (E,C)). Ezt az eltérést nem szabad 1dgy értelmezni, hogy egyik
hatdsvaltoz6 érzékenyebb lenne a mdsikndl; egyszertien arrdl van szd, hogy a két érték matematikailag mast
jelent. Az dtlagos fajlagos novekedési sebesség a békalencse korldtozatlan tenyészetekben tandsitott dltaldnos
exponencidlis n6vekedési mintdjdn alapul, és a toxicitdst a novekedési sebességre kifejtett hatds alapjdn, a
kontrolltenyészetekben tapasztalhaté novekedési sebesség abszolit nagysigdt6l, a koncentricié-valasz gorbe
meredekségétSl és a vizsgélat idGtartamatdl fuggetleniil becsli. A szaporulatbdl szarmaztatott eredmények ezzel
szemben mindezektdl a valtozoktdl is fiiggnek. Az E C, fiigg az egyes vizsgdlatokban haszndlt békalencsefajok
fajlagos szaporoddsi sebességétdl és a legnagyobb fajlagos novekedési sebességétdl, ami a fajok, s6t még
kiilonboz8 klonok kozott is eltérs lehet. Ez a hatdsvaltozé nem alkalmas az egyes békalencsefajok vagy klonok
toxikus hatdssal szembeni érzékenységében fenndllé kiilonbségek megitélésére. Bar tudomdnyos szempontbdl a
toxikus hatdst indokoltabb az atlagos fajlagos novekedési sebességb6l meghatdrozni, ez a vizsgélati médszer a
szaporulaton alapulé toxicitdsszamitdst is tartalmazza, mert egyes jogrendszerek hatdlyos jogszabalyi kovetel-
ményei ezt is sziikségessé teszik.

52. A toxicitdst a levélszdm és egy tovabbi mérési viltozd (a levelek Osszteriilete, a szdraz tomeg vagy a nedves
tomeg) alapjan is meg kell hatdrozni, mert bizonyos vegyi anyagok egy mdasik mérési valtozot sokkal erdsebben
befolyasolhatnak, mint a levélszamot. Ez a hatds nem volna kimutathatd, ha csak a levélszdmbdl indulndnk ki.

53. A levélszdm, valamint a tobbi feljegyzett mérési vdltozo (a levelek Osszteriilete, a szdraz tomeg vagy a nedves
tomeg) értékét az egyes mérések alkalmaval a vegyi anyag koncentrdciértékei szerint tdblazatba kell rendezni.
A tovabbi adatelemzés, azaz az LOEC, az NOEC vagy az EC, meghatdrozdsa sordn az ismétlések kiilon-kiilon
vett adataibdl, nem pedig az egyes kezelési csoportok kozépértékébdl kell kiindulni.

Atlagos fajlagos novekedési sebesség

54. Az adott id6szakhoz tartozé dtlagos fajlagos novekedési sebességet a novekedést leird valtozdk (levélszdm,
valamint egy tovabbi mérési véltozd: a levelek Osszteriilete, szdraz tdmeg vagy nedves tomeg) logaritmusdnak
novekedéseként szamitjuk a vizsgdlati és a kontrolltenyészetek minden egyes példnydra kilon-kilon, a
kovetkez§ osszefiiggés szerint:

In (N) - In (N)

Pi-j = ¢

ahol:

— . az atlagos fajlagos novekedési sebesség az »i«-t6l a »j« iddpillanatig

— N;  a mérési valtozé értéke a vizsgalati vagy a kontrolltenyészetben az »i« id6pillanatban
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— Ni  a mérési vdltoz6 értéke a vizsgalati vagy a kontrolltenyészetben a »j« id6pillanatban
—t az »i«-t6l »j«-ig terjed idGtartam

Minden kezelt és kontrollcsoportra ki kell szdmitani egy atlagot a szaporodasi sebességre, valamint meg kell
becsiilni a szordsnégyzetet.

55. Az atlagos fajlagos novekedési sebességet a vizsgalat teljes idGtartamdra (tehdt dgy, hogy a fenti 6sszefiiggésben
»i« a vizsgalat kezdetét, »« a vizsgdlat végét jeloli) kell meghatdrozni. Minden egyes vizsgélati koncentraciéra és
kontrollcsoportra meg kell hatdrozni az dtlagos fajlagos novekedési sebesség kozépértékét és tapasztalati szoras-
négyzetét. Emellett (példaul a novekedési gorbék logaritmikus transzformaéltjdnak szemiigyre vételével) becslést
kell adni a novekedési sebesség szakaszonkénti értékére is annak érdekében, hogy megitélhet legyen a vizsgalt
vegyi anyag altal az expozicids id8szak folyaman kifejtett hatds. Ha a szakaszonkénti novekedési sebesség és az
atlagos novekedési sebesség kozott nagy killonbséget tapasztalunk, az azt jelenti, hogy a novekedés mintdja
ersen eltér az dllando kitevdjii exponencialis novekedéstdl és kiilonosen ajanlott a novekedési gorbék részletes
vizsgalata. Ilyenkor a biztonsdg javédra jarunk el, ha az Osszehasonlitdst a legnagyobb gétlds idGszakadban a
vizsgélt tenyészetekben és az ugyanebben az iddszakban a kontrolltenyészetekben tapasztalt fajlagos novekedési
sebesség kozott végezziik.

56. A novekedési sebesség (I) szdzalékos gdtldsat ezutdn vizsgdlati koncentrdcionként (kezelési csoportonként) a
kovetkezd osszefiiggésbdl kell meghatdrozni:

C-uT
%szxloo

ahol:

— % 1: az atlagos fajlagos novekedési sebesség szazalékos gatlasa
— po  ap kozépértéke a kontrollcsoportban

— pp ap kozépértéke a vizsgalt csoportban

Szaporulat

57. A szaporulatra gyakorolt hatdst vizsgdlati edényenként, két mérési véltozd: a levélszdm és egy tovabbi mérési
véltozd (a levelek osszteriilete, a szdraz tomeg vagy a nedves tomeg) vizsgélat kezdetén és vizsgdlat végén mért
értékébdl szamitjuk. A szdraz tomeg és a nedves tomeg esetében a kezdeti él6anyagtomeget a vizsgdlati edények
tartalmdnak osszedllitdsahoz (ldsd a 20. pontot) hasznélt tételbSl szdrmazd levelekbdl vett mintdn hatirozzuk
meg. Minden egyes vizsgalati koncentricié és kontrollcsoport esetén kiszdmitjuk a szaporulat kozépértékét és
tapasztalati szérdsnégyzetét. Az egyes kezelési csoportok vonatkozdsiban a szaporulatra vonatkozé dtlagos
szdzalékos gétlds (% ) az aldbbiak szerint szdmithat¢ ki:

%Iy:(bf;ﬂx 100

ahol:
— % L: a szaporulat szdzalékos csokkenése

— b az él6anyagtomeg végsé értéke és kiinduldsi értéke kozotti kilonbség a kontrollcsoportban

— by az él6anyagtomeg végsé értéke és kiindulasi értéke kozotti kilonbség a vizsgdlt csoportban

A koncentricié-vilasz gorbék elkészitése

58. El kell késziteni a hatdsvaltozéhoz tartozé dtlagos szdzalékos gatlds értékét (az 56., illetve az 57. pontban
bemutatottak szerint szdmftott I, vagy I értéket) a vizsgdlt vegyi anyag koncentrdci6jdnak logaritmusa
figgvényében dbrdzolé koncentrici6-valasz gorbéket.
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Az EC,_ becslése

59. Az EC,_ (példdul EC,)) becslését mind az dtlagos fajlagos novekedési sebesség (E.C,), mind a szaporulat (E C)
alapjan el kell végezni, amelyeket viszont a levélszdmbdl és egy tovabbi mérési valtoz6bdl (levelek osszterilete,
szdraz tomeg vagy nedves tomeg) egyardnt ki kell szdmitani. Ez azért szitkséges, mert egyes vizsgalt vegyi
anyagok a levélszdmra és a mdsodik mérési valtozora eltérd hatdst gyakorolnak. Ennek megfelelGen tehdt
minden x gatldsi szinthez négy EC, toxicitdsi paramétert dllitunk el6: E.C,_ (levélszdm); E.C, (levelek osszteriilete,
szdraz tomeg vagy nedves tomeg); E C, (levélszdm); and EC, (levelek Osszteriilete, szdraz tomeg vagy nedves

tomeg).

Statisztikai eljdrdsok

60. A statisztikai szdmitdsok célja, hogy regressziészdmitdssal kvantitativ koncentracié-valasz Gsszefiiggést allitsunk
el8. Lehet8ség van arra, hogy a hatdsadatok — példdul probit-, logit- vagy Weibull-modell (13) szerinti — lineari-
zdci6s transzformdldsdt kovetSen stilyozott linedris regressziot végezziink, de el6nydsebb inkdbb nemlinedris
regressziét alkalmazni, mert ez jobban kezeli az adatok elkeriilhetetlen irregularitdsat és a sima eloszldstdl valé
eltérést. A nulla és a teljes gdtlds kornyezetében az irregularitdst a transzformdcié felnagyithatja, ami a szdmitds
szempontjdbdl elénytelen (13). MegjegyzendS, hogy a probit-, logit- vagy Weibull-transzformaltat alkalmazé
szokdsos szdmitdsi modszerek elsGsorban kvantalt (példdul mortalitdsi vagy tdlélési) adatok feldolgozdsira
alkalmasak, igy médositdst igényelnek, ha a novekedési sebességre vagy a szaporulatra kivanjuk ket alkalmazni.
Az EC -értékek folytonos adatokbdl vald szdmitdsira alkalmas médszereket a (14), (15) és (16) irodalom
ismertet.

61. Az EC, értékek pontbecsléseinek kiszdmitisdhoz a koncentracib-vélasz Osszefiiggést kell haszndlni minden
elemzendd hatdsvaltozoéra. Ha lehetséges, meg kell hatdrozni az egyes becslések 95 %-os konfidenciahatdrdt. A
hatdsadatok regressziés modellhez illeszkedésének josdgat grafikus vagy statisztikai modszerrel kell megélla-
pitani. A regressziészdmitdst az egyes vizsgalati edényeken nyert értékekkel, nem pedig a vizsgélati csoportok
kozépértékével kell elvégezni.

62. Ha a rendelkezésre all6 regresszios modellek/mddszerek nem alkalmasak a konkrét adatok elemzésére, az EC,,-
re vonatkozo becsléseket és a konfidenciahatdrokat »bootstrap« mddszerrel egytitt alkalmazott linedris interpola-
cioval (17) is el@allithatjuk.

63. Az LOEC, és igy az NOEC becsiilt értékének el6éllitdsa érdekében varianciaanalizis (ANOVA) segitségével
osszevetjiik az egyes készitményekhez tartozé kozépértékeket. Az egyes koncentraciokhoz tartozd kozépér-
tékeket ezutdn alkalmasan megvalasztott tobbszoros Osszehasonlité mddszerrel vagy trendprébaval a kontroll-
csoporton nyert kozépértékhez hasonlitjuk. Hasznos lehet a Dunnett- és a Williams-préba alkalmazdsa (18)(19)
(20)(21). Lényeges ellendrizni, hogy fenndll-e az ANOVA-nak a szérdsnégyzetek homogenitdsira vonatkoz
feltevése. Ezt az ellenGrzést grafikusan vagy formadlis probdval (22) végezhetjiik. A Levene- és Bartlett-féle
probdk megfeleldek ehhez. A szérasnégyzetek homogenitdsira vonatkozé feltevés nem teljesiilése gyakran
kikiiszobolhet6 az adatok logaritmikus transzforméldsdval. Ha a szdrdsnégyzetek heterogenitdsa tilsigosan
széls@ségesnek bizonyul, és transzformdciéval nem javithatd, akkor célszerti megfontolni példdul a lépésenkénti
Jonkheere-trendpréba alkalmazdsat. Az NOEC meghatdrozdsihoz tovébbi ttmutatdst ad a (16) irodalom.

64. Az Gjabb keleti tudomdanyos eredmények az NOEC-koncepcié elhagydsdnak ajinldsdhoz és az EC, regresszion
alapul6é pontbecsléssel torténé meghatdrozdsaval valé helyettesitéséhez vezettek. Ehhez a Lemna-vizsgélathoz
még nem dllapitottak meg megfelel§ x értéket. A 10-20 %-os tartomdny azonban megfelelének tiinik (a
valasztott hatdsvaltozotdl fuggden), és célszerti mind az EC,-et, mind az EC,-at megadni a mérési jegyzs-
konyvben.

Jelentéstétel

65. A vizsgdlati jegyz6konyvnek a kovetkezdket kell tartalmaznia:
Vizsgdlt vegyi anyag:
— fizikai jelleg és fizikokémiai tulajdonsdgok, vizben val6 oldhatdsagi hatér;

— kémiai azonositd adatok (pl. CAS-szdm), tisztasdg (szennyezddések).
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A vizsgdlathoz felhaszndlt faj:

— tudomadnyos név, klon (ha ismert) és eredet.

Vizsgdlati koriilmények:

— alkalmazott vizsgélati eljdrds (statikus, félstatikus vagy alland6 dramldsay);
— a vizsgédlat megkezdésének idGpontja és idGtartama;

— vizsgélati oldat;

— a kisérleti terv ismertetése: vizsgdlati edények és fedSk, oldattérfogatok, telep- és levélszamok vizsgélati
edényenként a vizsgdlat megkezdésekor;

— vizsgalt koncentraciok (szitkség szerint névleges és mért értékek) és az ismétlések szdma koncentraciénként;
— a torzs- és a vizsgdlati oldatok elkészitésének mddszere, az esetleg alkalmazott oldé- vagy diszpergdldszer;
— hémérséklet a vizsgdlat folyamén;

— fényforras, a fény ereje és homogenitdsa;

— a vizsgélati és a kontrolloldatok pH-értékei;

— a vizsgdlt vegyi anyag koncentrdci6i és az analizis médszere a megfelel mindségellendrzési adatokkal egyiitt
(az érvényesség vizsgalata, a szérds vagy az analizis konfidenciahatdra);

— a levélszam és a tovabbi mérési valtozok (szdraz tomeg, nedves tomeg vagy levélteriilet) meghatdrozasanak
modszere;

— ajelen vizsgdlati mddszertdl val esetleges eltérések.
Eredmények:

— nyers mérési adatok: levélszdm és a tovdbbi mérési valtozok minden egyes vizsgdlati és kontrolltenyészetben
minden adatfelvételkor és analizis alkalmaval;

— az egyes mérési véaltozok kozépértékei és szorasai;

— novekedési gorbék minden egyes koncentrdcidra (logaritmikusan transzformalt mérési valtozokkal ajdnlott
megadni, 14sd az 55. pontot);

— megkett6z6dési id6, illetve novekedési sebesség a kontrolltenyészetben, a levélszdm alapjan;

— hatdsvéltozok szamitott értéke kezelési ismétlésenként, tovdbba ismétlésenként a kozépérték és a szords-
négyzet;

— a koncentréacié-vélasz sszefiiggés grafikus formdban;

— a hatdsvéltozok toxikus végpontjainak becslése, pl. ECy, EC,,, EC,, és a kapcsolédd konfidenciainter-
vallumok. Ha kiszdmitottuk, az LOEC ésfvagy az NOEC értéke, tovibbd a szdmitdshoz alkalmazott
statisztikai médszer;

— ANOVA alkalmazdsa esetén a hatds kimutatdsdnak mérethatdra (példdul a legkisebb szignifikdns kiilonbség);
— a vizsgélatok sordn észlelt esetleges novekedésserkentés;
— fitotoxicitdsra utal6 esetleges lathatd jelek, valamint a vizsgdlati oldatokkal kapcsolatos észrevételek;

— az eredmények szoveges elemzése, beleértve az e vizsgdlati modszertdl valé eltérések vizsgdlat kimenetelére
gyakorolt hatdsat.
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1. fiiggelék

Fogalommeghatdrozdsok

E vizsgdlati modszerben az aldbbi definiciok és roviditések haszndlatosak:

ElGanyagtomeg: a populdcioban 1év6 él6 anyag szdraz tomege. A vizsgilat sordn az élGanyagtomeg helyett
jellemz8en helyettesité mennyiségeket, példdul levélszdmot vagy levélteriletet mériink, és ezekre a helyettesits
mennyiségekre is »él6anyagtomegként« hivatkozunk.

Vegyi anyag: anyag vagy keverék.
Klorézis: a levélszovet sirguldsa.

Kl6n: egy adott egyedbdl ivartalan szaporoddssal létrejove szervezet vagy sejt. Az azonos klonhoz tartozé egyedek
tehat genetikai szempontbdl azonosak.

Telep: egymaéshoz kapcsol6dé anya- és lednylevelek (dltaliban 2-4) 6sszessége. Néha novénynek is nevezik.

EC_: a vizsgdlati oldatban feloldott vizsgilt vegyi anyag azon koncentricija, amely adott expozicis id§ alatt a
Lemna novekedésének x %-os (példaul 50 %-os) csokkenését okozza (az expozici6s id6t kiilon meg kell adni, ha eltér
a vizsgélat rendes vagy teljes idGtartamétol). Hogy egyértelmdi legyen, hogy az EC értékét a novekedési sebességbdl
vagy a szaporulatbél nyertitk-e, novekedési sebesség esetén »E Ce-t, szaporulat esetén »E Ce-t frunk, majd ezt kovetSen
megadjuk a mérési véltozot, példaul: EC (levélszam).

Allandé dramlést vizsgélat: olyan vizsgalat, amelynek sordn a vizsgdlati oldatot folyamatosan cseréljiik.

Levél: a békalencse novény egyetlen kiilonallo, »levélszertic struktirdja. Ez a szaporoddsra képes legkisebb egység
(egyed).

Papossag: plpos vagy duzzadt megjelenést mutaté levelek.

Novekedés: a vizsgilat ideje alatt a mérési valtozéban (példdul a levélszdmban, a szdraz tomegben, a nedves
tomegben vagy a levélteriiletben) bekovetkezd novekedés.

Novekedési sebesség (dtlagos fajlagos novekedési sebesség): az élGanyagtomeg logaritmikus novekedése az
expozicios id6 alatt.

Eszlelhetd hatist okozo legkisebb koncentricié (LOEC): az a legkisebb vizsgalt koncentraci6, amely mellett adott
expozicids 1d§ alatt a vegyi anyag statisztikailag szignifikins mértékben (p < 0,05) csokkenti a novekedést a kontroll-
tenyészethez képest. Az LOEC felett ugyanakkor minden koncentriciénak legaldbb akkora karos hatdst kell eredmé-
nyeznie, mint amelyet az LOEC okoz. Ha ez a két feltétel nem elégithetd ki, az LOEC (és igy az NOEC) megvalasztdsat
részletesen indokolni kell.

Mérési viltozék: minden olyan viltozd, amelyet a vizsgdlat végpontjdnak egy vagy tobb kiilonboz8 hatdsvaltozd
segitségével torténd kifejezése érdekében mériink. Ebben az eljdrisban mérési valtoz6 a levélszam, a levélteriilet, a
nedves tomeg és a szdraz tomeg.

Monokultiira: egyetlen névényfajbol 4ll6 tenyészet.
Nekrozis: elhalt (példdul fehér vagy vizzel étitatott) levélszovet.

Eszlelhetd hatdst még nem okozé koncentricié (NOEC): az a vizsgilt koncentrici6, amely kozvetleniil az LOEC
alatt helyezkedik el.

Fenotipus: az él6lény észlelhetd, génjei és a kornyezet kolesonhatdsa dltal meghatarozott jellemzdi.

Hatédsviltozok: a toxikus hatds becslésére szolgdls, az élGanyagtomeget leir6 mérési viltozokbol kiilonbozd
szamitdsi modszerekkel szdrmaztatott valtozok. Ebben az vizsgdlati médszerben hatdsvaltozé a novekedési sebesség
és a szaporulat, amelyeket a levélszdmbdl, a levélteriiletbs], a nedves tomegbdl és a szdraz tomegbdl mint mérési
valtozokbol szdrmaztatunk.
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Félstatikus (oldatcserés) vizsgdlat: olyan vizsgdlat, amelynek sordn a vizsgdlati oldatot bizonyos idékozonként
lecseréljiik.

Statikus vizsgdlat: olyan vizsgdlat, amelynek sordn a vizsgélati oldatot nem cseréljiik le.

Vizsgilt vegyi anyag: bdrmely, e vizsgdlati modszerrel vizsgdlt anyag vagy keverék.

A vizsgdlat végpontja: az az dltaldnos jellemzd, amelyre a vizsgélat irdnyul, és amely a vizsgalt vegyi anyag hatdsira
a kontrolltenyészethez képest megvaltozik. Ebben az vizsgalati mddszerben a vizsgdlat végpontja a novekedésgatlds,

amely kiilonb6z6, egy vagy tobb mérési valtozobdl szarmaztatott hatasvéltozok segitségével fejezhetd ki.

Vizsgilati oldat: az a teljes, szintetikus tépoldat, amelyben a vizsgdlt novények a vizsgdlt vegyi anyag jelenlétében
névekednek. A vizsgalt vegyi anyag dltaldban oldott formédban van jelen a vizsgélati oldatban.

Szaporulat: az élGanyagtomeget leiré mérési viltoz6 értéke az expozicids id6 végén, minusz ugyanezen véltozd
értéke az expozicids id6 kezdetén.
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2. fliggelék

A Lemna nemzetség leirdsa

A Lemna nemzetséghez tartozd, békalencseként kozismert vizinovények a Lemnaceae csalidba tartoznak, amelynek
négy nemzetsége szdmos vildgszerte elterjedt fajt felolel. Kilonboz8 megjelenésitket és rendszertanukat a
szakirodalom kimeritGen ismerteti (1)(2). A Lemna gibba és a L. minor a mérsékelt éghajlati ovezet jellegzetes
képviseldi; a toxicitdsi vizsgdlatokban tobbnyire ezeket alkalmazzdk. Mindkét fajnak dsz6 vagy aldmeriilS, korong
alakd levelei és nagyon vékony, az egyes levelek also felszinének kozepérdl eredd gyokerei vannak. A Lemna-fajok
tobbnyire nem virdgzanak, a szaporodds érdekében a novények vegetativ tton U leveleket hoznak létre (3). Az
idGsebb novényekhez képest a fiatalabbak altaldban halvdnyabbak, rovidebb gyokereik vannak és két-harom,
killonb6z8 méretd levélbdl dllnak. A Lemna-novények kis mérete, egyszeri struktiirdja, ivartalan szaporoddsa és révid
generdcios ideje a nemzetség fajait kiilonosen alkalmassd teszi laboratériumi vizsgélatokra (4)(5).

Mivel az egyes fajok elSrelathatdan eltéré mértékben lesznek érzékenyek a kiilonbozg behatdsokra, az érzékenységet
kizardlag fajon beliil szabad 6sszehasonlitani.

Példék a vizsgdlatokban kordbban mar alkalmazott Lemna-fajokra: Fajonkénti szakirodalmi hivatkozdsok

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 (US EPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant
Toxicity Test Using Lemna spp., »Public draft«. EPA 712-C-96-156. 8pp.

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

Svéd Szabvanyiigyi Intézet (SIS). (1995). Vizmindség. A novekedésgdtlis meghatdrozdsa (7-d) Lemna minor,
békalencse. SS 02 82 13. 15pp. (svéd nyelven).

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

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

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

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

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

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

A Lemna-fajok beszerzési forrésai

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

Toronto, Ontario, Canada, M5S 3 B2

Telefon: +1-416-978-3641

Fax +1-416-978-5878

e-mail: jacreman@botany.utoronto.ca
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Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
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Raleigh, NC 27695-8002
Amerikai Egyesiilt Allamok
phone 001 (919) 515-7572

astomp@unity.ncsu.edu

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

STOCKHOLM

SVEDORSZAG

Telefon: +46 8 674 7240

Fax (+46) 8 674 7636

Federal Environmental Agency (UBA)
FG1III 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin Tel.

Németorszag

e-mail: lemna@uba.de

SZAKIRODALOM

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

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

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

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

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

A torzstenyészet fenntartdsa

A torzstenyészetek alacsony hémérsékleteken (4-10 °C) hosszabb ideig dtoltds nélkiil is fenntarthatok. A Lemna
tdpoldata megegyezhet a vizsgalatok sordn alkalmazottal, de a torzstenyészetek mds, tdpanyagokban gazdag oldatban
is tarthatok.

Id6rél id6re néhdny fiatal, viligoszold ndvényt csiramentes eljdrdssal friss tdpoldatot tartalmazd névesztSedénybe
helyeziink. A javasolt htivosebb koriilmények kozott elegendé lehet akar hdromhavonta is dtoltdst végezni.

Kémiailag tiszta (savval lemosott) és steril iiveg novesztSedényeket alkalmazzunk, és a kezelés sordn biztositsunk
csiramentes korilményeket. A torzskultira (példdul algaval vagy gombdkkal torténd) fertGzédése esetén meg kell
kisérelni a szennyez8 organizmusok eltdvolitdsat. Algdk és a legtobb mds szennyez$ organizmus esetén ez feliileti
fertStlenitéssel valdsithatd meg. A fert6z6dott novényanyagbdl mintdt vesziink, és a gyokereket levdgjuk. A
novényeket ezutdn tiszta vizben intenziven megrizzuk, majd 30 mdsodperc és 5 perc kozotti idGtartamra 0,5
térfogatszazalékos ndtrium-hipoklorit-oldatba meritjiik. A novényanyagot ezutdn steril vizben atoblitjik, majd tobb
részletben friss tdpoldatot tartalmazé novesztSedényekbe helyezziik. A kezelés eredményeképpen szdmos levél elhal,
killonosen hosszabb expoziciés id6 esetén, de a fennmaraddk koziil néhdny dltaldban fertGzésmentes lesz. Ez a
tenyészet a késdbbiekben tjabbak leoltdsdra haszndlhatd fel.
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4. fuggelék

Tépoldatok

L. minor és L. gibba esetén eltér§ tdpoldatot ajanlott alkalmazni. L. minor esetén a svéd szabvany (SIS) szerinti tdpoldat
modositott véltozatdt, mig L. gibba esetén a 20X-AAP tdpoldatot javasoljuk. Az aldbbiakban megadjuk minkét
tipoldat osszetételét. Ezeknek a tdpoldatoknak az elkészitése sordn laboratériumi reagenseket vagy analitikai
tisztasdgu vegyszereket, és ionmentesitett vizet kell hasznélni.

Svéd szabvény (SIS) szerinti Lemna-tipoldat

— Az I-V. torzsoldatot autokldvozdssal (120 °C, 15 perc) vagy membréansztiréssel (koriilbeliil 0,2 pm pérusméret)

sterilizdljuk.

— A VL (és szitkség esetén a VIL) torzsoldatot kizardlag membranszlréssel sterilizéljuk, autoklivozds nem
alkalmazhato.

— A steril torzsoldatokat hideg, sotét helyen tdroljuk. Az I-V. torzsoldatot hat hénap elteltével ki kell onteni, mig a
VI (és szitkség esetén a VIL) torzsoldat eltarthatdsdgi ideje egy honap.

Torzsol- Koncentracié a tor- Koncentraci6 a
dat Anyag zsoldatban kész tdpoldatban Kész tdpoldat
szdma (g/l) (mg/)
Elemek Koncentracid
(mg/1)
L. NaNO, 8,50 85 Na; N 32; 14
KH,PO, 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4
II. MgSO, 7H,0 15 75 Mg; S 7,4, 9,8
111 CaCl, 2H,0 7,2 36 Ca; Cl 9,8; 17,5
IV. Na,CO, 4,0 20 C 2,3
V. 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
ZnS0O,. 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
VL FeCl,. 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17
Na,-EDTA 2H,0 0,28 1,4 - -
VIL MOPS (puffer) 490 490 - -
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Egy liter SIS szerinti tdpoldat elkészitéséhez 900 ml ionmentesitett vizhez a kovetkezSket adagoljuk:

— 10 ml az L. torzsoldatbdl

— 5 ml a Il tdrzsoldatbol

— 5 ml a IIL. torzsoldatbol

— 5 ml a V. torzsoldatbdl

— 1 ml az V. torzsoldatbdl

— 5 ml a VI torzsoldatbdl

— 1 ml a VIL térzsoldatbdl (ha sziikséges)

Megjegyzés: A VIL torzsoldatot (MOPS puffer) bizonyos vizsgalt vegyi anyagok esetében kell alkalmazni (ldsd a 11.

pontot).

A pH-értéket 0,1 vagy 1 mol HCl vagy NaOH hozzdaddsdval 6,5 + 0,2 értékre dllitjuk, majd a térfogatot ionmente-
sitett viz hozzdadasdval egy literre kiegészitjiik.

20X-AAP tipoldat

A torzsoldatokat steril desztillalt vagy ionmentesitett vizzel készitjiik.

A steril torzsoldatokat hiivos, sotét helyen taroljuk. Ilyen korilmények kozott eltarthatdsagi idejik legaldbb 6—8 hét.

A 20X-AAP tipoldat elddllitdisdhoz ot, tdpanyagokat tartalmazé torzsoldatot (Al., A2. A3, B. és C.) készitiink
reagens minGségli vegyiiletek felhaszndldsdval. A tdpoldat elGédllitdsahoz kb. 850 ml ionmentesitett vizhez 20 ml-t
adunk minden torzsoldatbél. A pH-értéket 0,1 vagy 1 mol HCl vagy NaOH hozzdaddsaval 7,5 £ 0,1 értékre allitjuk,
majd a térfogatot ionmentesitett viz hozzdaddsival egy literre kiegészitjitk. Ezutdn a tdpoldatot egy kb. 0,2 pm
porusméretii membransziirén dt steril edénybe sziirjiik.

A vizsgélatok céljara szant tdpoldatot egy-két nappal a felhaszndlds el6tt kell elkésziteni annak érdekében, hogy pH-
értékiik stabilizalodhasson. A tdpoldat pH-értékét felhaszndlas el6tt ellendrizni kell, és szitkség esetén 0,1 vagy 1 mol
HCl vagy NaOH hozzdaddséaval a fenticknek megfelelGen djra be kell llitani.

Torzsol- Koncentracio a tor- Koncentraci6 a
dat Anyag zsoldatban kész tdpoldatban Kész tdpoldat
szdma (g/*]) () (mg/]) (*)
Koncentracié
Elemek
eme (mg+]) (*
Al. NaNO, 26 510 Na;N 190;84
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
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Torzsol- Koncentrdci6 a tor- | Koncentrdcié a
dat Anyag zsoldatban kész tdpoldatban Kész tapoldat
széma (g/*) ™ (mg/*) (*)
T
B 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 — —
Zn(l, 3,3 mg/l 66 pg/l Zn 31 pgfl
Co(l,.6H,0 1,4 mg/l 29 pg/l Co 7,1 pg/l
Na,Mo0,.2H,0 7,3 mgl 145 pgfl Mo 58 pg/l
CuCl,.2H,0 0,012 mg/l 0,24 pg/l Cu 0,080 png/l
C NaHCO, 15 300 Na;C 220; 43

(*) eltérg el6irds hidnydban

Megjegyzés: Az elméletileg szitkséges hidrogén-karbondt-koncentraci6 (amely mellett nincs szitkség a pH-érték jelent6s mértékd uté-
néllitdsdra) 15 mg/l, nem 300 mg/l. A 20X-AAP tdpoldattal végzett kordbbi vizsgilatok és a jelen irdnymutatdshoz kap-
csol6dé korvizsgalat azonban egyardnt 300 mg/l-en alapult. (I Sims, P. Whitehouse and R. Lacey. (1999) The OECD
Lemna Growth Inhibition Test. Development and Ring-testing of draft OECD Test Guideline. R&D Technical Report
EMA 003. WRc plc — Environment Agency.)

STEINBERG-féle tipoldat (az ISO 20079 szerint)

Koncentracidk és torzsoldatok

A moédositott Steinberg-féle tipoldatot az ISO 20079 kizardlag Lemna minor esetére irja el§ (mert a szabvdny csak
Lemna minor alkalmazdsat engedélyezi), de korabbi vizsgélatok Lemna gibba esetén is kedvezd eredményekre vezettek.

A tdpoldat készitése sordn reagens vagy analitikai tisztasdgu anyagokat és ionmentesitett vizet kell alkalmazni.

A tapoldatot elkészithetjilk torzsoldatokbdl vagy a tizszeres toménységii oldatbdl, amely maximdlis oldatkoncent-

raciot tesz lehetvé kicsapddas nélkiil.

1. tdbldzat

pH-stabilizélt (Altenburger szerint médositott) STEINBERG-féle tipoldat

Osszetevd Tépoldat
Makroelemek moltomeg mg/l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO, - 7H,0 246,37 100,00 0,41
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Osszetevd Tépoldat
Mikroelemek moltomeg 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
Dindtrium-EDTA-dihidrét 372,24 1 500,00 4,03
2. tdbldzat
Torzsoldatok (Makroelemek)
1. Makroelemek (50-szeres toménységii) g/l
1. torzsoldat:
KNO, 17,50
KH,PO, 4,5
K,HPO, 0,63
2. torzsoldat:
MgSO, - 7H,0 5,00
3. torzsoldat:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75
3. tdbldzat
Torzsoldatok (Mikroelemek)
2. Mikroelemek (1 000-szeres toménységii) mg(l
4. torzsoldat:
H,BO, 120,0
5. torzsoldat:
ZnS0, - 7H,0 180,0
6. torzsoldat:
Na,MoO, - 2H,0 44,0
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2. Mikroelemek (1 000-szeres toménységii) mg(l
7. torzsoldat:
MnCl, - 4H,0 180,0
8. torzsoldat:
FeCl, - 6H,0 760,00
Dindtrium-EDTA-dihidrét 1 500,00

— A 2.és 3., illetve kiilon a 4-7. torzsoldat egyesithetd (a kivant koncentraciok figyelembevételével).

— A hosszabb eltarthatdsdg érdekében kezeljitk a torzsoldatokat autokldvban 121 °C-on 20 percig, vagy végezziink
membrénsziiréses (0,2 pm) sterilizdldst. A 8. torzsoldat esetében fokozottan ajinlott membransztiréses (0,2 pm)
sterilizéldst végezni.

sz

— A kicsap6daés elkeriilése érdekében mintegy 900 ml ionmentesitett vizhez adjunk az 1., 2. és 3. torzsoldatbol (ldsd
a 2. tabldzatot) egyardnt 20 ml-t.

— Az oldathoz adjunk a 4., 5., 6., 7. és 8. torzsoldatbdl (lasd a 3. tdblazatot) egyarant 1,0 ml-t.
— A pH-érték 5,5 0,2 legyen (ezt az értéket minél kevesebb NaOH-oldat vagy HCl hozzdaddsaval dllitsuk be).
— Viz hozzdadasaval egészitsiik ki az oldat térfogatit 1 000 ml-re.

— Ha a torzsoldatok sterilizéltak és megfelel6 minSségti vizet alkalmazunk, akkor tovabbi sterilizdlds nem sziikséges.
Ha a végleges tdpoldatot sterilizdljuk, a 8. torzsoldatot az autokldvozds (121 °C-on 20 percig) utdn kell hozzdadni.

A 10-szeres toménységti (mddositott) STEINBERG-féle tapoldat elkészitése ideiglenes tdroldsra

— A kicsapddis elkeriilése érdekében mintegy 30 ml vizhez adjunk az 1., 2. és 3. torzsoldatbdl (ldsd a 2. tablazatot)
egyarant 20 ml-t.

— Az oldathoz adjunk a 4., 5, 6., 7. és 8. torzsoldatbdl (lasd a 3. tdblazatot) egyardnt 1,0 ml-t. Viz hozzdadasival
egészitsiik ki az oldat térfogatdt 100 ml-re.

— Ha a torzsoldatok sterilizéltak és megfelel6 minGségti vizet alkalmazunk, akkor tovdbbi sterilizdlds nem sziikséges.
Ha a végleges tdpoldatot sterilizdljuk, a 8. torzsoldatot az autokldvozds (121 °C-on 20 percig) utdn kell hozzdadni.

— A (végleges koncentraciojt) tdpoldat pH-értéke 5,5£0,2 legyen.”

6. A melléklet a kovetkezd C.31-C.46. fejezettel egésziil ki:
,C.31. SZARAZFOLDI NOVENYEK VIZSGALATA: CSIRAZAS ES CSIRANOVEKEDES
BEVEZETES

1. Ez a vizsgilati médszer egyenértéki az OECD 208. vizsgélati irdinymutatdsiban (2006) leirt modszerrel. A
vizsgalati modszereket a tudoményos fejlédés és a szabélyozdsi célra torténd hasznélatra valé alkalmazhatdsdg
alapjan rendszeresen feliilvizsgdljak. E frissitett vizsgalati modszer célja, hogy megvizsgdlja a vegyi anyagoknak a
csirdzdsra és a csiranovekedésre gyakorolt potencidlis hatdsait. A vizsgdlat nem terjed ki a szaporoddsra (azaz a
magképzésre, a virdg kialakuldsdra, a gytimolcs érésére) gyakorolt kronikus hatdsokra. Az expozicid feltételeit és
a vizsgdland6 vegyi anyag tulajdonsdgait meg kell fontolni a megfelel§ vizsgdlati modszerek haszndlatinak
biztositdsa érdekében (példaul fémek/fémvegyiiletek vizsgdlatakor a pH és a kapcsolddo ellenionok hatdsait
mérlegelni kell) (1). Ez a vizsgdlati mddszer nem foglalkozik a vegyi anyagok gézeinek kitett novényekkel. A
vizsgalati mddszer dltaldnos vegyi anyagok, biocidek és novényvédd szerek (mds néven peszticidek) tesztelésére
alkalmazhat6. Meglévé moédszerek alapjan fejlesztették ki (2) (3) (4) (5) (6) (7). A novények vizsgdlatira
vonatkozé egyéb hivatkozdsokat is figyelembe vettek (8) (9) (10). A hasznalt fogalmak meghatdrozdsit az 1.
fuggelék tartalmazza.
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A VIZSGALAT ELVE

2. A vizsgalat a vizsgélt vegyi anyagnak a magasabb rendl novények csirdzasira és korai novekedésére gyakorolt
hatésait értékeli a talajon (vagy mds alkalmas talajmaétrixon) keresztiil torténd expoziciot kovetSen. A magokat
érintkezésbe helyezziik a vizsgalt vegyi anyaggal kezelt talajjal, és a hatdsokokat rendszerint 14-21 nap elteltével
értékeljilk, miutdn a csirandvények 50 %-a megjelent a kontrollcsoportban. A mért végpontok a csirdzds vizudlis
értékelése, a hajtds szdraz tomege (alternativaként a friss hajtdsok tomege), és bizonyos esetekben a hajtds
magassaga, valamint a kiilonb6z6 novényi részeken lathatd kdros hatdsok értékelése. A méréseket és megfigye-
léseket Gsszevetjitk a kezeletlen kontroll novényekkel.

3. Az expozicié véirhat6 utvonaldtdl fugglen a vizsgdlt vegyi anyagot el kell keverni a talajba (vagy esetleg a
mesterséges talajmdtrixba), vagy szét kell oszlatni a talaj felilletén, ami megfeleléen képviseli az adott vegyi
anyagnak valé expozicié potencidlis itvonaldt. A talajba vald elkeverést omlesztett talaj kezelésével végezhetjiik.
Az alkalmazdst kovetGen a talajt dthelyezzitk a cserépbe, majd az adott ndvényfaj magjait iiltetjikk a talajba. A
feliileti alkalmazdst a cserepes talajon végezziik, amelybe mdr beiiltettik a magokat. A vizsgdlati egységeket
(kontroll és kezelt talaj plusz magok) ezutin megfelel6, a noévények csirdzdsdt/novekedését tdmogatd
koriilmények kozé helyezziik.

4. A vizsgalatot a vizsgdlat célja szerint el lehet végezni a ddzis-vélasz gorbe meghatdrozasa érdekében, vagy pedig
egyetlen koncentraciéfardny alkalmazasaval hatdrérték vizsgdlatként. Ha az egyetlen koncentracié/ardny vizsga-
latdnak eredményei meghaladnak egy bizonyos toxicitasi szintet (példdul hogy x %-ndl nagyobb mértékii hatds
figyelhet6-e meg), akkor dézisbehatirolé vizsgalatot kell végezni a toxicitds fels§ és alsé hatdrértékeinek
meghatdrozdsa céljabdl, amelyet egy tobb koncentrdcidban/ardnyban elvégzett vizsgdlatnak kell kovetnie a
dézis-valasz gorbe felvétele céljdbol. Megfelel§ statisztikai elemzést kell haszndlni az érdeklGdésre szdmot tartd
legérzékenyebb paraméter(ek) EC, hatékony koncentricidjanak vagy ER, hatékony alkalmazdsi aranyanak (pl.
EC,,, ER,;, EC;,, ER,) megdllapitasahoz. Tovabba, az észlelhet§ hatdst még nem okozé koncentraciét (NOEC) és
az észlelhetd hatdst okozd legkisebb koncentraciét (LOEC) is ki lehet szdmitani ebben a vizsgélatban.

A VIZSGALT VEGYI ANYAGRA VONATKOZO INFORMACIOK

5. Az aldbbi informdci6 hasznos a vegyi anyag varhaté expozicds ttvonaldnak azonositdsihoz és a vizsgilat
tervezéséhez: szerkezeti képlet, tisztasdg, vizben valé oldhatdsdg, szerves olddszerekben valé oldhatdsdg, 1-
oktanol-viz megoszldsi hdnyados, talaj szorpcids viselkedés, g6znyomds, kémiai stabilitds vizben és fényben,
illetve bioldgiai lebonthatdsag.

A VIZSGALAT ERVENYESSEGE

6. A vizsgdlat érvényességéhez az aldbbi teljesitménykritériumoknak kell teljesiilniiik a kontrollcsoport(ok)ban:
— a magoknak legalabb 70 %-a kicsirdzott;

— a csiran6vények nem mutatjdk fitotoxikus hatdsok lathat6 jeleit (pl. klordzis, elhalds, hervadds, levél- és
szardeformaciok) és a novények csak az adott fajnal szokdsos novekedési és morfoldgidi véltozatossigot
mutatjak;

— az atlagos talélési ardny a kikelt kontroll-csiranovények esetében legaldbb 90 % a vizsgélat idGtartama alatt;

— egy adott faj kornyezeti feltételei megegyeznek és a taptalaj ugyanakkora mennyiség( talajmdtrixot, timogat6
kozeget vagy ugyanabbdl a forrdsbdl szdrmazé téptalajt tartalmaz.

REFERENCIA-VEGYIANYAG

7. A referencia-vegyianyagot rendszeres id6kozonként ellendrizni lehet annak igazoldsa céljabdl, hogy a vizsgalat
elvégzése, az adott kisérleti novények dltal adott vélasz és a vizsgdlati feltételek nem vdltoztak jelentsen az id§
miuldsdval. Alternativ megolddsként a kontrollok él8anyagtomegének vagy novekedésének kordbbi mérési
eredményeit lehet felhaszndlni a vizsgdlati rendszer adott laboratériumban torténd értékelésére, amely a labora-
toriumon beliili mindségellendrzési intézkedésként szolgalhat.
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A MODSZER LE[RASA

Természetes talaj — Mesterséges tdptalaj

8. A novényeket cserépben lehet nevelni homokos vélyog, agyagos homok, vagy homokos agyagos valyog haszné-
latdval, amely legfeljebb 1,5 szdzalék szerves szént tartalmaz (kb. 3 szdzalék szerves anyag). A legfeljebb 1,5
szazalék szerves szént tartalmazé kereskedelmi virdgfoldek vagy szintetikus talajkeverékek is haszndlhatok.
Agyagos talajok nem haszndlhat6k, ha a vizsgdlt vegyi anyagrol kozismert, hogy nagy az agyaghoz valé
affinitdsa. A tereprdl szdrmazo talajt a homogenizdlds és a durva részecskék eltdvolitdsa érdekében 2 mm
lyukdtmérdji szitdin meg kell szitdlni. A végsd elSkészitett talaj tipusdt és textlrdjit, szdzalékos szerves szén
tartalmdt, pH-jat, sotartalmdt és elektronikus vezetSképességét meg kell adni a jelentésben. A talajt be kell
sorolni a standard osztalyozdsi rendszer szerint (11). A talajt paszt8rozni vagy hékezelni lehet a talajkérokozok
hatdsdnak csokkentése érdekében.

9. A természetes talaj az eltér§ fizikai/kémiai tulajdonsdgok és mikrobidlis populdciok miatt megnehezitheti az
eredmények értelmezését és novelheti a véltozékonysdgot. Ezek a véltozok megviltoztatjdk a nedvességmegtartd
képességet, a kémiai megkotd képességet, az dtszell6zést, valamint a tdpanyag- és nyomelemtartalmat. E fizikai
tényezdk véltozékonysdga mellett a kémiai tulajdonsdgok — példdul a pH és a redox potencidl — is valtozékonyak
lehetnek, ami hatéssal lehet a vizsgalt vegyi anyag bioldgiai hozzaférhetSségére (12) (13) (14).

10. A mesterséges tdptalajokat jellemz8en nem haszndljak a novényvédd szerek vizsgdlatandl, de hasznosak lehetnek
az altalanos vegyi anyagok vizsgilatinak céljdra, vagy ha arra van sziikség, hogy minimalisra csokkentsik a
természetes talajok variabilitdsdt és jobban osszehasonlithatbak legyenek a vizsgdlati eredmények. A tdptala-
joknak inert anyagokbdl kell allniuk, amelyek minimalizaljdk a vizsgdlt vegyi anyaggal, az oldészer hordozda-
nyaggal, vagy mindkettGvel valé kolcsonhatdst. A savval mosott kvarchomokot, az dsvanygyapotot és az
tiveggyongyoket (pl. a 0,35-0,85 mm datmérjii gyongyoket) alkalmas inert anyagoknak taldltdk, amelyek
minimdlis mértékben nyelik el a vizsgalt vegyi anyagot (15), és biztositjdk, hogy a csiranovények a vegyi
anyagot a gyokereiken keresztiil maximdlis mértékben fel tudjik venni. Az alkalmatlan tdptalajok kozé
tartoznak a vermikulit, a perlit és az egyéb erésen nedvszivé anyagok. A novények szdmdra tdpanyagokat kell
biztositani annak érdekében, hogy a novényekre ne gyakoroljon stresszhatdst a tdpanyaghidny, és ahol
lehetséges, ezt kémiai elemzés vagy a kontroll névények vizuélis értékelése utjan ellendrizni kell.

A vizsgdlt fajok kivalasztdsinak kritériumai

11. A kivalasztott fajoknak meglehetSsen széleskortinek kell lenniiik, pl. a novényviligon belilli rendszertani
diverzitds, az elterjedtség, az el6forduldsi gyakorisdg, az életciklus fajspecifikus jellemz6i és a természetbeli
eléfordulas foldrajzi teriilete tekintetében, hogy széles valasztartomdnyt adjanak (8) (10) (16 ) (17) (18) (19)
(20). A lehetséges vizsgdlati fajok kovetkezd jellemzéit kell figyelembe venni a kivélasztds sordn:

— a fajoknak egységes méreti magokkal kell rendelkezniiik, amelyek a megbizhaté standard vetémag forrds
(ok)bdl konnyen hozzaférhetdek, és konzisztens, megbizhatd és egyenletes csirazdst, valamint a csiranovény
egyenletes novekedését mutatjak;

— a novények alkalmasak a laboratériumban végzett vizsgdlatok céljira, illetve megbizhaté és reprodukalhaté
eredményeket adnak a vizsgalati létesitményen beliil és azok kozott;

— a vizsgdlt fajok érzékenységének oOsszhangban kell lennie a vegyi anyagnak kitett kornyezetben taldlhat6
novények altal adott valaszokkal;

— a fajokat bizonyos mértékig mar haszndltdk korabbi toxicitdsi vizsgdlatok sordn, és az alkalmazdsuk sordn
szerzett tapasztalatok — példdul gyomirt6 bioldgiai vizsgdlatokban, nehézfém sziirGvizsgdlatokban, sétarta-
lommal kapcsolatos vagy dsvéanyi stressz vizsgdlatokban, illetve allelopdtia vizsgdlatokban — azt mutatjik,
hogy sokféle stresszorral szemben mutatnak érzékenységet;

— Osszhangban vannak a vizsgélati médszer novekedési feltételeivel;
— megfelelnek a vizsgdlat érvényességi kovetelményeinek.

Néhdny kordbban gyakran haszndlt fajt a 2. fiiggelék sorol fel, a potencidlis nem terményfajok pedig a 3.
fuggelékben taldlhatok.
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12. A vizsgilandé fajok szdma fiigg a vonatkozé jogszabalyi kovetelményektdl, ezért ezt a vizsgalati modszer nem
hatdrozza meg.

A vizsgilt vegyi anyag bevitele

13. A vegyi anyagot egy megfelel6 hordozéban (pl. viz, aceton, etanol, polietilén-glikol, gumiardbikum, homok) kell
bevinni. Hatéanyagokat és kiilonb6z§ segédanyagokat tartalmazé keverékeket (formuldzott termékeket vagy
készitményeket) is lehet vizsgalni.

Bevitel a talajba/mesterséges tdptalajba

14. A vizben oldhat6 vagy vizben szuszpendélt vegyi anyagokat vizhez adjuk, majd az oldatot egy megfelel§ keverd-
berendezés segitségével dsszekeverjiik a talajjal. Ez a fajta vizsgdlat akkor lehet megfeleld, ha a vegyi anyagnak
valé kitettség a talajon vagy a talaj porusaiban 1év vizen keresztiil torténik, és felmeriil a gyokereken 4t torténd
felvétel lehet8sége. A talaj vizmegtarté képességét a vizsgdlt vegyi anyag hozzdaddsaval nem szabad tullépni. A
hozzdadott viz térfogatinak meg kell egyeznie minden egyes kisérleti koncentrcié esetében, de annak mértékét
korldtozni kell, hogy a talaj agglomerdtumok csomésoddsa megakadalyozhaté legyen.

15. A vizben kevésbé o0ld6dé vegyi anyagokat egy alkalmas illékony olddszerben (pl. aceton, etanol) fel kell oldani,
és homokkal el kell keverni. Az olddszert ezutdn légaram hasznélatdval, a homok allandé kevergetése kozben
eltavolitjuk a homokbdl. A kezelt homokot osszekeverjitk a kisérleti talajjal. Létre kell hozni egy mésodik
kontroll mintdt is, amely csak homokot és olddszert kap. Egyenl6 mennyiségli homokot — a bekevert és
eltavolitott olddszerrel — kell adni minden kezelési szinthez és a mdsodik kontrollhoz. Szilard, oldhatatlan
vizsgalt vegyi anyagok esetében a vegyi anyagot egy alkalmas kever§ berendezés segitségével osszekeverjitk
széraz talajjal. A tovabbiakban a talajt hozzdadjuk a cserepekhez, és azonnal magokat vetiink bele.

16. Amikor talaj helyett mesterséges tdptalajt haszndlunk, a vizben oldhaté vegyi anyagokat kozvetleniil a vizsgalat
megkezdése el6tt oldjuk fel a tdpoldatban. A vizben oldhatatlan, de vizben olddszer hordozé segitségével
szuszpenddlhatd vegyi anyagokat a hordozdanyaggal egyiitt kell hozzdadni a tdpoldathoz. A vizben nem old6dé
vegyi anyagokat, amelyek esetében nem dll rendelkezésre nem-toxikus vizoldékony hordozé, egy megfelel§
illékony oldészerben kell feloldani. Az oldatot 6sszekeverjitk homokkal vagy tiveggyongyokkel, behelyezziik egy
forg6 vakuum berendezésbe és elpdrologtatjuk, igy a vegyi anyag egyenletes bevonatot fog képezni a homokon
vagy a gyongyokon. A cserepek feltoltése el6tt a gyongyok egy lemért részét ugyanazzal a szerves olddszerrel
extrahdlni, majd a vegyi anyagra analizalni kell.

Feliileti alkalmazds

17. Novényvéds termékek esetében a vizsgdlt vegyi anyag bevitelére gyakran alkalmazzdk a talaj feliiletének a
vizsgalati oldattal valé permetezését. A vizsgdlatok sordn haszndlt berendezéseknek, beleértve a vizsgélt vegyi
anyag elkészitésére és bevitelére haszndlt berendezéseket, olyan elrendezésiinek és kapacitdsinak kell lenniiik,
hogy a berendezéseket haszndlé vizsgalatokat a legpontosabb moédon lehessen elvégezni és reprodukédlhatd
lefedettséget adjanak. A lefedettség egyenletes legyen a talaj egész feliiletén. Ugyelni kell arra, hogy elkeriiljék
annak lehetGségét, hogy a vegyi anyagokat a berendezések adszorbedljdk vagy azokkal reakcioba lépjenek (pl.
mianyag csovek és lipofil vegyi anyagok, vagy acél alkatrészek és elemek). A vizsgdlt vegyi anyagot rdperme-
tezzilkk a talaj feliiletére, utdnozva a permetezGtartalybdl torténd tipikus alkalmazdst. A permettérfogatoknak
altalaban a normdl mezdGgazdasigi gyakorlatnak megfelel§ tartomdnyban kell lennitik, és a térfogatokat (viz
mennyisége stb.) meg kell adni a jegyz6konyvben. Olyan favokatipust kell kivalasztani, amely egyenletes
lefedettséget biztosit a talaj felszinén. Ha olddszereket és hordozokat alkalmazunk, egy kontroll novényekbdl
all6 masodik csoportot is ki kell alakitani, amely kizdrélag oldészert/hordozbanyagot kap. Ez nem szitkséges
készitményként vizsgalt novényvédelmi termékek esetében.

A vizsgdlt vegyi anyag koncentrdcidjdnak/ardnydnak ellendrzése

18. A koncentrdciékat vagy az alkalmazds mértékét megfelel§ analitikai ellendrzéssel meg kell erdsiteni. Oldhatd
vegyi anyagok esetében valamennyi koncentrici6/ardny ellenérzése megerdsithet§ a vizsgalat sordn alkalmazott
legmagasabb koncentraciéju vizsgélati oldat elemzése révén a rakévetkezd higitdsra vonatkozé dokumentaciéval
és kalibralt beviteli berendezésekkel (pl. kalibrdlt analitikai {ivegdru, permetezd berendezések kalibrdldsa).
Oldhatatlan vegyi anyagok esetében az Osszetett anyag ellendrzését a vizsgdlt vegyi anyagnak a talajhoz adott
tomegével kell biztositani. Ha demonstrélni kell a homogenitist, a talaj elemzésére lehet szitkség.
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AZ ELJARAS
A vizsgdlat megtervezése

19. Azonos fajba tartoz6 magokat iiltetiink el cserepekben. A cserepenként eliiltetett magok szdma a fajtél, a cserép
méretétSl és a vizsgdlat idGtartamdtol figg. A edényenkénti novények szdmdnak megfelel6 novekedési
feltételeket kell biztositania, és el kell keriilni talzstfoltsigot a vizsgalat idGtartama alatt. A maximalis t6szdm 3-
10 mag/100 cm? koriil van a magok méretétdl fiiggen. Példdul 1-2 kukorica, szdjabab, paradicsom, uborka,
vagy cukorrépa novény ajanlott egy 15 cm-es tartdlyban; hdrom repce vagy hiivelyes novény ajnlott egy 15
cm-es tartdlyban; és 5-10 hagyma, biiza, vagy mds apré mag ajanlott egy 15 cm-es tartdlyban. A magok és az
ismétlések szdma (az ismétlés edényként van meghatdrozva, ezért az azonos edényben taldlhaté névények nem
jelentenek ismétlést) elegendd kell legyen az optimdlis statisztikai elemzéshez (21). Meg kell jegyezni, hogy a
véltozékonysdg nagyobb lesz az olyan vizsgilt fajok esetében, ahol kevesebb nagy magot hasznalunk
edényenként (ismétlésenként), osszehasonlitva azokkal a vizsgélt fajokkal, ahol nagyobb szdmu kis magot lehet
haszndlni edényenként. Edényenként azonos szdmi mag ultetésével ez a véltozékonysdg minimalizdlhaté.

20. Kontrollcsoportokat kell haszndlni annak igazoldsdra, hogy a megfigyelt hatdsok Osszeftiggenek a vizsgalt vegyi
anyagnak valé kitettséggel, illetve kizdrélag annak tulajdonithaték. A megfelel6 kontrollcsoportnak minden
tekintetben azonosnak kell lennie a vizsgdlt csoporttal, kivéve a vizsgdlt vegyi anyagnak valé kitettséget. Egy
adott vizsgdlaton beliil valamennyi kisérleti novénynek, beleértve a kontrollokat is, azonos forrdsbol kell
szdrmaznia. A torzitdsok megelGzése érdekében a vizsgalati és kontroll edények véletlen besoroldsira van
szitkség.

21. Az inszekticiddel vagy fungiciddel bevont magokat (azaz a »kikészitett« magokat) keriilni kell. Bizonyos nem
szisztémds kontakt fungicidek (pl. kaptdn, thiram) hasznédlatdit azonban egyes szabdlyozé hatdsigok
engedélyezik (22). Ha a magok dltal hordozott kérokozok jelenléte aggodalomra adhat okot, a magokat révid
ideig gyenge 5 %-os hipoklorit-oldatba lehet martani, majd alaposan at kell 6bliteni folyé vizzel és meg kell
szaritani. Az egyéb novényvéddszerekkel végzett javitd kezelés nem engedélyezett.

Vizsgdlati koriilmények

22. A vizsgidlati feltételeknek meg kell kozeliteniiik a vizsgdlt fajok és fajtdk normdlis novekedéséhez szikséges
feltételeket (a vizsgdlati feltételek példdit lisd a 4. fiiggelékben). A fejl6dé novényeket a jo kertészeti
gyakorlatnak megfelelGen ellendrzott kornyezetti kamardkban, fitotronokban, vagy tiveghdzakban kell tartani.
Noveszt6 létesitmények haszndlata esetén ez a gyakorlat rendszerint magdban foglalja a hémérséklet, a
pdratartalom, a széndioxid-koncentrdcio, a fény (fényerd, hullimhossz, fotoszintetikusan aktiv sugdrzds) és a
megvildgitdsi idGszak, az 6nt6z8eszkozok, stb. ellendrzését és megfelelGen rendszeres (pl. naponta torténd)
feljegyzését a novények megfelel§ fejlédésének biztositdsa érdekében, amelyet a kivélasztott fajba tartozé
kontroll novények alapjan itélnek meg. Az iiveghdzi hémérsékletet a szellGztetés és a fiit§ ésfvagy hité
rendszerek segitségével kell kontrolldlni. Uveghdzban torténd vizsgdlat esetén éltaldban az aldbbi feltételek
ajénlottak:

— hémérséklet: 22 °C + 10 °C;
— nedvesség: 70 % + 25 %;
— megvildgitisi id6szak: minimum 16 éra fény;

— fényerd: 350 £ 50 pE/m2/s. A kevesebb fényt igényld fajok kivételével 400-700 nm hullimhosszi kiegészits
vilagitdsra lehet szitkség, ha a fényerd 200 pE/m2/s ald csokken.

A kornyezeti feltételeket a vizsgdlat sordn nyomon kell kovetni és jegyzSkonyvezni kell. A novényeket nem
porézus mtianyag vagy mazas edényekben kell nevelni, az edény alatt elhelyezett talcdval vagy csészealjjal. Az
edényeket rendszeresen 4t lehet helyezni a vizsgalati feltételek tekintetében a novesztd Iétesitményen beliil
fennallé kilonbségek miatt kialakuld és a novények novekedésében megmutatkozd variabilitds minimalizéldsa
érdekében. Az edényeknek elég nagynak kell lenniitk ahhoz, hogy lehet6vé tegyék a normalis novekedést.

23. A talajt tdpanyagokkal lehet egésziteni, hogy fenntartsuk a novények jo életképességét. A kiegészit§ tdpanyagok
irdnti igényt és azok id6zitését a kontroll névények megfigyelése alapjan lehet megitélni. Ajdnlott a vizsgélati
edények alsé 6ntozése (pl. iivegszdlbol késziilt kan6c haszndlatdval). Kezdetben azonban fels§ 6ntozést is lehet
haszndlni a magok csirdzdsdnak Osztonzése céljabdl, illetve a talaj felilletén torténd kezelés esetén, mivel
megkonnyiti a vegyi anyag bejutdsdt a talajba.
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24,

25.

26.

27.

28.

29.

A specifikus novekedési feltételeknek megfelelének kell lenniiik a vizsgélt faj és a vizsgdlt vegyi anyag szdmadra.
A kontroll és a kezelt novényeket azonos kornyezeti feltételek kozott kell tartani, megfelel§ intézkedéseket kell
azonban tenni a vizsgdlt vegyi anyaggal torténg keresztexpozici6 (pl. illékony vegyi anyagok) megakadalyozdsara
a killonboz6 kezelési csoportok kozott, illetve a kezelési csoportok és a kontrollok kozott.

Egyetlen koncentrdcidban/ardnyban torténd vizsgdlat

Egy vegyi anyag egyetlen koncentriciéval vagy ardnnyal torténd vizsgdlatinak lefolytatdsdhoz megfeleld
koncentracidfardny (kihivas/hatdrérték) meghatdrozdsa érdekében szdmos tényezdt kell figyelembe venni.
Altaldnos vegyi anyagok esetében ezek kozé tartoznak a vegyi anyag fizikai/kémiai tulajdonsagai. Novényvéds
szerek esetében a vizsgdlt vegyi anyag fizikai/kémiai tulajdonsdgait és felhaszndldsi formadit, maximalis koncentra-
cidjat vagy kiszort mennyiségét, a szezononkénti alkalmazasok szamat ésfvagy a vizsgélt vegyi anyag perziszten-
cidgjat figyelembe kell venni. Annak meghatdrozdsara, hogy egy éltalanos vegyi anyag rendelkezik-e fitotoxikus
tulajdonsdgokkal, a vegyi anyagot legfeljebb 1 000 mg/kg szdraz talaj szinten kell vizsgalni.

Dodzisbehatdrold vizsgdlat

Ha sziikséges, dozisbehatdrol6 vizsgélatot lehet végezni, hogy ttmutatdst nyijtson arra vonatkozdan, milyen
koncentraciokat/ardnyokat kell vizsgdlni a meghatdrozé dozis-vilasz vizsgdlatban. A  doézisbehatdrold
vizsgdlathoz a vizsgdlati koncentrdcioknak/ardnyoknak nagy léptékkel kell emelkedniiik (pl. 0,1, 1,0, 10, 100 és
1 000 mglkg szdraz talaj). A novényvédd szerek esetében a koncentrdcidknak/ardnyoknak az ajanlott vagy
maximadlis koncentrdcion, illetve kiszért mennyiségen kell alapulniuk, pl. az ajdnlott/maximaélis koncentrdcid
vagy a kiszort mennyiség 1/100, 1/10, 1/1 része.

Tobb koncentrdcidban/ardnyban torténd vizsgdlat

A tobb koncentrdciéban/ardnyban torténd vizsgélat célja a ddzis-vélasz Osszefiiggés megdllapitdsa és a csirdzas
EC, vagy ER értékének, illetve az él6anyagtomegnek ésfvagy a lathaté hatdsoknak a nem kitett kontrollokhoz
viszonyitott meghatdrozdsa, a szabdlyozé hatdsagok kovetelményei szerint.

A koncentracidk és ardnyok szdmdnak és elhelyezkedésének elegend6nek kell lennie ahhoz, hogy megbizhat6
dézis-valasz Osszefiiggést és regresszids egyenletet generdljanak, és becslést adjanak az EC, vagy az ER  értékére.
A kivélasztott koncentrdciknak/ardnyoknak korbe kell venniiik a meghatdrozandé EC, vagy ER, értéket.
Példdul, ha az EC,, értékre van szitkség, akkor olyan ardnyokat kell vizsgdlni, amelyek 20-80 %-os hatdst
eredményeznek. Az ennek eléréséhez ajanlott kisérleti koncentriciok/ardnyok szdma legaldbb ot egy mértani
sorozatban, plusz a kezeletlen kontroll, és az egyes koncentracikat/ardnyokat egymdstdl elvalaszté kvdciens
értéke legfeljebb hdrom lehet. Minden egyes kezelt és kontroll csoport esetében az ismétlések szdma legaldbb
négy legyen, a magok szamdnak pedig legalabb 20-nak kell lennie. Az alacsony csirdzasi ardnyt vagy valtozd
novekedésii novények esetében tobb ismétlésre lehet szitkség a vizsgélat statisztikai erejének novelése érdekében.
Ha nagyobb szdmu kisérleti koncentracidt/ardnyt hasznalnak, az ismétlések szdma csokkenthetS. Ha a NOEC
értékét kivanjak becsiilni, tobb ismétlésre lehet sziikség a kivant statisztikai erd eléréséhez (23).

Megfigyelések

A megfigyelési idGszak alatt, azaz a kontroll névények (adott esetben az oldészer kontrollok is) 50 %-dnak
kicsirdzdsa utdn 14-21 napig a novényeket gyakran megfigyelik (legaldbb hetente, vagy ha lehetséges, naponta),
hogy ellendrizzék a csirdzést, a lathaté fitotoxicitdst és a mortalitdst. A vizsgdlat végén fel kell jegyezni a talélé
novények csirdzdsi szdzalékdt és élGanyagtomegét, valamint a novény kilonbozé részein ldthaté karos
hatdsokat. Utébbiak kozé tartoznak a csirandvények megjelenésében mutatkozé rendellenességek, a fejlédésben
val6 visszamaradds, a klorozis, az elszinez8dés, a mortalitds, és a novény fejlédésére gyakorolt hatdsok. A végsé
él6anyagtomeget a taléld novények hajtdsainak dtlagos szdraz tomege segitségével lehet mérni, amelyhez a
hajtdsokat a talaj felszinén kell levdgni és 60 °C-on tomegdllanddsagig szdritani. Alternativ médszerként a végsd
él6anyagtomeget a hajtdsok friss tomegének segitségével is mérni lehet. A hajtisok magassiga egy masik
végpont lehet, ha a szabilyozé hatésigok megkovetelik. A lthaté sériilések tekintetében egységes pontozdsi
rendszert kell haszndlni a megfigyelhetS toxikus valaszok értékelésére. A mindségi és mennyiségi vizudlis
értékelés elvégzésére vonatkozo példak a (23) és (24) szakirodalmi hivatkozdsban taldlhatok.
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ADATOK £S JEGYZOKONYVEZES
Statisztikai elemzés
Egyetlen koncentrdcié/ardny vizsgdlata

30. Az egyes novényfajok adatait megfeleld statisztikai médszerrel kell elemezni (21). A vizsgdlt koncentracié/ardny
hatdsdnak szintjét, vagy az adott hatds elérésének hidnyét a vizsgdlt koncentrdciéban/ardnyban (pl. <x % hatdst
figyeltek meg y koncentrdcié vagy ardny esetén) jegyz&konyvezni kell.

Tabb koncentrdcid/ardny vizsgdlata

31. A dézis-vilasz kapcsolatot egy regressziés egyenlet formdjdban dllapitjak meg. Kilonb6z8 modellek
haszndlhatok: példdul a csirdzds EC, vagy ER_ értéke (pl. EC,;, ER,,, ECy,, ER;() és a megbizhatésdgi hatdrok —
mint kvantdlis adatok — becslésére a logit, probit, Weibull, Spearman-Karber, vigott Spearman-Karber
modszerek, stb. lehetnek megfeleldek. A csiranovények novekedése (tomeg és a magassdg), mint folyamatos
végpont esetében az EC, vagy ER_ értéket és a megbizhatdsdgi hatdrokat megfelel§ regresszids elemzés (pl.
Bruce-Versteeg nem linedris regresszios elemzés (25)) segitségével lehet megbecsiilni. Ahol csak lehetséges, a
legérzékenyebb fajok esetében az R? legyen 0,7 vagy magasabb, és az alkalmazott vizsgdlati koncentraciéknak|
ardnyoknak a 20-80 %-os hatdsok tartomdnyat kell felolelniiik. Ha a NOEC értékét kivanjdk becsiilni, az erds
statisztikai vizsgdlatok alkalmazdsit kell el6nyben részesiteni, és ezeket az adatok eloszldsa alapjin kell
kivélasztani (21) (26).

Vizsgilati jegyz8konyv

32. A vizsgdlati jegyz8konyvnek be kell mutatnia a vizsgalatok eredményeit, valamint a vizsgalati feltételek részletes
leirdsat, az eredmények alapos megvitatdsit, az adatok elemzését, és az abbdl levont kovetkeztetéseket. Egy
tdbldzatos Gsszefoglalot és az eredmények kivonatidt is el kell késziteni. A jelentés kotelezs elemei a kovetkezdk:
Vizsgdlt vegyi anyag:

— kémiai aéonosité adatok, a vizsgdlt vegyi anyag lén}yeges tulzljdonségai (pl.’ log Poy Yizoldhatéség,
g6znyomds, illetve a kornyezetben bekovetkezd sorsra és viselkedésre vonatkozd informdcidk, ha rendel-

kezésre allnak);

— a vizsgdlati oldat elkészitésére és a vizsgdlt koncentriciok ellendrzésére vonatkozd informdciék a 18.
pontban meghatdrozottak szerint.

A vizsgdlathoz felhaszndlt faj:

— a vizsgdlt szervezetre vonatkozé informdciok: faj/fajta, novénycsaldd, tudomdnyos és kozonséges név, a mag
eredete és torténete a lehetd legrészletesebben (azaz a szdllitd neve, csirdzdsi szdzalék, mag méretkategoria,
tételszdm, gy(jtés éve vagy vegetdcids idGszaka, csirdzdsi mindsités datuma), életképesség, stb.;

— a vizsgélt egy- és kétsziki fajok szdma;

— a faj kivalasztdsanak indokldsa;

— a mag tdroldsdnak, kezelésének és fenntartdsnak leirdsa.

Vizsgdlati korillmények:

— vizsgélati berendezés (pl. n6veszt6kamra, fitotron és iiveghdz);

— a vizsgélati rendszer leirdsa (pl. edényméretek, az edény anyaga és a talaj mennyisége);

— a talaj jellemzGi (textira vagy a talaj tipusa: a talaj részecskeeloszldsa és osztdlyozdsa, fizikai és kémiai
tulajdonsdgai, beleértve a szerves anyagok szazalékos ardnyat, a szerves szén szdzalékos ardnyat és a pH-t);

— a talaj/taptalaj (pl. talaj, mesterséges talaj, homok és egyéb) el6készitése a vizsgilat eldtt;

— a tdpkozeg leirdsa, ha hasznalnak ilyet;
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— a vizsgdlt vegyi anyag alkalmazdsa: a felhaszndlds mddjdnak lefrdsa, a berendezés leirdsa, az expozicids
ardnyok és mennyiségek, beleértve a vegyi anyag ellenSrzését, a kalibrciés modszer leirdsa és az
alkalmazdsa sordn tapasztalt kornyezeti feltételek leirdsa;

— novekedési feltételek: fényerd (pl. PAR: fotoszintetikusan aktiv sugdrzds), megvildgitdsi id8szak, maximum és
minimum hémérséklet, az ont6zés iitemezése és maddja, tragyazas;

— a magok szdma edényenként, a novények szdma dézisonként, az ismétlések (edények) szdma expozicids
aranyonként;

— a kontrollok tipusa és szdma (negativ és/vagy pozitiv kontrollok, oldészer kontroll, ha van);

— a vizsgélat idGtartama.

Eredmények:

— az Osszes végpontot, a vizsgilati koncentracidt/ardnyt és fajt tartalmazé tdbldzat minden ismétlés esetében;
— a csirdz6 novények szdma és szazalékos ardnya a kontrollcsoporthoz viszonyitva;

— a novények élGanyagtomegének mérési eredményei (a hajtdsok szdraz tomege vagy nedves tomege) a
kontrollok szdzalékdban;

— a novényi hajtdsok magassdga a kontrollok szdzalékdban, ha mérik;

— a vizsgdlt vegyi anyag dltal okozott lathaté sérillések szdzalékos ardnya és a lathaté sériilések kvalitativ és
kvantitativ leirdsa (klordzis, nekrdzis, hervadds, levél- és szdrdeformdcid, valamint a hatdsok hidnya), a
kontroll novényekkel sszehasonlitva;

— a lathat6 sériilések megitéléséhez hasznalt értékels rendszer leirdsa, ha késziilt vizudlis értékelés;

— egy aranyt tartalmazé vizsgélatok esetében a kdrosodds szdzalékos ardnyat kell jegyz&konyvezni;

— az EC_vagy ER_ (pl. ECy,, ER;,, EC,,, ER,,) értékek és a kapcsolddé megbizhat6sdgi hatdrok. Ha regresszids
elemzést végeznek, biztositani kell a standard hibdt a regresszids egyenlethez, valamint a standard hibit az
egyéni paraméterek becsléséhez (pl. emelkedés, metszés);

— a NOEC (és LOEC) érték, ha kiszdmitottak;

— a statisztikai eljdrdsok és feltételezések leirdsa;

— ezen adatok és a vizsgdlt faj dozis-vdlasz osszefiiggésének grafikus bemutatdsa.

Az e vizsgilati modszerben leirt eljdrasoktdl vald eltérések és a vizsgdlat sordn bekovetkezett valamennyi

szokatlan esemény.
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1. fiiggelék

Fogalommeghatirozisok

Hatéanyag (a.i.), (vagy aktiv anyag (a.s.)): egy specifikus bioldgiai hatds (pl. rovarirtds, névénybetegségek elleni
védekezés, gyomirtds a kezelt teriileten) elérése céljdbol tervezett anyag, mds néven technikai mindségli hatdanyag,
aktiv anyag.

Vegyi anyag: anyag vagy keverék.

No6vényvédd szerek (CPP vagy PPP) vagy peszticidek: adott bioldgiai aktivitdssal rendelkez$ anyagok, amelyeket
szdndékosan haszndlnak a termés kartevéktdl (pl. gombds betegségek, rovarok és versengs novények) valé megévisa
érdekében.

EC,, x %-os hatidskoncentricié6 vagy ER, x %-os hatdsardny: az a koncentrdci6 vagy ardny, amely x %-os
nemkivanatos valtozast vagy mddosuldst eredményez a vizsgalt végpontban a kontrollhoz viszonyitva (pl. a csirdzds,
a hajtdstomeg, vagy a megmaradé novények végsS szdmdnak 25 %-os vagy 50 %-os csokkenése, illetve a lathatd
kdrosodds 25 %-os vagy 50 %-os novekedése EC,[ER,s-nek vagy EC,,[ER,;-nek mindsiil).

Csirazas: a koleoptil vagy a sziklevél megjelenése a talaj feliilete felett.

Készitmény: a kereskedelemben kaphaté formuldzott termék, amely az aktiv anyagot (hatéanyagot) tartalmazza,
méds néven végsd készitmény () vagy tipikus végfelhaszndl6i termék (typical end-use product, TEP).

LOEC (észlelhetd hatdst okozé legkisebb koncentricid): a vizsgdlt vegyi anyag azon legalacsonyabb koncent-
racibja, amelynek alkalmazdsa esetén hatds volt megfigyelhet8. Ebben a vizsgalatban a LOEC-nek megfelel6 koncentré-
ciénak nincs statisztikailag szignifikdns hatdsa (p < 0,05) az adott expozicids id6n beliil, a kontrollal sszehasonlitva,
és magasabb, mint a NOEC-érték.

Nem célzott novények: Azok a novények, amelyek kivill esnek a célndvény teriiletén. A novényvéds szerek
esetében ez dltaldban a kezelt teriileten kiviili novényeket jelenti.

NOEC (észlelhetd hatdst még nem okozé koncentricid): a vizsgilt vegyi anyag azon legmagasabb koncentracidja,
amelyen hatds nem volt megfigyelhetS. Ebben a vizsgilatban a NOEC-nek megfelel6 koncentraciénak nincs statiszti-
kailag szignifikdns hatdsa (p < 0,05) az adott expozicids id6n beliil, a kontrollal 6sszehasonlitva.

Fitotoxicitds: A novények normdlis megjelenési mintdjatdl és novekedésétdl egy adott vegyi anyag hatdsdra kialakuld
kéros eltérések (méréses és vizudlis értékelés alapjan).

Ismétlés: az a vizsgélati egység, amely megtestesiti a kontrollcsoportot és/vagy a kezelési csoportot. Ezekben a
vizsgalatokban az edényt definidljak ismétlésként.

Vizudlis értékelés: A lithaté kdrosodds értékelése a novény élldsdnak, életerejének, fejlédési rendellenességeinek,
klorézisdnak, nekrézisdnak, és dltalinos megjelenésének megfigyelése alapjan, a kontrollal 6sszehasonlitva.

Vizsgilt vegyi anyag: Az e vizsgdlati mddszerrel vizsgdlt birmely anyag vagy keverék.

(") Végsé készitmény: Az aktiv vegyi anyagot (hatbanyagot) tartalmazo, a kereskedelemben értékesitett formuldzott termék.
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2. fliggelék
A novények vizsgilata sordn torténelmileg hasznalt fajok jegyzéke
Csalad Faj Kozismert név
DICOTYLEDONAE
Apiaceae (Umbelliferae) Daucus carota Sargarépa
Asteraceae (Compositae) Helianthus annuus Napraforgd
Asteraceae (Compositae) Lactuca sativa Saldta

Brassicaceae (Cruciferae)

Sinapis alba

Fehér mustar

Brassicaceae (Cruciferae) Brassica campestris var. chinensis Kinai kel
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica napus Olajrepce
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica oleracea var. capitata Képoszta
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica rapa Tarl6répa

Brassicaceae (Cruciferae)

Lepidium sativum

Kerti zsdzsa

Brassicaceae (Cruciferae) Raphanus sativus Retek
Chenopodiaceae Beta vulgaris Cukorrépa
Cucurbitaceae Cucumis sativus Uborka
Fabaceae (Leguminosae) Glycine max (G. soja) Széjabab
Fabaceae (Leguminosae) Phaseolus aureus Mungébab

Fabaceae (Leguminosae)

Phaseolus vulgaris

Torpe bab, zoldbab, kerti bab

Fabaceae (Leguminosae) Pisum sativum Bors6
Fabaceae (Leguminosae) Trigonella foenum- graecum Gorogszéna
Fabaceae (Leguminosae) Lotus corniculatus Szarvaskerep
Fabaceae (Leguminosae) Trifolium pratense Voroshere
Fabaceae (Leguminosae) Vicia sativa Biikkony
Linaceae Linum usitatissimum Len
Polygonaceae Fagopyrum esculentum Hajdina
Solanaceae Solanum lycopersicon Paradicsom
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Csalad Faj Kozismert név
MONOCOTYLEDONAE
Liliaceae (Amarylladaceae) Allium cepa Voroshagyma
Poaceae (Gramineae) Avena sativa Zab
Poaceae (Gramineae) Hordeum vulgare Arpa

Poaceae (Gramineae)

Lolium perenne

Evel6 perje

Poaceae (Gramineae)

Oryza sativa

Rizs

Poaceae (Gramineae)

Secale cereale

Rozs

Poaceae (Gramineae)

Sorghum bicolor

Cirokmag, shattercane

Poaceae (Gramineae)

Triticum aestivum

Biza

Poaceae (Gramineae)

Zea mays

Kukorica




OECD potencidlis fajok névényi toxicitds vizsgilatira.

3. fiiggelék

A lehetséges nem terményfajok jegyzéke

Megjegyzés: Az aldbbi tdblazat 52 nem terményfajrdl tartalmaz informaciét (az egyes tételekhez kapcsoloédd hivatkozdsok zdréjelben vannak megadva). A megadott csirdzdsi ardnyok a
publikalt szakirodalombdl szdrmaznak és csak dltaldnos titmutatoként szolgdlnak. Az egyéni tapasztalatok a mag beszerzési forrasatol és egyéb tényezdktdl fuggGen véltozhatnak.

CSALAD Faj botanikai

Csirdzds vagy

Ultetési mély-

Mag beszer-

Elettartam (1) és el6fordu- | Mag tomege novekedés p Csirdzdsi id6 Kiilonleges kezelések () Toxicitdsi i forrasok Egy¢b hivat-
.. neve . lasi hely (mg) megvildgitasi 5¢8 (nap) (%) ulonieges kezelese vizsgilat () zest lorraso kozésok (8)
(kozismert magyar név) id6szaka (2 (mm) (%) )
APIACEAE A, B bolygatott teriille- | 1,7-1,9 (14, | L =D (14) 0 5(50 %) | hideg sztratifikdcié (7, | POST (5)
e tek, sovények, legel6k 19) (19) 14, 18, 19) érlelésre le-
Ton.lts J 'a’p omca“ (16, 19) (1, 19) het szitkség (19) csird-
(bojtorjdnos tiiskemag) zdst a soOtétség gétolja
(1, 19) kiilonleges keze-
lést nem igényel (5)
ASTERACEAE p 0,09-0,17 L=D (14) 0 3 (50 %) a csirdzast a besugdrzds | POST (4) A, D,F 7
Bellis perennis rétek, szantok, gyepek (4, 19) (4) (19) nem "b?folyasolja (1,8’
) ) (16, 19) 11 (100 %) 19) kiilonleges kezelést
(angol szdzszorszép) ’ (18) nem igényel (4, 14)
Centaurea cyanus A 4,1-4,9 (4, | L=D (14) 0-3 (2, 4, 14-21 kiilonleges kezelést nem | POST (2,4) A, DEF 7
(buzavirag) mezd8k, utak mente, 14) 14) (10&%) igényel (2, 4)
nylt él6helyek (16) (14)
Centaurea nigra P 2,4-2,6 (14, | L=D (14) 0 (19) 3 (50 %) | érlelésre lehet sziikség | POST (5, A
(fekete imola) mezdk, utak mente, 19) (19) (18’, 19)/csi.razait a li?- 22, 26)
nyilt élhelyek (16, 19) 4(97 %) | tetseg gatola (19) k-
(18) l6nleges kezelést nem
igényel (5, 14, 26)
Inula helenium P 1-1,3 (4, 0 kiilonleges kezelést nem | POST (4) A, F
(6rménygyokér) nedves, zavart helyek 14,29) (4, 29) igényel (4)
(16)
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CSALAD Faj botanikai

Csirdzds vagy

Ultetési mély-

Mag beszer-

Flettartam (1) és el6fordu- | Mag tomege no6vekedés s' Csirdzasi id6 Kiilonleges kezelések () Toxicitdsi i forrasok Egyéb hivat-
Koz neve . lasi hely (mg) megvildgitasi c8 5 (nap) (%) ulonicges kezelese vizsgilat () zest o7r raso kozédsok (%)
(kézismert magyar név) idGszaka (2 (mm) () ()
Leontodon hispidus p 0,85-1,2 L =D (14) 0 (19) 4 (50 %) | a csirdzdst a besugdrzds | POST (5,
(kozonséges oroszlinfog) mezd8k, utak mente, (14,19) (19) rlleml bif?ll_}_’afoha k(17’ 22,23)
bolygatott teriiletek (16, 7 (80 %) 1,8’ 9) vlon egles ezz &
19) (18) ést nem igényel (5, 23)
Rudbeckia hirta B, P zavart 0,3(4,14) | L=D (14) 0 <10 killonleges kezelést nem | POST (4, C,D,EF
(borzas kiipvirdg) (16) (4, 33) (100 %) igényel 33)
(33) (4, 14, 33)
Solidago canadensis P 0,06-0,08 | L=D (11) 0 14-21 keverje Gssze egyenld | POST (4) E F
K . p leoeld. nvilt teriiletek (4, 14) 4 11 rész homokkal és dz-
(kanadai aranyvesszd) egeld, n{i 6 eriilete (4) (11) tassa 500 ppm gibberel-
linsavba 24 6rén keresz-
tiil (11) kiilonleges keze-
lést nem igényel (4)
Xanthium pensylvanicum A 25-61 (14, 0(1): a csirdzast a sotétség ga- PRE & A
(szerbtovis) mezGk, nyilt él6helyek 29) 5(29): tolhat’]a (1) aztassa me- POST (31)
(16) leg vizben 12 érdn ke-
resztiil (29)
Xanthium spinosum A 200 (14) L =D (14) 10 sztratifikicio (14) ki PRE & A
iy N Az lonleges kezelést nem | POST (6)
>
(sztirds szerbtovis) nyilt él6helyek (16) L>D (6) (6) igényel (6)
Xanthium strumarium A 67,4 (14) L =D (14) 10-20 (6, kiilonleges kezelést nem PRE & A
(olasz szerbtovis) mezd8k, nyilt él6helyek 21) igényel 2110;5 (6’1
(16) 6, 14, 21) , 28, 31)
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CSALAD Faj botanikai

Csirdzds vagy

Ultetési mély-

Mag beszer-

Flettartam (1) és el6fordu- | Mag tomege no6vekedés s' Csirdzasi id6 Kiilonleges kezelések () Toxicitdsi i forrasok Egyéb hivat-
.. heve . lasi hely (mg) megvildgitasi c8 (nap) (%) ulonicges kezelese vizsgilat () zest forraso kozédsok (%)
(kozismert magyar név) idészaka (2 (mm) (%) ()
BRASSICACEAE P 0,6 (14,19) | L=D (14) 0(19) 5(50 %) | a csirdzdst a sotétség gé- | POST (5, F
Cardamine pratensis mezGk, utak mente (16, (19) tolja (,1 8, 19) ku}onleges 22)
o 19) 15 (98 %) kezelést nem igényel (5,
(réti kakukktorma) (18) 14, 22)
CARYOPHYLLACEAE P 0,21 (14) L =D (14) <14 érlelésre lehet szitkség | POST (5, F
. ~ , (100 %) (14, | (18) kiilonleges kezelést | 15, 22-26)
Lychnis flos-cuculi (16) 25) nem igényel (5, 14, 15,
(réti kakukkszegfti) 22-26)
CHENOPODIACEAE A 0,7-1,5 (14, | L =D (14) 0 2(50 %) |kezelés a mag szinétél | PRE & A 32
Chenopodium album mezd8k széle, bolygatott 19, 34) (1, 19) (19) fuggoen (,1 9) r}yug,alml POST (28,
teriiletek (16, 19) allapot szdraz tdroldban 31, 34)
(fehér libatop) ’ (19) a csirdzast a sotét-
ség gatolja (1, 18, 19)
hideg sztratifikdcié (18)
kiilonleges kezelést nem
igényel (14, 34)
CLUSIACEAE P 0,1-0,23 L=D 0 3(19) a csirdzdst a sotétség gé- POST A, EF
Hypericum perforatum mezdk, szantofoldek, (14, 19) (14) (1, 19) 11 (90 %) tolja (1, 18, 19) (5, 15, 25,
o (o nyilt él6helyek (16, 19) (18) kiilonleges kezelést nem 27)
(kozonséges orbanctd) igényel (5, 14, 15, 25,
27)
CONVOLVULACEAE A 28,2 L>D 10-20 4 (100 %) | a csirdzast a besugdrzds PRE & A
Ipomoea hederacea utak mente, nyilt él6he- (14) (6, 10) (6, 10, 21) (10) nem befolydsolja (1) POST
. . : lyek, kukoricafoldek kiilonleges kezelést nem | (6, 12, 21
orostyanleveld haj- yex, Kulonicg i
ﬂ’alka) 4 ) (16) igényel (6, 21) 28)
CYPERACEAE P 0,2 L=D 0(1) 12 (91 %) | a csirdzdst a sotétség ga- PRE & B 7
Cyperus rotundus szant6foldek, legeldk, (14) (14) 10-20 (6, (10) tolja (1) POST
(palka) utak mente (16, 30) 10) kiilonleges kezelést nem | (6, 28, 31)

igényel (6, 10, 14)
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CSALAD Faj botanikai

Csirdzds vagy

Ultetési mély-

Mag beszer-

Flettartam (1) és el6fordu- | Mag tomege no6vekedés s' Csirdzasi id6 Kiilonleges kezelések () Toxicitdsi i forrasok Egyéb hivat-
.. heve . lasi hely (mg) megvildgitasi c8 (nap) (%) ulonicges kezelese vizsgilat () zest forraso kozédsok (%)
(kozismert magyar név) id6szaka (2 (mm) (%) ()
FABACEAE P 1-1,67 | L=D (14) 1(50 %) | sztratifikdcié (14, 19) POST A, D,EF
Lotus corniculatus fiives teriiletek, utak (14, 19) (19) a csirdzast a besugdrzds | (5, 23, 25)
mente, nyilt élGhelyek nem befolydsolja (18,
(szarvaskerep) (16, 19) 19) kiilonleges kezelést
nem igényel (23, 25)
Senna obtusifolia A 23-28 L =D (14) 10-20 dztassa vizben 24 Orén POST A
(Cassia, sarloft) nedves erds (16) 9) L>D (9) (6,9) keresztiil (9) (6,9)
sztratifikdci6 (14) a mag
életképessége a szinétdl
fuggben eltéré (1) ki-
lonleges kezelést nem
igényel (6)
Sesbania exaltata A 11-13 L>D(9) 10-20 dztassa vizben 24 6ran PRE & A
(kender) ontéstalaj (16) 9, 14) 9, 21) keresztil (9) POST
a csirdzast a besugdrzds | (9, 21, 28,
nem befolydsolja (1) kii- 31)
l6nleges kezelést nem
igényel (21)
Trifolium pratense P 1,4-1,7 L =D (14) 1 (50 %) | sztratifikdcié (14, 18) POST A E F
(voroshere) mezdk, utak mente, (14, 19) (19) érlelésre lehet sziikség (5)
szantofold (16, 19) (19) a csirdzdst a besu-
garzds nem befolydsolja
(1, 19) kiilonleges keze-
lést nem igényel (5)
LAMIACEAE P 0,75-1,0 L =D (14) 0 kiilonleges kezelést nem POST F
Leonurus cardiaca nyilt teriiletek (16) (4, 14 (4) igényel (4)
(sztirds gyongyajak) (4, 14)
Mentha spicata P 2,21 0 kiilonleges kezelést nem POST F
(fodormenta) nedves teriiletek (16) (4) (4) igényel (4)

(4)
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CSALAD Faj botanikai

Csirdzds vagy

Ultetési mély-

Mag beszer-

Flettartam (1) és el6fordu- | Mag tomege no6vekedés s' Csirdzasi id6 Kiilonleges kezelések () Toxicitdsi i forrasok Egyéb hivat-
.. heve . lasi hely (mg) megvildgitasi c8 (nap) (%) ulonicges kezelese vizsgilat () zest forraso kozédsok (%)
(kozismert magyar név) idészaka (2 (mm) (3) ()
Nepeta cataria p 0,54 L =D (14) 0 kiilonleges kezelést nem POST F
(illatos macskamenta) bolygatott teriiletek (16) (4, 14) (4) igényel (2,4)
(2, 4, 14)
Prunella vulgaris P 0,58-1,2 L =D (14) 0 5(50 %) | a csirazast a sotétség ga- POST AF
(kozonséges gyikfd) szantok, fiives teriiletek, | (4, 14, 19) (4, 19) (19) tolja (18, 19) (4, 22)
bolygatott teriiletek (16, 7 (91 %) | nagyobb magvak esetén
19) (18) jobb csirdzés (1) kiilon-
leges kezelést nem igé-
nyel (4, 14, 22)
Stachys officinalis p 14-18 L =D (14) 7 (50 %) | kiilonleges kezelést nem POST F
(orvosi tisztesfd) gyepek, mezsgyék (19) (14, 19) (19) igényel (5, 22)
(5, 14, 22)
MALVACEAE A 8,8 L=D (14) 10-20 4(84%) | sztratifikdcio (14) PRE & A F
Abutilén theophrasti mezd8k, nyilt él6helyek (14) (6, 10, 21) (10) kiilonleges kezelést nem POST
(sdrga selyemmalyva) (16) igényel (5, 10, 21) (6, 2321) 28,
Sida spinosa A 3,8 L=D (14) 10-20 sztratifikdcio (14) PRE & A F
(indiai malyva) mezGk, utak mente (16) (14) (6, 21) a csirdzdst a besugdrzds POST
nem befolydsolja (1) kii- | (6, 21, 28,
l6nleges  kezelést nem 31)
igényel (6, 21)
PAPAVERACEAE A 0,1-0,3 L=D (14) 0 4 (50 %) hideg sztratifikdciéo és POST A,D,E F,
Papaver rhoeas mezGk, szantfoldek, (4, 14, 19, (4, 29) (19) szkarifikécio (1, 19, 32) (4) G
(mik) bolygatott helyek (16, 29) kirlonleges kezelést nem

19)

igényel (4, 14, 29)
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CSALAD Faj botanikai

Csirdzds vagy

Ultetési mély-

Mag beszer-

Flettartam (1) és el6fordu- | Mag tomege no6vekedés s' Csirdzasi id6 Kiilonleges kezelések () Toxicitdsi i forrasok Egyéb hivat-
.. heve . lasi hely (mg) megvildgitasi c8 5 (nap) (%) ulonicges kezelese vizsgilat () zest o7r raso kozédsok (%)
(kozismert magyar név) idészaka (2 (mm) (3) ()
POACEAE pazsit, legeld (16) 0,07 (14) L>D (t0) 20 (10) 10 (62 %) | a csirdzast a sotétség gd- | POST (10) A E
Agrostis tenuis (10) tolja (1, 1,7—19) kgl(})nle-
ges kezelést nem igényel
(cérnatippan) (10)
Alopecurus myosuroides A 0,9-1,6 L =D (14) 2 <24 (30 %) | szkarifikdcio (14) ke- PRE & A 32
(parlagi ecsetpdzsit) mezd8k, nyilt él6helyek (29, 34) (29) (34) zelie 101 mgfl KNO3- POST
oldattal ~ (14) meleg
(16) PR . 2| (28, 34)
sztratifikdcié (1) a csird-
zdst a soOtétség gétolja
(1) kilonleges kezelést
nem igényel (34)
Avena fatua A 7-37,5 (14, | L=D (14) | 10-20 (6, 3(70 %) | szkarifikdci6 (7, 32) a| PRE& A
(vadzab) megmiivelt teriiletek, 30) L>D (6) 10) (18) csi?azeist a sotetseg ga- 11())0;5 (6’1
nyflt élShelyek (16) tolja (1) 28, 31)
hideg sztratifikdcio (1,
18) kiilonleges kezelést
nem igényel (6, 10, 14)
Bromus tectorum A 0,45-2,28 | L=D (14) 3 (29) érlelési periddus (1, 7, PRE & A
(fedélrozsnok) mezG3k, utak mente, (14, 29) 3,2) lg csarazaligl'g lfeny POS}Tl (28,
szantofoldek (16) gdtolja (1) kiilonleges )
kezelést nem igényel
(14)
Cynosurus cristatus p 0,5-0,7 (14, | L=D (14) 0 (29) 3 (50 %) |a csirdzdst a besugdrzds | POST (5) A
19, 29) (19) nem Dbefolydsolja (19)

(taréjos cincor)

mezd8k, utak mente,

nyilt él6helyek (16, 19)

kiilonleges kezelést nem
igényel (14, 29)
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CSALAD Faj botanikai

Csirdzds vagy

Ultetési mély-

Mag beszer-

Flettartam (1) és el6fordu- | Mag tomege no6vekedés p Csirdzasi id6 ilonl lések (5 Toxicitdsi PR Egyéb hivat-
neve lési hel Taofidsi ség . Kiilonleges kezelések (°) izsodlat (6 zési forrasok Kozsok (¢
Koz . asi hely (mg) megvildgitdsi 5 (nap) (*) vizsgalat (%) . ozasok (8)
(kézismert magyar név) id6szaka (2 (mm) () ()
Digitaria sanguinalis A 0,52-0,6 L=D(14) | 10-20 (21) 7 (75 %) | szkarifikdcio, hideg PRE & A
(pirok-ujjasmuhar) mez6k, gyepek, nyilt (14, 30) 14 (94 %) sztratifikdcié és erlel§s POST (18,
él6helyek (16) ) (1, 7, 14, 32) kezelje 25, 31)
101 mg/l KNO3-oldattal
(14) a csirdzast a sotét-
ség gdtolja (1) kiilonle-
ges kezelést nem igényel
(21)
Echinochloa crusgalli A 1,5 (14) L =D (14) 10-20 (7, szkarifikdcio (7, 32) a PRE & A
o o 21) csirdzast a besugdrzds | POST (3,
k kakaslabf 1 L>D 8
(kozdnséges kakaslibfi) (16) >D0e) nem befolydsolja (1) kii- | 21, 28, 31)
l6nleges kezelést nem
igényel (3, 14, 21)
Elymus canadensis P 4-5 (14, L=D(11) 1 14-28 kiilonleges kezelést nem | POST (2) C D, E
(észak-amerikai vadrozs) | parti, bolygatott teriile- 30) (11) (11) igényel
tek (16) (2, 11)
Festuca pratensis P 1,53-2,2 =D (14) 20 (10) 9 (74 %) | kulonleges kezelést nem | POST (10) A 7
(réti csenkesz) mezd8k, nedves teriiletek (16, 19) L>D (10) (10) igényel
(16, 19) 2(50 %) | (10, 19)
(19)
Hordeum pusillum A 3,28 (14) meleg sztratifikicié (1) | PRE (31) 7
(éves drpa) legeldk, utak mente, a cs1€;12faslt a l}esu%arzas
nylt él6helyek (16) nem befolydsolja (1)
Phleum pratense p 0,45 (14, L>D (10, 0-10 (10, 2 (74 %) | a csirazast a sotétség ga- | POST (10) AE
(mezei komocsin) legel6k, szantofoldek, 19) 14) 19) (10) {)01]3. (,l 92 a CSlr]jZfaSlt a
bolygatott helyek (16, 8 (50 %) esugarzas nem belolya-
19) (19) solja (17) kilonleges ke-

zelést nem igényel (10,
14,17, 19)
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CSALAD Faj botanikai

Csirdzds vagy

Ultetési mély-

Mag beszer-

Flettartam (1) és el6fordu- | Mag tomege no6vekedés s' Csirdzasi id6 Kiilonleges kezelések () Toxicitdsi i forrasok Egyéb hivat-
.. heve . lasi hely (mg) megvildgitasi c8 (nap) (%) ulonicges kezelese vizsgilat () zest forraso kozédsok (%)
(kozismert magyar név) id6szaka (2 (mm) (3) ()
POLYGONACEAE A 5-8 (4, 14, L =D (20) 0-2 (4, 29) hideg sztratifikdci6 4-8 PRE & A 32
x 29) hétig (1, 2, 4, 20, 29) a | POST 1, 2,
P ilt él6helyek, utak
obygonum convolvulus i rflé)nt?ﬁ 6,)u ¢ csirdzast a besugdrzds | 20, 28, 31
(szuldk kesertifti) nem befolydsolja (1)
Polygonum lapathifolium A 1,8-2,5(14) | L>D (6) 5(94 %) | a csirdzast a besugdrzds PRE & AE
(lapuleveld kesertift) nedves talaj (16) (18) nem pefolyagplja ,(1) a POST (6)
csirdzdst a sotétség gé-
tolja (18) hideg sztratifi-
kéci6 (1) kilonleges ke-
zelést nem igényel (5)
Polygonum pennsylvanicum A 3,6-7 (14, 2 (29) hideg sztratifikici6 4| PRE (31) AE
o ) p 4 29) héten 4t 0-5 °C hémér-
(pegn”sylvamal borsos ke- | mez8k, nyilt él6helyek sékleten (1, 29) a csird-
serdft) (16) . o
zdst a soOtétség gétolja
1)
Polygonum periscaria A 2,1-2,3 (14, | L>D (13) 0 (19) <14 (13) | szkarifikdcio, hideg | POST (13) A 32
(barackleveld kesertifti) bolygatott teriiletek, 19) 2 (50 %) T.Ztratlflikaci(,)’ I%bl})f(rlel—
szantofold (16, 19) (19) insav-kezelés (14) hideg
sztratifikacio, érlelés
(17-19) a csirazast a so-
tétség gatolja (19) ki-
lonleges kezelést nem
igényel (13)
Rumex crispus P 1,3-1,5(4, | L=D (14, 0 3 (50 %) | a csirdzast a sotétség ga- | POST (4, AE 32
(bodros l6rom) szént6foldek, utak 14,19) 33) (4, 19, 33) (19) | tolia (18, 19) drlelésre | 33)
mente, nyilt teriiletek 6 (100 %) 1? ?t szu kseg l'( 8) ki-
(16, 19) (33) onleges kezelést nem

igényel (4, 14, 33)
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CSALAD Faj botanikai

Csirdzds vagy

Ultetési mély-

Mag beszer-

Flettartam (1) és el6fordu- | Mag tomege no6vekedés s' Csirdzasi id6 Kiilonleges kezelések () Toxicitdsi i forrasok Egyéb hivat-
.. heve . lasi hely (mg) megvildgitasi c8 (nap) (%) ulonicges kezelese vizsgilat () zest forraso kozédsok (%)
(kozismert magyar név) idészaka (2 (mm) (3) ()
PRIMULACEAE A 0,4-0,5 (4, | L=D (14) 1(50 %) | hideg sztratifikdcio, gib- | POST (2,4) AF
Anagallis arvensis szantok, nyilt teriletek, 14,19) (19) berellinsav-kezelés (1
- bolygatott teriiletek (16 14, 18, 19, 32) a csira-
(mezei tikszem) 19) ' zéshoz fényre van sziik-
ség (1) kulonleges keze-
lést nem igényel (2, 4)
RANUNCULACEAE P 1,52 (14, | L=D (14) 1 41-56 (19, | kiilonleges kezelést nem | POST (5, 32
Ranunculus acris szantéfoldek, utak 19,29) (29) 29) igényel 22, 24-26)
. . mente, nyilt teriiletek (5, 14, 22, 24-26)
(réti boglarka) ( 1)6’ 19)
ROSACEAE p 0,8-1,5(14, | L=D (14 0(19) 5(50 %) | a csirdzast a sotétség ga- | POST (5, A
Geum urbanum sovények, nedves teriile- 19) (19) tolja 18, 19) r.r.le}eg 22, 25, 26)
o tek 16 (79 %) sztratifikdcio (1) kiilon-
(erdei gyombérgyokér) (18) leges kezelést nem igé-
(16, 19) nyel (5, 14, 22, 25, 26)
RUBIACEAE A 7-9 (14, | L=D (14) 5(50 %) | hideg sztratifikici6 (1,| PRE & A 32
Galium aparine szdntok, nedves tertile- 19) (19) slfg’éizggsa ;Sellrgzaljtefill;g_ PO;;’)(&
(ragados galaj) tek, bol)(rglgzto;tggeruletek 6 (}10 80) %) solja (18, 19) a csirdzdst
’ a fény gétolja (1) kiilon-
leges kezelést nem igé-
nyel (6, 14)
Galium mollugo P 7 L=D (14) 2 killonleges kezelést nem | POST (5, A
(kozonséges galaj) sovényfalak, nyilt teriile- (29) (29) igényel 22, 24, 26)
tek (8) (5, 14, 22, 24, 26, 29)
SCROPHULARIACEAE | B, P sovények, nyilt terii- | 0.1-0.6 (4, | L =D (14) 0 6 (50 %) a csirdzdst a sotétség ga- | POST (4, D,GF
Digitalis purpurea letek (16, 19) 14, 19) 4.19) (19) tolja (1, 17-19) kiilénle- | 22-26)
‘ T ’ 8(99% |8 kezelést nem igényel
(piros gytszivirag) 18) (4, 22-26)
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CSALAD Faj botanikai

Csirdzds vagy

Ultetési mély-

Mag beszer-

Flettartam (1) és el6fordu- | Mag tomege no6vekedés s' Csirdzasi id6 Kiilonleges kezelések () Toxicitdsi i forrasok Egyéb hivat-
.. heve . lasi hely (mg) megvildgitasi c8 (nap) (%) ulonicges kezelese vizsgilat () zest forraso kozédsok (%)
(kozismert magyar név) idGszaka (2 (mm) (3) ()
idGszaka (2)
Veronica persica A 0,5-0,6 (14, | L=D (14) 0 (19) 3(19): a csirdzast a sotétség ga- PRE & A 32
(perzsa veronika) szantok, nyilt teriletek, 19) 5 (96 %) tolja . f(ll& 3 19% hli?g POST (28)
bolygatott teriiletek (16, (18) sztratifikéci6  (18)  ki-

19)

l6nleges kezelést nem
igényel (14)

() A = Egynyari, B = Kétnydri, P = éveld.

() A 11.,14.¢és 33. irodalom a csirdzds kivdltdsdhoz sziikséges fény (L) és sotétség (D) ardnydt mutatja be. A 3., 6., 