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(Az EK-Szerzdés/Euratom-Szerz6dés alapjdn elfogadott jogi aktusok, amelyek kozzététele kitelezd)

RENDELETEK

A BIZOTTSAG 761/2009/EK RENDELETE
(2009. jilius 23.)

a vegyi anyagok regisztraldsirdl, értékelésérél, engedélyezésérdl és korlitozasirél (REACH) sz6l6

1907/2006/EK eurdpai parlamenti és a tandcsi rendelet értelmében alkalmazandé vizsgilati médszerek

megallapitdsirol sz616 440/2008/EK bizottsigi rendeletnek a miiszaki fejlédéshez valé hozzdigazitdsa
céljabol torténd modositdsarol

(EGT-vonatkozisii szoveg)

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA,
tekintettel az Eurdpai Kozosséget 1étrehozé szerzédésre,

tekintettel a vegyi anyagok regisztraldsardl, értékelésérdl, engedé-
lyezésérél és korlatozasar6l (REACH), az Eurdpai Vegyianyag-
igynokség létrehozdsardl, az 1999/45[EK irdnyelv médositasarol,
valamint a 793/93/EGK tandcsi rendelet, az 1488/94/EK bizott-
sagi 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 kiviill helyezésér6l sz6l6, 2006. december 18-
1907/2006/EK eurdpai parlamenti és tandcsi rendeletre (1) és
kiilonosen annak 13. cikke (3) bekezdésére,

mivel:

(1) A Bizottsdg 440/2008/EK rendelete (?) tartalmazza az
1907/2006/EK rendelet céljdbdl alkalmazand6 anyagok
fizikai-kémiai tulajdonsdgainak, toxicitdsdnak és okotoxi-
citisinak ~ meghatdrozdsara  szolgdlé  vizsgélati
modszereket.

(2)  Sziikséges a Bizottsdg 440/2008EK rendeletét aktualizalni
bizonyos vizsgalati médszerekben végrehajtott valtoztata-
sokkal és az OECD 4ltal elfogadott bizonyos 1j vizsgalati
modszerekkel torténd kiegészitéssel. A javaslatrol egyezte-
tés tortént az érintettekkel. Az emlitett modositdsok a
tudomdnyos és miiszaki fejlédéshez igazitjdk a kérdéses
modszereket.

(3)  Felil kell vizsgalni a g6znyomdsra vonatkozé rendelkezé-
seket, hogy azok az 1j eftizios mddszerre is kiterjedjenek.

(1) HLL 396., 2006.12.30., 1. o.
() HLL 142., 2008.5.31., 1. o.

(4) A rostditmérd hosszal stlyozott mértani kozépértékének
méréséhez Gj modszer felvételére van sziikség.

(5)  Célszer a 440/2008EK rendeletet mindenekel6tt egy dj
in vitro bdrirritdciés médszerrel aktualizdlni annak érde-
kében, hogy a kisérleti és egyéb tudomanyos célokra fel-
hasznalt dllatok védelmére vonatkozé tagéllami torvényi,
rendeleti és kozigazgatasi rendelkezések kozelitésérdl szo-
16, 1986. november 24-i 86/609/EGK tandcsi irdnyelvnek
megfelelGen a kisérleti célokra haszndlt dllatok szamdban
csokkenést lehessen elérni (3). Bar az OECD-n beliil még
folyamatban van az egyeztetés egy in vitro brirritdci6s
vizsgélati mddszer tervezetével kapcsolatban, a helyzet
kivételes jellege indokolja, hogy e rendeletben a B.46. méd-
szer is helyet kapjon. Amint az OECD-n beliil 1étrejon a
megegyezés, illetve ha barmilyen id6kozben felmeriilg
informdci6 azt szitkségessé teszi, a B.46. mddszert hala-
déktalanul felul kell vizsgalni.

(6) Az algdsodasgatldsi vizsgélatra vonatkozo rendelkezéseket
szitkséges feliilvizsgalni tovabbi fajok felvétele és a veszé-
lyértékelésre, valamint a vegyianyag-besoroldsra vonat-
kozo6 kovetelmények teljesitése érdekében.

(7)  Sziikség van a bioldgiai lebonthatdsdg szimuldcids vizsgd-
latdn alapuld, a felszini vizben zajlé aerob mineralizacié
mérésére szolgdlé Gj mddszer felvételére, valamint a
Lemna nemzetségre gyakorolt toxicitds megallapitdsara
szolgal6 novekedésgatlasi vizsgalaton alapul6 4j méddszer
felvételére.

() HLL 358., 1986.12.18., 1. o.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:HU:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:HU:PDF
http://eur-lex.europa.eu/Result.do?aaaa=1986&mm=12&jj=18&type=L&nnn=358&pppp=0001&RechType=RECH_reference_pub&Submit=Search
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(8) A 440/2008/EK rendeletet ennek megfelel6en médositani
kell.

(9) Az e rendeletben el8irt intézkedések 6sszhangban vannak
az 1907/2006/EK rendelet 133. cikkével létrehozott
bizottsdg véleményével,

ELGOGADTA EZT A RENDELETET:

1. cikk
A 440/2008/EK rendelet melléklete a kovetkezSképpen médosul:
1. Az A. rész a kovetkez6képpen médosul:

a) Az A.4.fejezet helyébe az e rendelet I. mellékletében sze-
replS A.4. fejezet 1ép;

b) Arészaz e rendelet II. mellékletében megallapitott A.22.
fejezettel egésziil ki.

2. A B. rész a kovetkez8képpen médosul:

A rész az e rendelet III. mellékletében megdllapitott B.46.
fejezettel egésziil ki.

3. A C. rész a kovetkez6képpen médosul:

a) A C3. fejezet helyébe az e rendelet IV. mellékletében
szereplS C.3. fejezet 1ép.

b) A rész az e rendelet V. és VI. mellékletében megallapi-
tott C.25. és C.26. fejezettel egésziil ki.

2. cikk

Ez a rendelet az Eurdpai Unié Hivatalos Lapjdban torténd kihirde-
tését kovetS harmadik napon 1ép hatdlyba.

Ez a rendelet teljes egészében kotelezd és kozvetleniil alkalmazandd valamennyi tagallamban.

Kelt Briisszelben, 2009. jalius 23-dn.

a Bizottsdg részérdl
Stavros DIMAS
a Bizottsdg tagja
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1.1.

1.2

I. MELLEKLET

A.4. GOZNYOMAS

MODSZER

Ez a mddszer megfelel az OECD TG 104 (2004) jeld modszernek.

BEVEZETES

Az A.4. (1) mddszer jelen dtdolgozott véltozata tartalmaz egy tjabb médszert: ,Effazios modszer: izoterm ter-
mogravimetria”, amit nagyon kis g6znyomdst (10~'° Pa-ig) anyagokra dolgoztak ki. Az eljardsokra vonatkozo igé-
nyek, kiilonosen a kis g6znyomadsti anyagok g6znyomasdnak mérése irdnti igények alapjan a médszer mds eljdrdsai
is atértékelésre keriiltek tovabbi alkalmazdsi tartomdnyokat illetGen.

Termodinamikailag egyenstlyban 1év§ tiszta anyagok géznyomadsa csak a h6mérséklet fuggvénye. Az alapelvek
ismertetése megtaldlhaté az irodalomban (2)(3).

Nincs egyetlen mérési eljdrds a g6znyomds mérésére a 10710 Pa alattitél a 10° Pa-ig terjedd tartomany egészére. Ez
a modszer nyolc killonbozé géznyomdsmérési modszert foglal magdban, melyek kiilonbozs géznyomds-
tartomdnyokra alkalmazhatéak. Az 1. tdbldzat a kiilonboz6 modszereket hasonlitja 6ssze az alkalmazasuk és a
mérési tartomanyok szerint. A modszereket csak olyan anyagok esetén lehet alkalmazni, amelyek nem bomlanak
a mérés koriilményei kozott. Azokban az esetekben, amikor kisérleti médszerek eljdrastechnikai okok miatt nem
alkalmazhatdk, a g6znyomads becsléssel is megallapithatd, és a fuggelék tartalmaz egy ajanlott becslési méodszert.

DEFINICIOK ES MERTEKEGYSEGEK
Egy anyag g6znyomdsa definicio szerint a szildrd vagy folyékony anyag felett kialakult, telitett g6z nyomdsa.

A nyomds SI mértékegységét, a pascalt (Pa) kell haszndlni. Kordbban alkalmazott mas mértékegységek, és dtvéltasi
tényezGik:

1 torr = 1 Hgmm =1,333 x 102 Pa

1 atmoszféra = 1,013 x 10° Pa

1 bar =10’ Pa

Az Sl szerinti h6mérséklet-mértékegység a kelvin (K). A Celsius fok dtvaltdsa kelvin fokra a kovetkezd egyenlet alap-
jan torténik:

T=t+273,15
ahol T a kelvinben mért, mas néven termodinamikai h6mérséklet, t pedig a h6mérséklet Celsius fokban.

1. tdbldzat

Anyag becsiilt becsiilt
Mérési modszer ismételhetésé dukalhatosd ajanlott tartomany
szilérd folyékony ismételhetGség reprodukadlhatdsdg
Dinamikus médszer kis Igen 25 %-ig 25 %-ig 10° Pa—
olvaddspont 1-5% 1-5% 2x10°Pa

2% 10° Pa-10°
Pa

Statikus eljards Igen Igen 5-10 % 5-10 % 10 Pa—10° Pa
1072 Pa-10°
Pa ()

Izoteniszképos méd- Igen Igen 5-10 % 5-10 % 10% Pa-10° Pa

szer
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1.3.

1.4.

1.5.

1.5.1.1.

Mérési modszer Ay becsilt becsilt ajanlott tartomdn:
szilérd folyékony ismételhetdség reprodukélhatésdg ) Y

Effizidés médszer: Igen Igen 5-20 % 50 %-ig 107°-1 Pa
g6znyomds-egyensuly
Effazios modszer: Igen Igen 10-30 % — 1071%-1p
Knudsen-cella
Effazios modszer: Igen Igen 5-30 % 50 %-ig 107'°-1 Pa
izoterm
termogravimetria
Gaztelitéses eljdrds Igen Igen 10-30 % 50 %-ig 107'°-10° Pa
Rotoros eljaras Igen Igen 10-20 % — 107*-0,5 Pa

(") Kapacitiv manometer haszndlatakor.

A MERES ELVE

A géznyomds meghatdrozdsa dltaldban kiilonboz8 hémérsékleteken torténik. Véges hémérséklettartomdnyban a
tiszta anyag g6znyomdsdnak logaritmusa linedris fiiggvénye a termodinamikai h6mérséklet reciprokanak, az egy-
szerdsitett Clapeyron-Clausius egyenlet szerint:

1 A illandd
= +
8P " osrr Y

ahol:

p = g6znyomds, pascal (Pa)

AHv = pérolgisi entalpia, ] mol™

R = egyetemes gdzdllandd, 8,314 ] moI™' K™
T = hémérséklet, kelvin fok (K)
REFERENCIAANYAGOK

Referenciaanyagokat nem sziikséges haszndlni. Ezek els6dlegesen a modszer alkalmassagdnak rendszeres ellendr-
zésére szolgdlnak, illetve lehet6vé teszik a killonb6z6 modszerekkel kapott eredmények 6sszehasonlitdsat.

AZ ELJARAS LEIRASA

Dinamikus eljirds (Cottrell-médszer)

Ely

Az anyag g6znyomdsit a forrdspontnak kiilsnb6z6 meghatdrozott nyomdsokon (kb. 10° és 10° Pa kozétti tarto-
ményban) torténd mérésével hatdrozzuk meg. Ez az eljirds ajanlott a forrdspont meghatdrozdsara is. Erre a
célra egészen 600 K-ig haszndlhat6. A folyadékok forrdspontja 3—4 cm-rel a folyadék felszine alatt kozelitd-
leg 0,1 °C-kal nagyobb, mint a felszinén, a folyadékoszlop hidrosztatikai nyomdsa miatt. A Cottrell-médszernél (4)
a hdmérd a folyadék felszine folotti géztérben van, és a forrdsban 1évé folyadék a forrds szivattyzé hatdsanak
koszonhetden folyamatosan elboritja a h6mérg érzékeldjét. Ekkor egy vékony folyadékréteg fedi be a h6mérG érzé-
kel6gombjét, amely egyenstilyt tart a g6zzel a kornyezeti nyomdson. A h6mér6 igy a valddi forrdspontot mutatja,
a talhevités, vagy a hidrosztatikai nyomdsbél eredd hiba nélkiil. Az eredeti Cottrell-szivattyd az 1. dbrdn lathaté.
Az A jelti lombik tartalmazza a forrdsban 1évé folyadékot. Egy platinaszdl (B) van a lombik fenekébe forrasztva,
biztositva az egyenletes forrdst. A C jelti csonk egy kondenzatorral van 6sszekotve, a D jeld kopeny pedig mega-
kaddlyozza, hogy a hideg kondenzatum elérje a hmérét (E). Amikor a folyadék forr a lombikban, a t6lcsér dltal
felfogott buborékok és folyadék a szivattyd két dgan (F) keresztiil réfolyik a h6mérs gombijére.
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1.5.1.2.

1.5.1.3.

1. dbra 2 dbra

N2 source

Cottrell-szivattyt (4)

A: Héelem

B: Vikuumpuffer

C: Nyomdsmérg

D: Vikuum

E: Mérépont

F: Fftdelem, koriilbeliil 150 W-os
Késziilék

A Cottrell-elv alapjan miikodd, nagyon pontos késziilék lathaté a 2. dbran. Ez egy lombikbdl dll, amelynek az als6
részén torténik a forralds, a kozépsd részén van egy hiitd, és a felsS részén van egy kivezetés és egy zdrofedél. A
Cottrell-szivattyt a forrdstérben van elhelyezve, amit egy elektromos ftitGbetét hevit. A hmérsékletet a zarofedé-
len keresztiil bevezetett tokozott héelem, vagy pedig ellendllds-h6méré méri. A kivezetés a nyomdsszabalyozd
rendszerbe van bekotve. Az utébbi egy vakuumszivattytibol, egy puffertérbdl, egy nitrogénadagoldssal mikods
nyomdsszabdlyozobdl, és egy nyomdsmérsbal all.

Eljdrds

Az anyagot a forrdstérbe helyezzitk. Nem porszerd szildrd anyagok problémdt jelenthetnek, de ezek néha kikii-
szobolhetSek a hiit6kopeny flitésével. A késziiléket a fedéllel lezarjuk, és az anyagot gdztalanitjuk. Habz6 anyag
nem mérhetd ezzel a modszerrel.

Ezutédn bedllitjuk a legkisebb kivant nyomdst és bekapcsoljuk a ftitést. Ugyanekkor a h6mérsékletérzékeldt rakot-
jiik egy regisztrdlomdiszerre.

Az egyensulyt akkor értiik el, amikor dllandé nyomds mellett a regisztrdlomtszer llandé forrdsi h6mérsékletet
mutat. Killon figyelmet kell forditani arra, hogy elkeriiljiik a megfutdst a forralds alatt. Fontos tovabbd, hogy teljes
kondenzaci6 torténjen a hititében. Amikor kis olvaddspontd szilird anyag g6znyomdsat hatdrozzuk meg, figyel-
met kell forditani a hitd esetleges eltomddésének elkeriilésére is.

Az egyenstlyi pont regisztraldsa utén llitsuk be a kovetkez kivant nyomdst. A folyamatot egészen a 10° Pa elé-
réséig folytatjuk (6sszesen kb. 5-10 mérési pont). Ellendrzésként ismételjiik meg az eljarast visszafelé, dgy, hogy a
nyomdsértékek csokkennek.
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1.5.2.

1.5.2.1.

1.5.2.2.

1.5.2.3.

Statikus eljdrds

Elv

A statikus eljardsban (5), a g6znyomadst egy adott hmérsékleten termodinamikai egyenstilyban hatdrozzuk meg.
Ez az eljdrds olyan anyagokhoz, tobbkomponensti folyadékokhoz és szilard anyagokhoz haszndlhat6, melyek g6z-
nyomdstartomdnya 107'~10° Pa tartomdnyban van, valamint, megfelel§ gondossdggal, haszndlhat6 az 1-10 Pa
tartomdnyban is.

Késziilék

A késziilék egy dllandé hémérsékletii (pontossag: + 0,2 K) furd6bél, egy vakuumvezetékhez kapcsolt mintatar-
talybol, egy nyomdsmérébdl, és egy nyomdsszabdlyozé rendszerbdl dll. A mintatartaly (3a. dbra) egy szelepen
és egy nyomaskiilonbség-mérén (U-csoves manométer alkalmas folyadékkal) keresztiil kapcsolddik a vakuumve-
zetékhez, ez utobbi a nulla nyomdskiilonbség jelzésére szolgdl. A nyomdstartomdnytél és a mérendd anyag kémiai
viselkedésétd! fiiggSen higany, szilikonok és ftaldtok haszndlhat6k az U-cséves manométerben. Kornyezetvédelmi
szempontok miatt azonban a higany hasznélata lehetSség szerint keriilends. A mérendé anyag nem oldédhat ész-
lelhetS mértékben az U-cséves manométerben 1évé folyadékban, és nem léphet vele reakcidba. Az U-csoves mano-
méter helyett haszndlhaté nyomasmér6 (3b. dbra). Az U-cséves manométerben higany a légkéri nyomdstél a 102
Pa-ig terjedd tartomanyban haszndlhaté, mig a szilikonfolyadékok és ftaldtok 107 Pa alatt is hasznalhatok, egé-
szen 10 Pa nyomdsig. Léteznek mds nyomasmérdk is, amelyeket lehet 10% Pa alatt hasznalni, és a ftitheté memb-
rénos kapacitiv nyomasmérék hasznalhatok még 107" Pa alatt is. A hémérséklet mérése a mintat tartalmazé edény
kiils6 falan vagy magédban az edényben torténik.

Eljdrds

A 3a. dbrdn ldthat6 késziilék hasznilata esetén a mérés megkezdése el6tt az U-csdves manométert megtoltjiik a
kivalasztott folyadékkal, amelyet a mérések megkezdése elStt melegitéssel gaztalanitani kell. Helyezzitk be a
mérend8 anyagot a késziilékbe és gdztalanitsuk csokkentett hdmérsékleten. Tobbkomponensii minta esetében
olyan kis h6mérsékletet kell alkalmazni, amelyen a mérend6 anyag 6sszetétele még nem véltozik meg. Az egyen-
stly bedlldsat keveréssel gyorsithatjuk. A minta folyékony nitrogénnel vagy szdrazjéggel hiithetd, de vigyazni kell,
hogy elkeriiljiik a levegSben 1év8 para, vagy a szivattyifolyadék lecsap6désdt A mintatarté edény folott 16vS sze-
lepet kinyitva néhdny perces szivattytizdssal eltdvolitjuk a levegdt. Ha sziikséges, a gdztalanitdsi mdveltet néhany-
szor megismételjiik.

3a. dbra 3b. dbra
8
RY
5
T
9 4: Mérends anyag
2: Gozfazis
7 3. ,Nagy vakuum” szelep
5 4 U-cso (segéd
nyomasmerd)
5: Nyomasmerd
i 6: Temperalt furdd ) .
i 7. Hémeérd : Mérendé anyag
i 8: Vakuumszivattyuhoz : GOZféZIff i
g 9: Szelléztetés/nitrogen : ,Nagy vakuum” szelep
H . Nyomasmeérd
3 . Nyomaskijelzé
il . Temperdlt furd6

3t

. Hémeérd
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1.5.3.1.

1.5.3.2.

1.5.3.3.

Amikor a szelep zdrva van és hevitjitk az anyagot, a g6znyomds nd. Ez megvaltoztatja a folyadék egyensulyat az
U-cs6ben. Ellenstlyozandé ezt a hatdst, nitrogént vagy levegSt engediink a rendszerbe addig, amig a
nyomdskiilonbség-mérd ismét nulldt nem mutat. A kiegyenlitéshez szitkséges nyomds értéke leolvashaté a mano-
méterrdl, vagy egy nagyobb pontossdgi mdszerrdl. Ez a nyomds felel meg az anyag g6znyomdsdnak az adott
hémérsékleten. Ha a 3b. dbran ldthaté késziiléket haszndljuk, akkor a g6znyomads kozvetleniil leolvashaté.

A gbéznyomds meghatdrozdsa megfelel§ kis hémérsékletintervallumonként torténik (6sszesen kb. 5-10
mérési pont) egészen a kivant legnagyobb hdmérsékletig.

A kis h6mérsékletértékeket eredményezd méréseket ellendrzés céljabol meg kell ismételni. Ha a megismételt mérés
eredménye nem esik egybe a novekvs hdmérsékletre kapott gorbével, az a kovetkezd két eset valamelyikére vezet-
het§ vissza:

i.  a minta még mindig tartalmaz levegdt (pl. nagy viszkozitdst anyagok esetében) vagy kis forrdspontd anya-
gokat, melyek felszabadulnak a melegités alatt;

il.  az anyagnal kémiai reakci6 1ép fel a vizsgalt hémérséklettartomanyban (pl. bomlds, polimerizacid).

Izoteniszkopos eljirds

Ely

Az izoteniszkop (6) a statikus eljards elvén alapul. A mddszernél az anyagot egy alland6é hémérsékleten tartott
gombbe helyezziik, és csatlakoztatunk egy manométert és egy vakuumszivattydt. Az anyagndl illékonyabb
szennyezGdések csokkentett nyomds mellett gaztalanitdssal eltavolithatok. A minta g6znyomdsat adott h6mérsék-
leteken ismert nyomdsti semleges gdzzal egyenstlyba hozzuk. Az izoteniszkdpot egyes folyékony szénhidrogének
mérésére fejlesztették ki, de alkalmas szildrd anyagok vizsgalatdra is. A médszer dltaldban nem alkalmazhat tobb-
komponenst rendszerek esetében. Nem illékony szennyezGdéseket tartalmazé mintdk esetében az eredmények-
ben csak kisebb hibak jelentkeznek. Az ajénlott tartomany 10°~10° Pa.

Késziilék

A mérdkésziilékre a 4. dbran lathaté példa. Teljes leirds az ASTM D 2879-86 szabvanyban (6) taldlhat6.

Eljdrds

Folyadékok esetén magdt az anyagot haszndljuk tolt6folyadékként az U-csoves manométerben. Az izoteniszk6pba
elegendé folyadékot toltiink ahhoz, hogy a gomb és a manométer rovidebb szdra felt6ltddjon. Az izoteniszkopot
csatlakoztatjuk egy vakuumrendszerhez, kiszivattytzzuk a leveg6t majd megtoltjitk nitrogénnel. A kiszivattytizdst
és a rendszer atoblitését kétszer megismételjiik, hogy eltdvolitsuk a maradék oxigént. A megtoltott izoteniszkopot
vizszintes helyzetbe dllitjuk, hogy a minta vékony rétegben szétteriiljon a mintatarté gombben és a manométer-
ben. A rendszer nyomdsat 133 Pa-ra csokkentjiik, és a mintdt 6vatosan melegitjiik, amig éppen forrni nem kezd
(az oldott gdzok eltdvolitdsa). Ezutdn az izoteniszkopot agy helyezziik el, hogy a minta visszatérjen a gombbe és
feltoltse a manométer rovid szdrdt. A nyomdst 133 Pa-on kell tartani. A mintatarté gomb elnydjtott csticsat kis
langgal hevitjiik dgy, hogy a mintabdl felszabadul6 g6z elegendden kiterjedjen ahhoz, hogy kiszoritsa a minta egy
részét a mintatart6 gomb felsd részébdl és a manométer szdrdbdl a manométerbe, elddllitva igy egy gézzel toltott,
nitrogénmentes teret. Ezutdn az izoteniszkopot dllandé hdmérsékletd fiirdSbe meritjiik, és a nitrogén nyomdsat
bedllitjuk gy, hogy egyenld legyen a mintdéval. Egyenstlyban a nitrogén nyomdsa megegyezik az anyag
g6znyomdsdval.
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1.5.4.1.

4. dbra

Nyomasszabalyozas

8 mm kulsd atmerdji csé

: Szdraz nitrogén a nyomasrendszerben
A minta gbze

Kis csucs

Folyékony minta

mmooQm>

(méretek mm-ben)

Szildrd anyag esetén a h6mérséklet- és nyomdstartomanytdl fiigg8en a manométer toltSfolyadékaként szilikonfo-
lyadékok, vagy ftaldtok haszndlhatok. A gdztalanitott manométerfolyadékot az izoteniszk6p hosszi szdrdn kiala-
kitott oblosebb részbe toltjiik be. Ezutdn a vizsgdland6 szildrd anyagot behelyezziik a mintatarté gémbbe, és
melegitéssel gdztalanitjuk. Ezt kovetSen az izoteniszkdpot megdontjiik, hogy a manométerfolyadék befolyjon az
U-csébe.

Effaziés eljirds: g6znyomds-egyensiily (7)

A vizsgalati anyagbol vett mintdt légiires bura alatt egy kis kemencében hevitjitk. A kemence fedelén ismert dtmé-
16jti kis lyukak vannak. Az anyag g6ze kilép az egyik lyukon és egy nagyon érzékeny mérleg serpenydijébe jut, ami
szintén a légiires bura alatt van. Néhdny konstrukciéban a mérleg serpenydje egy htit6dobozban van, ami hdve-
zetéssel kivonja a hét a kiiltérbe, és a serpenydt hdsugdrzds révén hiiti, hogy a g6z kondenzédlédjon rajta. A kilépd
g6z nyomatéka er6ként hat a mérlegre. A g6znyomdst kétféleképpen kaphatjuk meg: kozvetleniil a mérleg serpe-
ny6jére haté erdbél, vagy pedig a parolgdsi sebességbdl, a Hertz-Knudsen egyenlet segitségével (2):

. 27RT x10°
P= M

ahol:

= pérolgdsi sebesség (kg s™! m™?)
= moldris témeg (g mol ™)
hémérséklet (K)

= egyetemes gdzéllandé (J mol ™' K™)

s = Hz 0
1}

= g6znyomds (Pa)

Az ajanlott tartomany 1071 Pa.
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1.5.4.2.

1.5.5.1.

1.5.5.2.

Késziilék

A késziilék miikodési elve az 5. dbrdn lathato.

5. dbra

m

A:  Alaplemez F: Hiitédoboz és hitdrad

B:  Mozg6 tekercses berendezés G: Pdrologtaté kemence

C:  Blra H: Dewar-edény folyékony nitrogénnel
D:  Meérleg serpenyGvel I Minta h6mérsékletének mérése

E:  Vikuumméré miszer J: Mérendd anyag

Effdzios eljirds: Knudsen-cella

Elv

Az eljérds a vizsgdlt anyag Knudsen-celldbdl (8) mikronyildson ultravakuumban egységnyi id6 alatt g6z formédban
kilép6 tomegének becslésén alapul. A kilépd g6z tomegét meghatdrozhatjuk a cella tomegvesztésébdl, vagy tgy,
hogy a g6zt kis hémérsékleten kondenzéltatjuk, és az elparolgott anyag mennyiségét kromatografidsan meghatd-
rozzuk. A géznyomast a Hertz-Knudsen 6sszeftiggésbdl szamolhatjuk ki (Idsd 1.5.4.1.), a késziilék paramétereitd]
fiigg6 korrekcids tényezdkkel (9). Az ajanlott tartomany 107'°-1 Pa (10)(11)(12)(13)(14).

Késziilék

A késziilék miikodési elve a 6.dbran ldthato.
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1.5.6.1.

6. dbra

AR A A+ W, W W W W Y

1: Vékuumcsatlakozds 7: Menetes fedél

2: Platina ellendllds-h6mérg szdmadra, vagy 8: Szdrnyas anydk
hémérsékletmérésre és -szabalyozdsra szolgalo
furatok

3: Vakuumtartdly fedele 9: Csavarok

4: O-gyfird 10: Effazids cella savall6 acélbol

5: Aluminium vikuumtartaly 11: Fitdbetét

6: Eszkoz az effuzids celldk be- és kihelyezéséhez

Effziés eljirds: izoterm termogravimetria

Elv

A mddszer a vizsgilt anyag nagyobb hémérsékleten és kornyezeti nyomdson felléps megnovelt parolgési sebes-
ségeinek termogravimetrids modszerrel torténd meghatdrozdsan alapul (10)(15)(16)(17)(18)(19)(20). A pérolgési
sebességeket (vy) tigy kapjuk, hogy a kivalasztott anyagot lassan dramlé inert gdznak tessziik ki, és megfigyeljik az
adott T izoterm hémérsékleten (kelvin) megfeleld idGegységek alatt bekovetkezd tomegveszteséget. A g6znyomdst
(pr) a vy értékekbdl szamitjuk ki, a g6znyomads logaritmusa és a pérolgési sebesség logaritmusa kozotti linedris
osszefliggés segitségével. Ha sziikséges, a (log py)-(1/T) gorbét regresszids analizissel extrapolélhatjuk 20 °C-ra és
25 °C-ra. Az eljaras alkalmas nagyon kicsi, 107'° Pa (107'* mbar) g6znyomdsti anyagok méréséhez is, de csak
nagyon nagy tisztasigd (majdnem 100 %-os) anyagok esetén, elkeriillend a mért tomegvesztés hibas értelmezését.
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1.5.6.2.

1.5.6.3.

Késziilék

Az kisérleti késziilék miikodési elve a 7. dbrdn ldthatd.

7. dbra
No 04 |_— Mikromerleg
2 9az
kérnyezeti
nyomason i
¥- l l
N7 gaz I i
)
Alithate  Rotaméter l | Kernence
szelep
h"“"'--.
Mintarté tanyér
Szorpcids egység | y
|

§ Allithato \

- szele Szivaszivattyu
Folyamatos rotameter Gsszetett P v

Gorberegisztralo
fotoelektromos relérendszerrel készillékek

A mintatart6 tdnyér szabélyozott h6mérsékletti kamrdban fiigg egy mikromérlegen, és szdraz nitrogén géz dram-
lik 4t rajta, amely elszéllitja a mérend6 anyagbdl elparolgd molekuldkat. A kamrdbdl kilépd gdzdramot egy abszorp-
cids egység tisztitja.

Eljdrds

A mérend§ anyagot homogén rétegben szétteritjitk egy érdesitett felillet(i ivegtanyéron. Szildrd anyagok esetén a
tdnyért egyenletesen benedvesitjitk az anyag megfelel6 olddszerben képzett oldatdval, és inert gdzzal megszaritjuk.
A méréshez a tanyért, rajta a mintdval, felfiiggesztjiik a termogravimetrids analiztorban, és folyamatosan mérjitk
a tomegvesztését az id6 fiiggvényében.

Az adott hmérséklethez tartozd parolgdsi sebességet (v) a mintatartd tanyér Am tomegvesztésébdl szamitjuk a
kovetkezd képlettel:

V.= %(gcm_zh_l)

Ahol az F a mérend§ anyag felszine, szokdsosan a mintatinyér felszine, a t pedig a Am tomegvesztéshez tartozé
id6tartam.

A g6znyomds (p;) a vy parolgdsi sebesség fiiggvényeként szamolhaté:
Log pr = C + D log vy,

ahol a C és D dllandok, melyek az adott kisérleti elrendezésre jellemzGek és a hasznalt mérSkamra dtmérgjétdl és
a gdz dramldsi sebességétdl fiiggenek. Ezeket az dllandokat egyszer kell meghatdrozni, ismert g6znyomadsu vegyii-
letek mérésével és a kapott (log py)-(log v) fiiggvények regressziéelemzésével (11)(21)(22).
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1.5.7.2.

A g6znyomas (py)és a hémérséklet T (kelvin) kozotti osszefiiggést a kovetkezd egyenlet adja meg:

Logpr=A+B 1T

ahol A és B a (log p)-(1/T) fiiggvény regresszidelemzésével kapott dllandok. Az egyenlet segitségével a g6znyomds
extrapoldciéval dtszdmolhaté barmely mds hémérsékletre.

Giztelitéses eljirds (23)

Elv

Semleges gdz ismert sebességgel, szobahdmérsékleten dramlik a mintaanyag felett vagy azon keresztiil, elég lassan
ahhoz, hogy megtorténjen a telit6dés. A gdzfdzis telitettségének elérése kritikus fontossdgt. A gdz altal szllitott
anyagot felfogjuk, dltaldban abszorbenssel, és ezt a felfogott anyagmennyiséget hatdrozzuk meg. A g6z felfogdsa
és az azt kovetd analizis alternativdjaként a szdllitott anyag mennyiségi meghatrozdsara folyamatos analitikai tech-
nikdk is haszndlhatok, mint példdul gdzkromatografia. A g8znyomds annak a feltételezésnek az alapjn szdmit-
hat6 ki, hogy érvényes az idedlisgdz-torvény, és hogy a gdzkeverék dssznyomdsa megegyezik az azt alkotd gdzok
parcidlis nyomdsdnak sszegével. A mintaanyag parcidlis nyomdsa, azaz a g6znyomds az ismert 9ssz-gaztérfogatbol
és a gdz dltal széllitott anyag tomegébdl szdmithato ki.

A gdztelitéses eljras szilird, vagy folyékony anyagok mérésére haszndlhaté. Egészen 107'° Pa g6znyomdsig alkal-
mazhaté (10)(11)(12)(13)(14). Az eljards 10 Pa g6znyomds alatt a legmegbizhat6bb. Altaldban 10> Pa felett a g6z-
nyomds értéke talbecsiilt, valdszintleg acroszol-képzGdés miatt. Mivel a g6znyomds-mérés szobahdmérsékleten
torténik, nincs szitkség nagy hémérsékletrdl torténd extrapoldldsra — amely gyakran komoly hibdkat okoz — és igy
az elkeriilhetd.

Késziilék

Az eljards dllandé hémérsékletd késziilék haszndlatat igényli. A 8. dbrdn 1évé rajzon lathaté késziilékben hdrom-
hdrom mintatarté van folyékony, illetve szilird mintdkhoz, ami lehet6vé teszi egy szilard vagy folyékony minta
harmas elemzését. A hdmérsékletszabdlyozds pontossaga * 0,5 °C, vagy jobb.

8. dbra
Szigetelt edény
1zz6
p— N, kilép az
~%7 Ventiigtor ~0 aramlasmerd felé
N, belép —am —— T i J —

] o< [ ] o< [ |_
n 000 & M

Szilard minta es

szorbens tartoja
Y -
TR 7
- o— L

Folyékony minta és
® Ll szorbens tartoja _>]_[|j |
OU‘OK Réz csdkigyos ]
hécserélo
i R ]
Finomadagolé
szelep
Haromutas szelep N\ N kilép
o

Inert vivégazként dltaldban nitrogént hasznalunk, de esetenként mds gz lehet sziikséges (24). A vivégdznak szd-
raznak kell lennie. A gdzdram 6 részdramra van osztva, amelyeket tdszelep szabdlyoz (kb. 0,79 mm-es szelepnyi-
lds), és 3,8 mm bels§ dtmérdji rézcsoveken keresztill jut be az edénybe. A hdmérséklet kiegyenlitédése utdn a giz
dtaramlik a mintdn és az abszorbensen, majd kilép a késziilékbsl.
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Szildrd mintdkat 5 mm-es belsé atmérdjt tivegesébe, tiveggyapot-dugok kozé toltink (9. dbra). A 10. dbrdn egy
folyadékminta-tart6 és abszorpcids rendszer lathaté. Folyadékok géznyomds-mérésének legjobban reprodukal-
haté mddszere az, hogy a folyadékot tiveggyongyre vagy inert abszorbens anyagra (pl. szilika) vissziik fel, és a min-
tatart6t ezekkel a gyongyokkel toltjitk meg. Mds megolddsként a vivGgaz durva tivegszemcséken dramlik keresztiil,
és dtbuborékol a vizsgélt anyag folyadékoszlopdn.

9. dbra 10. dbra

N, kilép

.

- N, belép
X " [ ]
Szorbens [~ Uveggyapot BB
s
| |
| N |
|
s . N
> Szorbenscsd) s Uveggydngydk
S mm :: 120 mm
3= Uveggyapot belsé atm.) 5 s
B 2 nE
B | N |
EE
Szilard | a
k | R
anyagol ) 38 v
Uveggyapot

< Folyadékcsapda

Az abszorbensrendszer egy eliilsd és egy hdtsé abszorbensszakaszbdl dll. Nagyon kis g6znyomdson az abszorbens
csak csekély mennyiséget tart vissza és a minta és az abszorbens kozott 1év8 tiveggyapoton és iivegesévon lejt-
sz6d6 abszorpcié komoly probléma lehet.

Egy mdsik hatékony médja az elpdrolgott anyag felfogdsdnak a szdrazjéggel hiitott folyadékcsapda. Nem okoz
ellennyomést a telité oszlopon, és a felfogott anyag teljes mennyisége is konnyen visszanyerhetd.

Eljdrds

A kilép6 vivégaz dramldsi sebességét szobahdmérsékleten hatdrozzuk meg. Az dramldsi sebességet gyakran kell
ellendrizni a kisérlet folyamdn, biztositandd, hogy pontos érték alljon rendelkezésre a vivégdz Ossztérfogatira
vonatkozodan. Célszerd folyamatos ellendrzést végezni tomegdram-mérével. A gazfizis telitése meglehetGsen
hosszu tartézkoddsi id6t igényel, igy a gdzdramldsi sebességek meglehetdsen kicsik lesznek (25).

A kisérlet végén mind az eliils6, mind a héts6 abszorbensszakaszt kiilon-kiilon elemezziik. A vegyiiletet mind-
egyik szakaszban oldészer hozzdaddssal deszorbedljuk. A kapott oldatokat kvantitativ elemzésnek vetjitk ald az
egyes szakaszokbdl deszorbedlt mennyiségek meghatdrozdsdra. A vizsgalt anyag jellege szabja meg az analitikai
modszer kivalasztasat (illetve az abszorbens és a deszorpciéhoz hasznalt oldészer kivalasztdsat is). A deszorpcid
hatékonysdgdt Gigy hatdrozzuk meg, hogy ismert mennyiség(i mintdt juttatunk az abszorbensre, majd deszorbedl-
juk és meghatdrozzuk a visszanyert anyagmennyiséget. Fontos ellendrizni a deszorpcié hatékonysagdt a kisérlet-
ben hasznalt, vagy ahhoz kozeli mintakoncentraciokkal.

Harom kiilonb6z8 gdzdramlasi sebességet kell haszndlni, biztositandd, hogy a vivégaz telitddjon a minta gézével.
Ha a szdmitott g6znyomads-értékek azt mutatjak, hogy figgetlenek az dramldsi sebességtdl, akkor a gdzt telitettnek
tételezziik fel.



L 220/14 Az Eurdpai Uni6 Hivatalos Lapja 2009.8.24.

A g8znyomds a kovetkez egyenletbdl szamithaté ki:

ahol:

= gbéznyomds (Pa)

= elpdrolgott minta tomege (g)

a telitett gdz térfogata (m?)

= egyetemes gdzédllando, 8,314 (J mol™* K™)
= hd&mérséklet (K)

z 4= < g
1}

= a vizsgdlt anyag moldris témege (g mol ™)

A mért térfogatot korrigdlni kell az dramldsmér6 és a telitd kozotti nyomads- és hdmérsékletkiilonbségekkel.
1.5.8.  Rotoros eljirds
1.5.8.1. Ely

Ez az eljdrds rotoros viszkozitdsmérdt haszndl, amelyben a mérdelem egy magneses térben lebeg, kis acélgolyo,
amelyet forgé mdagneses mezd forgat (26)(27)(28). A forgasi sebességét felvevétekercsek mérik. Amikor a golyd
elért egy adott fordulatszdmot (rendszerint kb. 400 fordulat/sec), kikapcsoljuk a forgatémadgneseket és a gazban
fellépd surlodas kovetkeztében a golyo lassulni kezd. A forgdsi sebesség csokkenését az id6 fuggvényében mérjik.
A g6znyomist az acélgolyé nyomésfiigg6 lassuldsabol szdmithatjuk. Az ajanlott tartomédny 107*-0,5 Pa.

1.5.8.2. Késziilék

A kisérleti késziilék sematikus dbrdja a 11. dbrdn ldthat6. A mérdfej egy 0,1 °C pontossdggal szabdlyozott dlland6
hémérsékletii szekrényben van. A mintatart6 egy kiilon szekrényben van, és ennek is 0,1 °C-on beliil szabélyoz-
zuk a hémérsékletét. A késziilék minden mds részén a hémérsékletnek ennél nagyobbnak kell lennie, hogy elke-
ritljiik a kondenzdciot. Az egész késziilék egy nagy vakuumot biztosité rendszerrel van 6sszekapcsolva.

11. dbra

. 77, 77777777,
7
E
7 7 A: Rotoros érzékelofej
% 7] B: Mintacella
/ e C: Termosztat
| ] % D: Vakuumvezetek (turboszivattyu)
— 1 E: Légtermosztat
77
5 7 i
110 7 7
/BN
~ /] 77 7 77, 7
D
2. ADATOK ES DOKUMENTACIO

2.1. ADATOK

A fenti ELJARASOK barmelyikével kapott g6znyomdst legalabb két hémérsékleten kell meghatérozni. Hirom, vagy
ennél tobb pont ajanlott 0-50 °C tartoményban, hogy ellendrizziik a g6znyomds-gorbe linearitdst. Az effizios
modszer (Knudsen-cella és izoterm termogravimetria) és a gdztelitéses modszer esetén a 0-50 °C mérési
hdémérséklettartomany helyett 120-150 °C tartomany ajanlott.
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2.2.

MERESI JEGYZOKONYV

A mérési jegyz6konyvnek tartalmaznia kell a kovetkezd informacidkat:

-  alkalmazott modszer,

- aminta pontos leirdsa (megnevezés és szennyezdk), és adott esetben az el6zetes tisztitdsi miiveletek,

- legaldbb két g6znyomds- és hémérsékletérték (de hdrom vagy tobb ajinlott) a 0-50 °C (vagy 120-150 °C)
tartomdnyban,

—  legaldbb egy mérésnek 25 °C-on vagy az alatt kell torténnie, ha a vélasztott mddszerrel ez technikailag
lehetséges,

—  minden eredeti adat,

- a(log p)—(1/T) gorbe,

—  ag6znyomds becslése 20 vagy 25 °C-ra.

Ha atalakulds Iép fel (halmazéllapot-valtozds, bomlds), a kovetkezd informaciokat fel kell tiintetni jegyzSkonyvben:
- aviltozds jellege,

—  az a hémérséklet, ahol a viltozds bekovetkezett 1égkori nyomadson,

- g6znyomds 10 és 20c°C-kal az dtalakuldsi h6mérséklet alatt és 10 és 20 °C-kal e hdmérséklet felett (kivéve,
ha az dtalakulds szildrd dllapotbdl gz éllapotba torténik).

Minden, az eredmények értelmezése szempontjdbol fontos informdacidt és észrevételt fel kell tiintetni a jegyzd-
konyvben, kiilonosen a minta szennyez3déseire és az anyag fizikai dllapotdra vonatkozodkat.
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Fiiggelék

Becslési eljards

BEVEZETES
A g8znyomadsra becsiilt értéket haszndlhatunk a kovetkezd esetekben:
- annak eldontésére, hogy melyik kisérleti médszer a megfeleld,

- Dbecsiilt érték vagy hatdrérték megaddsdra, amikor a kisérleti médszer technikai okok miatt nem kivitelezhetd.

BECSLESI MODSZER

Folyadékok és szilard anyagok g6znyomdsa megbecsiilhetS a modositott Watson-korreldcioval (a). Az egyetlen sziikséges
kisérleti adat a normal forrdspont. Az eljdrds a 10> Pa—10° Pa tartomanyban alkalmazhaté.

Részletes informdciok taldlhatok a ,Handbook of Chemical Property Estimation Methods” cim( kézikonyvben (b). Lasd még:
OECD Environmental Monograph No. 67 (c).

SZAMITASI ELJARAS

A g8znyomas a kovetkezSk szerint szamolhaté:

T m
-]
AH
lanp = - -2m{3-2—| In—
AZ,RT, T T, T,
T,
ahol:
T = a kérdéses hdmérséklet
T, = anormél forrdspont
P, = gbznyomds a T h6mérsékleten
AH,, = pdrolgési entalpia
AZ, = kompresszibilitdsi tényezd (becsiilt: 0,97)
m = tapasztalati tényez6, a vizsgdlt hémérsékleten fenndll6 fizikai allapottdl fugg
Tovabbd,
AI{Vb

=K,(8.75+RInT,)
b

ahol K;. egy tapasztalati tényez§ az anyag polaritdsinak figyelembevétele céljabol. Néhdny vegyiilettipus K. tényezdje meg-
taldlhat6 az irodalomban (b).

Elég gyakran olyan adatok édllnak rendelkezésre, ahol a forrdspont kisebb nyomdsra van megadva. Ebben az esetben a g6z-
nyomadst a kovetkezSk szerint szamitjuk:

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

ahol T, a kisebb P, nyomdson mért forrdspont.



L 220/18 Az Eurdpai Uni6 Hivatalos Lapja 2009.8.24.

DOKUMENTACIO

A becslési mddszer hasznélata esetén a jegyz6konyvnek tartalmaznia kell a szamitds 4tfog6é dokumentéciojat.

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

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



2009.8.24.

Az Eurdpai Uni6 Hivatalos Lapja

L 220/19

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1. MELLEKLET

A.22. ROSTOK HOSSZAL SULYOZOTT ATLAGOS GEOMETRIAI ATMERO]E

MODSZER

BEVEZETES

Ez a médszer a mesterséges dsvanyi rostok (MMMEF) hosszal stilyozott dtlagos geometriai dtméréjének (LWGMD)
mérési modszerét irja le. Mivel a minta sokasdg hosszal stlyozott dtlagos geometriai d&tmérdje 95 %-os valdszi-
ntiséggel a 95 %-os konfidenciaszinteken beliil lesz (LWGMD = két standard hiba), a jelentett érték (a vizsgdlati
érték) a minta alsé 95 %-os konfidenciahatdra lesz (azaz LWGMD - 2 két standard hiba). A médszer egy HSE
ipari eljardstervezet frissitésén alapul (1994. jinius), melyet az ECFIA és a HSE Chester tartott megbeszélésén
fogadott el, 1993. szeptember 26-dn, és egy masodik laboratériumkozi vizsgdlat részére késziilt, illetve abbol dol-
goztdk ki (1, 2). Ez a mérési modszer az dmlesztett anyagok vagy a mesterséges dsvanyi szdlakat, beleértve a ref-
raktor kerdmia rostokat (RCF), mesterséges iivegszalakat (MMVEF), kristdlyos és polikristalyos szélakat tartalmazd
termékek rostatmérgjének jellemzésére haszndlhato.

A hosszal torténd stlyozds az anyagok mintavételezésekor vagy mozgatasakor a hosszi rostok torése dltal oko-
zott 4tmérd eloszldsra gyakorolt hatdst egyenliti ki. Az MMMF dtmérék méreteloszldsinak méréséhez geomet-
riai statisztikdt (geometriai 4tlag) alkalmaznak, mert ezeknek az dtmér6knek a méreteloszldsa rendszerint a
logaritmiko-normdlis eloszldshoz kozelit.

A hossz és az 4tméré mérése egyardnt unalmas és idSigényes, de csak ha azokat a rostokat mérik, melyek érintik
a SEM ldtomezd6 egy végteleniil vékony vonaldt, egy adott rost kivélasztdsdnak lehetsége ardnyos annak hosszé-
val. Mivel a hosszal stilyozott szdmitdsokban ez figyelemmel van a hosszra, az egyetlen megkivant mérés az
atméré mérése, és a LWGMD-2SE a leirtak szerint szamithaté.

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Részecske: Olyan tdrgy, melynél a hossznak a szélességhez viszonyitott ardnya kisebb mint 3:1.

Rost: Olyan targy, melynél a hossznak a szélességhez viszonyitott ardnya (méretardny) legaldbb 3:1.

ALKALMAZASI TERULET ES KORLATOK

A mddszer a 0,5 pm és 6 pm kozti dtlagdtmérdjti dtmérd eloszlas vizsgdlatdra sziiletett. A nagyobb dtmérék
kisebb SEM nagyitdssal vizsgdlhatoak, de a mddszer novekvs mértékben korldtozova vélik a finomabb roste-
loszlds esetében és 0,5 pum alatti dtlagatmérd esetében TEM (transzmisszios elektronmikroszkép) mérés javasolt.

A VIZSGALATI MODSZER ELVE

A rostpaplanbdl vagy a szabad omlesztett rostb6l tobb reprezentativ magmintét vesznek. Az omlesztett rostok
hosszdt apritdsi eljarassal csokkentik és a reprezentativ almintat vizben oszlatjak el. Az aliquotokat kivonatoljdk
és 0,2 pm pérusméretd, polikarbondt sziirén dtszirik, majd el6készitik a pdsztazé elektronmikroszkop (SEM)
technikéju vizsgdlatra. A rostdtméréket 10 000-szeres vagy nagyobb képernydnagyitdssal mérik ('), egyenes met-
szés modszer alkalmazdsaval, az dtlagdtmérg torzitatlan becslése végett. A kisebb 95 % konfidenciaintervallu-
mot (egyoldalas vizsgalaton alapulva) szdmitjdk, és az eredmény az anyag atlag geometriai rostaitmérdjének
legkisebb becsiilt értéke.
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1.5.

1.5.3.1.

1.5.3.2.

A VIZSGALATI MODSZER LE[RASA
Biztonsig/6vintézkedések

A lebegd rostoknak torténd személyi kitettséget minimalizalni kell, és a szdraz rostok mozgatdsakor fiistszek-
rényt vagy keszty(is manipuldtort kell haszndlni. A médszerek hatékonysdgdnak meghatrozasara idgszakos sze-
mélyi kitettség monitoringot kell végezni. Mesterséges dsvanyi rostok mozgatdsakor a bérirritdciok csokkentésére
és a kereszt-szennyez3dés megel6zése érdekében eldobhatd kesztyfit kell viselni.

Késziilék | berendezés

—  Présel6 és sajtold (10 MPa eldillitdsdra képes).

- 0,2 um pérusméret(i polikarbondt kapilldris pérus szirék (25 mm dtmérd).
— 5 pm pérusméretti celluldzészter membransziirg aldtétsztirének.

- Uveg szdréberendezés (vagy eldobhaté sziirSrendszerek) 25 mm 4tmérdjti sztir6khoz (pl. Millipore iiveg
mikroanalizis készlet, XX10 025 00 tipusti).

- Mikroorganizmusok eltdvolitdsdra 0,2 pm porusatmérgjd sziirén dtszirt, frissen desztilldlt viz.
- Katédbevoné arany vagy arany/pallddium anyaggal.
—  Pdsztazo6 elektronmikroszkép, mely 10 nm felbontdst és 10 000-szeres nagyitdsra képes.

- Vegyes: spatuldk, 24-es tipusi szikepenge, csipeszek, SEM targylemezek, szén ragasztd vagy szén tapadd
szalag, eziist vezetd.

- Ultrahangos szonda vagy asztali ultrahangos fiird6.

- Far6 mintavevd vagy dugdfird, a mesterséges dsvanyi szdl paplanbdl torténd magmintavételre.
A vizsgidlat kivitelezése

Mintavétel

Paplanok és lapok esetében egy 25 mm-es magfiir6val vagy dugéfiiréval vesznek mintdkat a keresztmetszetb6l.
Ezek a paplanok egy rovid hosszoldaldn, annak szélességében egyenld tévolsdgra kell, hogy elhelyezkedjenek,
vagy pedig véletlenszerten kell venni 6ket, amennyiben elegendd hosszi hosszdarabok 4ll rendelkezésre. Ugyan-
ezt a berendezést szabad rostokbdl torténd véletlenszerti mintdk vételére is lehet hasznalni. LehetSség szerint hat
mintat kell venni, az 6mlesztett anyag térbeli eltéréseinek titkrozése céljabol.

A hat magmintdt 50 mm dtmérGji sajtoloban, 10 MPa-on kell dsszetortni. Az anyagot egy spatuldval kell ossze-
keverni, majd 10 MPa-on Gjra 6sszenyomni. Ezutdn az anyag kikeriil a sajtolobol és lezdrt tivegben keriil taroldsra.

A minta el6készitése

Ha sziikséges, a szerves kotGanyag eltdvolithaté a rostnak koriilbeliil egy 6rdra 450 °C-os kemencébe torténd
helyezésével.

A mintdt kap alakdra kell formdlni, majd negyedelve szétosztani (ezt porkamrdban kell végezni).

Spatula segitségével adjuk a minta egy kis mennyiségét (< 0,5 g) 100 ml frissen desztillélt, 0,2 pm-es membran-
szlir6n atszlrt vizhez (ha kielégitének bizonyulnak, mds, alternativ ultratiszta viz forrdsokat is lehet hasz-
nélni). 100 W teljesitményen muikodtetett, kavitdciora bedllitott ultrahangos szonddval alaposan oszlassuk el. (Ha
nem 4&ll rendelkezésre szonda, a kovetkez8 modszert alkalmazzuk: ismételten rdzzuk és invertdljuk 30 mésod-
percig; asztali ultrahangos fiirdében ultrahangozzuk 6t percig; majd ismételten rdzzuk és invertéljuk tovabbi 30
mésodpercig).
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1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

1.5.3.4.

1.5.3.4.1.

Rogton a rost szétoszlatdsat kovetGen vegyiink ki tobb aliquotot (pl. harom darab, 3, 6 és 10 ml aliquot) egy szé-
les szdju pipetta segitségével (2-5 ml kapacitds).

Mindegyik aliquotot vikuumsz{irézziik at egy 0,2 pm polikarbondt sz{irén, melyet egy 5 pm pérustt MEC aldtét
szlirGvel egészit ki, egy 25 mm-es hengeres tartélyos, iivegsziirGs tolcsérrel. Koriilbeliil 5 ml szdrt desztilldlt vizet
kell a tolesérbe helyezni, és az aliquotot lassan 4t kell pipettdzni 4t a vizbe, a pipetta csticsdt a meniszkusz alatt
tartva. A pipettdzdst kovetGen a pipettat és a tartdlyt alaposan 4t kell obliteni, mivel a vékony rostok hajlamosak
inkabb a feliileten maradni.

Ovatosan tavolitsuk el a sziir6t és valasszuk el az alitét szir6tsl, miel6tt egy tartélyba helyeznénk szaritani.

24-es tipusu szikével a sz{rt tiledékbdl vagjunk egy negyed vagy fél sztir6részt, ide-oda mozgd mozdulatok-
kal. A kivdgott részt Gvatosan helyezziik a SEM tdrgylemezre, szén ragasztdszalaggal vagy szénragasztoval rog-
zitve. A sziir§ széleinek és a targylemez villamos érintkezésének javitdsa érdekében legalabb hdrom helyen eziist
vezetGt kell alkalmazni. Amikor a ragaszté/eziist vezetd szdraz, szérdssal vonja be az iledék feliiletét koriilbeliil
50 nm arany/pallidium bevonattal.

SEM kalibrdldsa és mitkodtetése

Kalibrdlds

A SEM Kkalibraldsdt legaldbb hetente egyszer ellendrizni kell (idedlisan naponta egyszer), hitelesitett kalibracios
rdccsal. A kalibréciot ossze kell hasonlitani egy hitelesitett standarddal és ha a mért érték (SEM) nincs a hitelesi-
tett érték + 2 %-dn beliil, a SEM kalibrédci6t be kell dllitani és djra kell ellendrizni.

A SEM-nek legaldbb lathaté 0,2 pm dtméré felbontdssal kell rendelkeznie, valés minta métrixot alkalmazva,
2 000-szeres nagyitson.

Mtkodtetés

A SEM-et 10 000-szeres nagyitdson kell mtkodtetni (*), olyan koriilményeket alkalmazva, melyek jé felbontast
és elfogadhat6 képet adnak lasst, példdul 5 masodperc per kép letapogatdsi sebességnél. Bar a kiilonboz6 SEM-ek
tizemeltetési kovetelményei eltérhetnek, 4ltaldnossdgban a legjobban lithaté és legjobb felbontds érdekében,
viszonylag alacsony atomsulyt anyagokkal 5-10 keV gyorsitofesziiltséget kell alkalmazni kis fénypont mérettel
és rovid miikodési tavolsdggal. Mivel linedris metszést végziink, 0°-os d6lést kell alkalmazni a minimdlis djrafo-
kuszélashoz, vagy, ha az SEM-nek van eucentrikus allapota, az eucentrikus mtikodési tavolsdgot kell hasz-
nélni. Kisebb nagyitds alkalmazhatd, ha az anyag nem tartalmaz kis (4tmérdjti) rostokat, és a rostok dtmérdje

nagy (> 5 pm).
Meéretezés
Kisebb nagyitdsd vizsgdlat a minta értékelésére

A mintdt el8szor kis nagyitdssal kell vizsgdlni 6sszetapadt nagy rostok jeleit keresve, és a rostok stirtiségét vizs-
gélva. Talzott tapadds esetén javasolt (jj minta készitése.

A statisztikai pontossdg érdekében fontos egy minimum szdmu rost mérése, és kivanatos a magas roststriség,
mivel az tires mez8k vizsgdlata idGigényes és nem segiti az elemzést. Ugyanakkor, ha a szird taltoltott, nehéz-
kes az Osszes mérhetd rost mérése, mert a kis rostokat eltakarhatjdk a nagyobbak, ezért ezek esetleg figyelmen
kiviil maradnak.

Az LWGMD tdlbecslése annak eredménye lehet, ha a linedris 4tlon a roststirtiség meghaladja millimétereként a
150 rostot. Mdsrészrdl az alacsony rostkoncentraciok novelik az elemzés idejét, és gyakran koltséghatékonyabb
az optimalishoz kozeli roststirtiségti minta készitése, mint az alacsony koncentracidji szlir6k szdmolgatdsiahoz
ragaszkodds. Az optimdlis roststirtiség esetén 5 0000-szeres nagyitdsnél egy litdmezdben dtlag egy vagy két meg-
szamlalhato rost taldlhat6. Ugyanakkor az optimum stirtiség fiigg a rostok méretétdl (dtmérd), ezért fontos, hogy
a mveletet végzd személy szakszertien dontson arrdl, hogy a roststirtiség optimalishoz kozeli-e vagy sem.

(") A 3 pm rostok esetében ldsd az el6z6 jegyzetet.
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1.5.3.4.2.

1.5.3.4.3.

2.1.

A rostatmérék hosszal torténd sdlyozdsa

Csak azokat a rostokat kell szdmolni, melyek a SEM képerny6jén 1évé (végteleniil) vékony vonalat érintik (vagy
keresztezik). Ebbdl az okbdl kifolydlag a képernyd kozepén egy vizszintes (vagy fiiggdleges) vonal hizédik.

Alternativaként a képernyd kozepén egyetlen pont taldlhatd, és a sziirén keresztiil egy irdnyban zajlik a folya-
matos pasztazas. Minden olyan rost dtméréje, melynek méretaranya nagyobb mint 3:1, és érinti, vagy keresztezi
ezt a pontot, mérésre és rogzitésre keriil.

Rostok méretezése

Minimum 300 rost mérése javasolt. Minden rostot csak egyszer, a képen 1év6 vonallal vagy ponttal kapott met-
széspontban mériink (vagy ha a rost végei takarva vannak, a metszésponthoz kozel). Ha nem szokvanyos kereszt-
metszet( rostok fordulnak el6, a rost dtlag dtmérgjét képvisel6 mérést kell alkalmazni. Gondosan kell eljdrni a
végek meghatdrozdsakor, illetve a rost végei kozotti legrovidebb tdvolsdg mérésekor. A méretezés végezhetd
on-line vagy pedig a tdrolt képekkel vagy fotokkal off-line. Félautomatikus képi mérési rendszerek — melyek az
adatokat kozvetleniil egy tdbldzatba toltik le — haszndlata ajanlott, mivel ezek id6t takaritanak meg, kikiiszobolik
az elirdsi hibakat és a szdmitdsok automatikusak.

A hosszu rostok végeit kis nagyitdssal kell ellendrizni, meggy6z8dve arrdl, hogy azok nem gondorodnek vissza

,,,,,

ADATOK

EREDMENYEK KEZELESE

A rostdtmérdk rendszerint nem mutatnak normdlis eloszldst. Ugyanakkor a logtranszformécié elvégzésével a
normalishoz kozelitd eloszldst nyerhetiink.

Kiszdmitjuk az n rostatmérdk (D) természetes e alapt logaritmusa (InD) szdmtani dtlagdt (mean InD) és standard
eltérését (SDy,p):

*InD
mean InD = - 1)

Z(InD —mean lnD)2

SDlnD = T )

A standard hiba (SE,,,;;) meghatdrozdsédhoz a standard eltérést elosztjuk a mérések szamdnak (n) négyzetgyokével.

S SD
D — % (3)

Az dtlagbdl kivonjuk a standard hiba kétszeresét, és kiszdmitjuk az érték (minusz két standardhiba) exponenci-
alisdt, igy megkapjuk a geometriai dtlag minusz két standard hiba értéket.

e (mean lnD72SElnd)

LWGMD - 2SE =



2009.8.24. Az Eurépai Uni6 Hivatalos Lapja L 220/23

3 JELENTES

VIZSGALATI JELENTES
A vizsgilati jelentésnek legaldbb a kovetkezd informéciot kell tartalmaznia:
- Az LWGMD-2SE értéke.

—  Barmilyen eltérés és kiilonosen azok, melyek hatdssal lehetnek az eredmények precizségére vagy pontos-
sdgdra, megfeleld indoklassal.
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[II. MELLEKLET

B.46. IN VITRO BORIRRITACIO: REKONSTRUALT EMBERI FELHAMMODELLEN VEGZETT VIZSGALAT

1.1.

1.2

MODSZER

BEVEZETES

A bdrirritdci6 a vizsgalandé anyag alkalmazdsit kovetGen 4 ordn belill megjelend, visszafordithaté bérkaroso-
dés (az ENSZ vegyi anyagok osztalyozdsanak és cimkézésének globalisan harmonizélt rendszerének [GHS] meg-
hatdrozdsa szerint) (1). E vizsgalati mddszer a vizsgalati stratégidn beliil 6ndllé helyettesits vizsgalatként olyan in
vitro eljarast garantdl, amely a tdjékoztatdsi kovetelményektdl figgSen lehet6vé teszi az egyes anyagok dltal oko-
zott bdrirriticié meghatdrozdsat az adatok bizonyitd erejének mérlegelésével (2).

A bérirritdcié vizsgdlata jellemzden dllatkisérletek alkalmazdsaval jar. (Lasd a B.4 mddszert)(3). Allatjélléti szem-
pontokat érvényesitve a B.4 modszer lehet6vé teszi a bérkorrézidnak/bérirriticionak alépesGzetes vizsgdlati stra-
tégia részét képezd validdlt in vitro és ex vivo médszerek alkalmazdsdval torténd meghatdrozdsdt, megkimélve
ezzel az allatokat a fijdalomtdl és szenvedéstSl. A B.4 lépcsbzetes vizsgalati stratégia mard hatdssal foglalkozé
része esetében hdrom hasznos in vitro vizsgélati médszer, illetve vizsgdlati irdnymutatds ismert: a B.40, B.40A és
aTG 435 (4, 5, 6).

E vizsgdlati modszer rekonstrudlt emberi epidermisz-modelleken alapul, amelyek dltalinos felépitésiikben (sejt-
forrdsként, szovet- és szovetfelépités-mintaként emberi felhdm keratinsejteket alkalmaznak) élethten imitéljdk az
emberi bér felsS rétegének, azaz a felhdmnak (epidermisznek) a biokémiai és fizioldgiai tulajdonsdgait. Az e vizs-
gdlati modszer alapjn leirt eljdrds lehetGvé teszi az irritativ hatdst anyagok veszélyességének besoroldsat az ENSZ
altal javasolt GHS szerinti 2. kategéridnak megfelelen. E vizsgdlati médszer teljesitményszabvéany-készletet is
magdban foglal a hasonl6 és modositott rekonstrudlt emberi epidermisz alapti vizsgélati modszerek értékelésé-
hez (7).

10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17), amelyek rekonstrudlt emberi epidermisz-modelleket alkalmaznak és a kereske-
delmi forgalomban EpiSkin™ és EpiDerm™ néven kaphatok. Ezen tanulmdnyok az R38 besoroldst veszik ala-
pul. A 25. hivatkozds a GHS-szempont Gjraszdmitds bizonyos aspektusait targyalja. Az EpiSkin™ mddszerrel
(1. validélt referencia-mddszer) mtikodési szempontbdl egyenértékdi modszerek javasoltak 6ndllé helyettesits
vizsgdlati modszerként a GHS szerinti 2. kategéridba tartoz6 irritativ hatdst anyagok besoroldsa érdekében nyu-
lakon végzett in vivo vizsgalathoz. Az EpiDerm™ modszerrel (a 2. validdlt referencia-mddszer) egyenértékd mod-
szerek alkalmazdsa a GHS szerinti 2. kategéridba tartozd irritativ hatdsti anyagok besoroldsdra csak
szlirGvizsgalati modszerként, vagy az adatok bizonyitd erejének mérlegelésével alépesGzetes vizsgdlati stratégia
részeként javasolt. Miel6tt a javasolt in vitro rekonstrudlt emberi felhimmodellen végzett bérirritacids vizsgalatot
szabdlyozdsi célokbdl el lehetne végezni, meg kell hatdrozni a javasolt alkalmazdshoz a vizsgdlat megbizhat6sd-
gdt, alkalmazhatdsdgdt (pontossdgat) és korldtait annak érdekében, hogy az 1. referencia-moédszerrel vald
osszehasonlithatdsdg biztositott legyen az e vizsgalati médszerben eldirt teljesitményszabvanyoknak megfele-
16en (fuggelék).

Két mésik in vitro rekonstrudlt emberi felhdmmodellen végzett vizsgdlati médszer keriilt hitelesitésére e vizsgd-
lati médszerben el8irt kovetelményeknek megfelelGen és mutat hasonld eredményeket, mint az 1. hitelesitett
referencia-moédszer (18). Ezek a modositott EpiDerm™ vizsgalati médszer (médositott 2. referencia-moédszer) és
a SkinEthic RHE™ vizsgdlati modszer (1. ,me-too” médszer).

FOGALOMMEGHATAROZASOK
E vizsgdlati modszerben a kovetkezd fogalommeghatdrozasok szerepelnek:

Pontossdg: egy vizsgalati eredmény és az elfogadott referenciaérték kozotti egyezés mértéke. A vizsgélati méd-
szer teljesitményének mérésére szolgdl, és az alkalmazhatésdg egyik szempontja. Gyakran hasznéljdk e kifejezést
az ,egyezés” megfelelGjeként, amely jelzi egy adott vizsgdlati modszer alkalmazdsakor az azonos eredmények
ardnydt.

Tételenkénti kontrollanyag: mérdanyag-mennyiség, amely a szovet kozepes mértékd sejtéletképesség-
reakcidjt véltja ki.
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1.3.

Sejt-életképesség: valamely sejtpopuldcio teljes aktivitdsat mérd paraméter (példdul a sejt- mitokondridlis dehid-
rogendzok MTT ([3—(4,5-Dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazélium bromid, Tiazolil kék] vitdlis festékredukdlo
képessége) amely — a mért végponttdl és a hasznalt vizsgdlati tervtdl figgéen — korreldciot mutat a sejtek szd-
méval és[vagy életképességével.

ETs,: a sejt életképességének 50 %-kal valo csokkentéséhez sziikséges expozicids id6 a markeranyag meghatd-
rozott koncentraciéban torténd alkalmazdsakor, ldsd még az 1C5-et.

Hamis negativ ardny: egy vizsgélati modszer sordn az Osszes tévesen negativnak mindsitett pozitiv anyag ard-
nya. Ez a vizsgalati mddszer teljesitményének egyik mutatéja.

Hamis pozitiv ardny: az Gsszes tévesen pozitivnak mindsitett negativ (inaktiv) anyag ardnya. Ez a vizsgdlati
médszer teljesitményének egyik mutatéja.

Végtelen dozis: a vizsglt anyag bérre adagolt azon mennyisége, amely meghaladja a bér felszinének teljes és
egyenletes befedéséhez szitkséges mennyiséget.

GHS (A vegyi anyagok osztilyozasinak és cimkézésének globdlisan harmonizilt rendszere): anyagok és
keverékek szabvanyositott fizikai, egészségi és kornyezeti kockdzatok szerinti besoroldséra, valamint azok meg-
felel6 kommunikdcids elemekkel (példdul piktogramokkal, figyelmeztetésekkel, figyelmezteté mondatokkal,
6vintézkedésekre vonatkozd mondatokkal és biztonsdgi adatlapokkal) torténd jelolésére javasolt rendszer, az
anyagok kdros hatdsairdl sz616 informéciok tovabbitdsira az emberek (koztitk a munkaaddk, munkavallalok,
fuvarozok, fogyasztok és a siirgGsségi segélyszolgalatok) és a kornyezet megGvasa érdekében (1), amelyet az Euré-
pai Unidban az 1272/2008/EK rendelet juttat érvényre.

IC;,: a markeranyag azon koncentracidja, amelynél a szovetek életképessége 50 %-kal visszaesik(ICs,) egy
meghatdrozott expozicids idg elteltével, 1asd még az ET;-et.

Teljesitményszabvdny: hitelesitett referencia-modszeren alapul6 szabvényok, amelyek a javasolt, végrehajtds és
funkcionalitds szempontjdbdl hasonld vizsgdlati médszer osszehasonlithatdsagi értékelésének alapjdul szolgal-
nak. Ide tartoznak I. a sziikséges vizsgdlati mddszer elemei I1. a hitelesitett referencia-mddszer elfogadhaté miko-
désének igazoldsdra alkalmazott anyagok koziil kivélasztasra kertilt referenciaanyagok minimalis listdja, valamint
III. a pontossdgnak és megbizhatdsdgnak azon Osszehasonlithaté szintjei, amelyeket a javasolt vizsgdlati mod-
szernek a referenciaanyagok minimalis listdjaval torténd értékelésekor el kell érnie.

Megbizhat6sdg: egy vizsgalati mddszer laborat6riumon beliili és laboratériumok kozétti reprodukélhatésdganak
lefrdsdra szolgal ugyanazon eljdrds alkalmazdsa mellett. A laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti repro-
dukdlhatésdg kiszamitdsdval dllapitjak meg.

Erzékenység: az dsszes olyan pozitiv/aktiv anyagnak az ardnya, amelyet a vizsgalat helyesen sorolt be. A vizs-
gélati mddszer pontossdgdnak olyan mérése, amely kategorikus eredményre vezet és fontos a vizsgalati modszer
alkalmazhatésdgdnak megitélésében.

Specificitds: az 6sszes olyan negativ/inaktiv anyag ardnya, amelyet a vizsgilat helyesen sorolt be. A vizsgdlati
modszer pontossdganak olyan mérése, amely kategorikus eredményre vezet és fontos a vizsgalati médszer alkal-
mazhatésaganak megitélésében.

Bérirriticié: a vizsgdlandé anyag alkalmazdsdt kovetSen 4 6rdn beliil megjelend, visszafordithatd bérkdroso-
dds. A bdrirritacio helyileg jelentkezd, nem immunogén reakcid, amely roviddel a stimuldcié utdn megjelenik
(24). F6 jellemzdje, hogy gyulladdsos reakciokkal jard visszafordithaté folyamat a gyulladdsos folyamatokra jel-
lemz8 legtobb klinikai tiinettel egyiitt (bSrpir, 6déma, viszketés és fdjdalom).

ALKALMAZASI KOR ES KORLATOZASOK

Az e vizsgalati modszerhez tartozé rekonstrudlt emberi felhdmvizsgélatok egyik korlatjat az jelenti, hogy a bérir-
ritdlénak minGsilé anyagokat csak az ENSZ GHS szerinti 2. kategéridba soroljak be. Mivel az anyagoknak az
ENSZ dltal javasolt GHS meghatdrozésa szerinti opciondlis 3. kategéridba torténd besoroldsat nem teszik lehe-
t6vé, az Gsszes tobbi anyag besorolds nélkil (kategéria nélkiili) marad. A szabdlyozdsi igényektdl és a ,me-too”
vizsgdlatok esetleges jovébeli j végpontokkal torténd kiegészitésétdl, javitdsatol, illetve fejlesztésétd] fuggden
sziikség lehet e vizsgdlati modszer feliilvizsgalatdra.

E vizsgélati modszer lehet6vé teszi az egykomponenst irritativ hatdst anyagok veszélyességének besoroldsat (19),
de nem nyujt megfelel§ informdciét a bérkorroziora nézve. A gdzok és aeroszolok nem vizsgalhatok, amig a
keverékek vonatkozdsdban nem tortént meg a méodszer validdlasi céli értékelése.
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1.4.

1.5.

1.6.

A VIZSGALAT ELVE

A vizsgilt anyagot helyileg egy olyan normdl emberi felhdm-keratinsejteket tartalmazé, hdromdimenziés emberi
felhdmmodellre viszik fel, amelyeket tigy tenyésztettek ki, hogy tobbrétegti, rendkiviil differencidlt emberi fel-
hdmmodellt alkossanak. Ez szervezett bazilis, tiiskés, és granuldris sejtrétegekbdl, valamint a sejtek kozotti lamel-
lds lipidrétegeket tartalmazé tobbrétegi stratum corneumbdl (szarurétegbdl) dll az in vivo mintdknak megfeleld
elrendezésben.

A rekonstrudlt emberi felhimmodellen végzett vizsgdlat elve azon alapul, hogy az irritativ hatdst anyagok képe-
sek diffazioval dthatolni a stratum corneumon és citotoxikusak az alatta levd sejtrétegek sejtjeire. A sejtéletké-
pességet a MTT [3—(4,5-Dimetiltiazol-2il)-2, 5-difeniltetrazélium bromid, Tiazolil kék; EINECS-szdm: 206-069-5,
CAS-szam: 298-93-1)] vitalis festék kék formazdn séva torténd dehidrogenaz dtalakuldsaval mérik, amelynek
mennyiségi mérésére a szovetekbdl torténd extrakcid utdn kerill sor (20). Az irritativ hatdst anyagokat azon
képességiik alapjan azonositjak, hogy a sejtéletképességet meghatdrozott hatdrérték ald csokkentik (azaz 50 %
ald, az ENSZ éltal javasolt GHS szerinti 2. kategoridju irritativ anyagok esetében). A hatdrérték feletti sejtéletké-
pességet produkdld anyagokat nem soroljék be (azaz 50 % felett nincsenek kategéridba sorolva).

A rekonstrudlt emberi felhimmodell-rendszereket szildrd, folyékony, félszilard anyagokon és viaszokon végzett
vizsgélatokndl lehet alkalmazni. A folyadékokban lehet viz, illetve lehetnek vizmentesek, a szildrd anyagok lehet-
nek vizben oldédodak, illetve vizben nem oldéddak. Amennyiben lehetséges, a szilard anyagokat finom por alak-
ban kell vizsgdlni. Mivel a rekonstrudlt emberi felhdammodellen végzett vizsgalati rendszerek hitelesitésébe a
kémiai osztélyok széles spektrumdt képvisel6 58 gondosan kivélasztott anyagot vontak be, ezért e mddszerek
vérhat6an a kiilonféle kémiai osztdlyokban éltaldnosan alkalmazhatdak lesznek (16). A hitelesités sordn 13, a
GHS szerint 2. kategoridju irritativ anyagot vizsgéltak. Meg kell emliteni, hogy a hitelesités nem terjedt ki a nem
mard hatdst savakra, ltigokra, sokra és egyéb szervetlen anyagokra, illetve nem, vagy csak korldtozott mérték-
ben érintette a szerves irritativ anyagok bizonyos ismert osztdlyait (pl. hidrogén-peroxidok, fenolok, feliiletaktiv

anyagok).

AZ ALKALMASSAG BIZONYITASA

E vizsgdlati modszer alapjdn hitelesitett modszer rutinszer( alkalmazdsit megel6zGen a laboratériumok célsze-
rtinek tarthatjdk megbizonyosodni miiszaki alkalmassagukrdl az 1. tabldzatban javasolt tiz anyag felhasznald-
sdval. E vizsgélati modszer alapjan az ENSZ dltal javasolt GHS szerinti 3. kategéria nem mindsiil kategdridnak.
Az olyan 1j, hasonl6 (me-too) vizsgalati modszerek esetében, amelyek e vizsgalati modszer alapjan kertilnek kifej-
lesztésre és amelyek szerkezetileg és funkciondlisan hasonléak a validalt referencia-médszerekhez, illetve a hite-
lesitett modszerek mddositdsai esetében a szabvanyos tesztelésre valé haszndlatukat megel6z8en az j vizsgélati
modszer 6sszehasonlithaté megbizhatésdganak és pontossaganak bizonyitdsdra e vizsgdlati modszer Fuggeléké-
ben leirt teljesitményszabvanyokat kell hasznalni.

1. tdbldzat

A fiiggelékben felsorolt referenciaanyagok részhalmazit képezé anyagok

Anyag CAS-szam In vivo eredmény Halmazéllapot Ggisggii:ﬁ
naftalin ecetsav 86-87-3 0 Sz kat. nélkiil
izopropanol 67-63-0 0,3 F kat. nélkiil
metil szteardt 112-61-8 1 Sz kat. nélkiil
heptil butirat 5870-93-9 1,7 F Opcionalis

3. kat.
Hexil-szalicildt 6259-76-3 2 F Opcionalis

3. kat.
cikldmen aldehid 103-95-7 2,3 F 2. kat.
1- brémhexan 111-25-1 2,7 F 2. kat.
butil metakrilat 97-88-1 3 F 2. kat.
1-metil-3-fenil-1-piperazin 5271-27-2 3,3 Sz 2. kat.
Heptanal 111-71-7 4 F 2. kat.

A VIZSGALATI MODSZER LE[RASA

Az aldbbiakban a rekonstrudlt emberi felhdmmodellen végzett, bérirriticiot elemzd vizsgélat leirdsdra keriil sor.
A rekonstrudlt emberi felhdmmodell felépithetd, elkészithets vagy kereskedelmi forgalomban kaphat6 (pl. EpiS-
kin™, EpiDerm™ és SkinEthic RHE™). Az EpiSkin™, EpiDerm™ ¢és SkinEthic RHE™-vel hasznélhat6 szabvany
vizsgdlati eljardsok elérhetdk a [http:[/ecvam.jrc.ec.europa.cu] cimen (21, 22, 23). A vizsgdlatot az aldbbiak sze-
rint kell végrehajtani:
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1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.2.1.

1.6.1.2.2.

1.6.1.2.3.

1.6.1.2.4.

1.6.1.2.5.

Rekonstrudlt emberi felhdmmodell sszetevi
A modellre vonatkozd dltaldnos feltételek

Az epitélium felépitéséhez normal emberi keratinsejteket kell hasznalni. E16 epitélsejtek tobb rétegének (bazalis,
tiiskés, és granuldris sejtréteg) kell jelen lenni a funkciondlis stratum corneum alatt. A stratum corneumnak tobb-
rétegtinek kell lennie, és megfelel§ lipidszelvénnyel kell rendelkeznie, hogy nagy ellendllé képességgel funkcio-
nalis barriert képezzen a citotoxikus markeranyagok, pl. a natrium-dodecil-szulfdt (SDS) vagy a Triton X-100
saval torténik, amely a szovet életképességét 50 %-kal csokkenti (ICs,) egy meghatdrozott expozicids idd eltel-
tével, vagy a markeranyag meghatdrozott koncentraciéban torténd alkalmazasakor a sejt életképességének 50 %-
kal valo csokkentéséhez sziikséges expozicids id6 (ETs,) meghatdrozdsaval. A modell visszaszoritd
tulajdonsdgainak meg kell akaddlyozni, hogy az anyag dthatoljon a stratum corneum koriil az él6 szovetbe. A

sz

ményezi. A b6rmodellnek baktérium-, virus-, mikoplazma- és gombafert6zéstdl mentesnek kell lennie.
Funkciondlis modellfeltételek
Eletképesség

Az életképesség terjedelmének meghatdrozdsat lehetSleg az MTT segitségével kell végezni (20). A negativ kont-
rollanyaggal (NC) kezelt szovetbdl kivont (szolibilizdlt) festékanyag optikai stirtiségének (OD) legaldbb 20-szor
nagyobbnak kell lennie az extrahaldsra haszndlt oldészer OD-jénél. Dokumentdlni kell, hogy az NC-vel kezelt
kontrollszovet a vizsgdlati expozicids idGszak alatt a tenyészetben dllandé (hasonl6 életképesség-mérést nydijt).

Barrierfunkcid

A stratum corneumnak és lipidszelvényeinek megfeleld ellendll képességgel kell rendelkezni a citotoxikus mar-
keranyagok, pl. a ndtrium-dodecil-szulfat (SDS) vagy a Triton X-100 gyors 4thatoldsa ellen, az ICs, vagy ETs,
alapjan végzett becslések szerint.

Morfolégia

A rekonstrudlt bér/epidermisz szovettani vizsgalatdt olyan megfelelen képzett személyzetnek kell végezni, akik
emberi bér/epidermisz-szert struktirdkon (beleértve a tobbrétegli stratum corneumot is) végzik a bizonyitd
vizsgdlatot.

Reprodukdlhatésdg

A specifikus modellt alkalmazé vizsgélati eredményeknek idével reprodukalhatdknak kell lenniiik, lehetéleg a
megfeleld tételenkénti (Osszehasonlité) kontrollanyaga szerint. (Ldsd a Fiiggeléket).

A modell mindgségellendrzése (QC)

Minden felhasznaldsra keriil§ felhimmodell-csoportnak meghatdrozott elééllitdsi kritériumoknak kell megfelel-
nie, amelyek kozott az életképességre (1.6.1.2.1. bekezdés) és a barrierfunkcidra (1.6.1.2.2. bekezdés) vonatko-
z6ak a leglényegesebbek. A bérmodell szdllitoja (illetve sajdt eldallitdsi modell esetén a vizsgalatot végzd személy)
koteles elfogadhatdsdgi tartomdnyt (fels és als6 hatarértéket) megéllapitani az ICs,, vagy a ET, szdmdra. A szo-
vetek dtvétele utdn a laboratériumnak ellendriznie kell a szovetek barrier tulajdonsdgait. Az irritativ hatdsok meg-
bizhaté elSrejelzéséhez kizdrdlag a megfelels szovetek édltal produkdlt eredményeket szabad elfogadni. A
hitelesitett referencia-mddszer elfogadhatdsagi tartomdnyai példdul a kovetkezsk.

2. tdbldzat

Példik a mindségellendrzési tételkibocsitds kritériumaira

Alsé elfogadasi hatar Elnglf.(,ié?i t}arEoma’my Fels6 elfogadasi hatar
6zépértéke
1. Hitelesitett IC5 = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC5 = 3,0 mg/ml
referencia-médszer (18 ords
natrium-dodecil-szulfitos (SDS)
kezelés)
2. Hitelesitett ETs, = 4,8 6ra ET5, = 6,7 Ora ETs, = 8,7 6ra
referencia-médszer (1 % Triton
X100)
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.1.5.

2.1.

A vizsgdlat alkalmazdsa és a kontrollanyagok

Valamennyi kezeléshez és kontrollhoz megfelel§ szamu szovetpéldanyt (szakaszonként legalabb hdrom példanyt)
kell haszndlni. Folyékony és szilard anyagok esetén a béron egyenletesen elosztva elegendd vizsgélt anyagot hasz-
néljunk, azaz minimum 25 uL/cm? vagy 25 mg/cm?-ot, elkeriilve ugyanakkor a végtelen dézis hasznalatat (l4sd
az 1.2. fogalommeghatarozdst). Szilard anyagok alkalmazdsa el6tt az epidermisz feliiletét deionizdlt vagy desz-
tilldlt vizzel nedvesitsiik be a bdrrel valé jo érintkezés biztositdsara. A szildrd anyagokat, amikor csak lehetséges
finom por alakban kell vizsgdlni. Az expoziciés id6 lejartaval a vizsgdlt anyagot megfelel6 pufferrel vagy 0,9 %-os
NaCl-dal 6vatosan le kell mosni a bdrrél. A felhasznalt rekonstrudlt emberi felhdmtél fiiggGen az expoziciés idé
15 és 60 perc kozott, az inkubdcios hémérséklet pedig 20 és 37 °C kozott valtozhat. A hirom médszerre vonat-
koz6 részleteket ldsd a szabvanymdiveleti elGirdsokban (Standard Operating Procedures) (21, 22, 23).

Minden vizsgdlathoz egyidejtileg negativ (NC) és pozitiv (PC) kontrollértékeket kell haszndlni annak bemutatd-
sdra, hogy a sejtek életképessége, a barrierfunkcio és a kapott szovetérzékenység (PC) a meghatarozott torténeti
elfogadasi tartomdnyon beliil van. A javasolt pozitiv kontrollanyag a natrium-dodecil-szulfdt (SDS) 5 %-os vizes
oldata. A javasolt negativ kontrollanyagok a viz, vagy a sés foszfatpuffer (PBS).

A sejtek életképességének mérése

A vizsgalati eljards legfontosabb eleme, hogy az életképesség mérését ne kozvetlentil a vizsgdlt anyagok hatdsd-
nak kitett idGszak utdn végezziik, hanem a friss kozegben dtoblitett szovetek kezelés utani, megfelel§ hossza-
sdg inkubdcids idGszakdt kovetSen. Ezen idGszak lehetGvé teszi egyrészt az enyhe irritativ hatdsok aldli
felépulést, mdsrészt az egyértelmd citotoxikus hatdsok megjelenését. A vizsgalat optimalizaldsanak szakaszaban
(9, 10, 11, 12, 13) egy 42-6rds kezelés utdni inkubdciés idszak bizonyult optimalisnak és kovetkezésképpen
ezt alkalmaztdk a referencia vizsgélati médszerek validdldsa sordn.

Az MTT étalakuldsdnak vizsgdlata egy olyan kvantitativ validlt méodszer, amelyet a sejtek életképességének méré-
sekor kell alkalmazni. Ez 6sszeegyeztethetd egy hairomdimenzi6s szovetkonstrukcioban torténd haszndlattal. A
bérmintdt 3 6rdra egy megfeleld koncentracioji MTT-oldatba (pl. 0,3—-1 mg/ml) teszik. A kicsapddott kék for-
mazdn terméket aztdn oldészer (pld. izopropanol, savas izopropanol) haszndlatdval eltavolitjdk a szovetbdl, és
egy maximum * 30 nm sdvsz(ir6 alkalmazdsaval 570 nm hullimhosszon az OD-meghatarozdsa Gtjain megmé-

A vizsgélt anyag optikai tulajdonsagai, vagy az MTT-re gyakorolt vegyi hatdsa megzavarhatja a vizsgalatot, ami az
életképesség téves megéllapitiséhoz vezet (mivel a vizsgdlt anyag akaddlyozhatja, megvaltoztathatja, vagy akdr
okozhatja is az elszinez8dést). Ez akkor kovetkezhet be, amikor egy adott vizsgalt anyagot oblitéssel nem tdvo-
litottak el teljesen a bérrdl, vagy amikor az dthatol az epidermiszen. Ha a vizsgalt anyag kozvetleniil az MTT-re
hat, természetes szinezéket tartalmaz, vagy a szovetkezelés sordn szinezddik el, tovébbi ellenSrzéseket kell alkal-
mazni annak megéllapitdsdra, hogy a vizsgélt anyag befolydsolja-c az életképesség mérésének madjt, illetve el
kell végezni a megfeleld korrekcidkat. Kérjiik, az MTT-csokkenésvizsgélat részletes lefrdsaért forduljon a validdlt
referencia-modszerekhez késziilt vizsgdlati modszer jegyz8konyvhoz (21, 22, 23). Az e befolydsolé tényezdk-
nek koszonhetGen jelentkezd nem specifikus szin (NSC) nem haladhatja meg az NC 30 %-dt (a korrekciok ese-
tében). Ha az NSC > 30 %, a vizsgélt anyag a vizsgdlattal 6sszeférhetetlennek mindsiil.

A vizsgdlat elfogadhatdsdgi kritériumai

Minden érvényes tételt alkalmazo vizsgélat esetében (ldsd az 1.6.1.2.5. bekezdést), az NC-vel kezelt szoveteknek
olyan OD-t kell mutatniuk, amely tiikrozi a szovetek minGségét az Osszes szdllitdsi és dtvételi 1épés, valamint az
osszes irritdcios eljarasi folyamat utdn. A kontrollok OD értékei nem lehetnek kisebbek a megéllapitott torténeti
alsé hatdrértékeknél. Hasonloképpen a PC-vel, azaz ndtrium-dodecil-szulfdt (SDS) 5 %-os vizes oldatdval kezelt
szoveteknek, tiikrozniiik kell szovetek altal megtartott érzékenységet, valamint az irritativ hatdsti anyaggal szem-
beni reagdloképességiitket minden vizsgdlati koriilmény esetében (pl. az életképesség < 40 % az 1. validdlt
referencia-modszer esetén, és < 20 % a 2. validalt referencia-modszer esetén). Meg kell hatdrozni a szovetpélda-
nyok kozotti, ezzel kapcsolatos eltérés megfelel§ mértékét (pld. szords alkalmazdsa esetén 18 %-ndl nem lehet
nagyobb).

ADATOK

ADATOK

Minden kezelés esetében, az egyes pirhuzamos vizsgalati mintdk adatait (pl. minden vizsgdlt anyagra vonatkozd
OD-értéket és a szdzalékban meghatérozott sejtéletképesség-értékeket, a besoroldsokat is beleértve) tdblazatba
foglaltan kell megadni, ideértve adott esetben a megismételt kisérletek sordn kapott adatokat. Tovabbd meg kell
adni az dtlagértékeket és azokhoz viszonyitott + szordst. Az MTT reagenssel és a szinezett vizsgalt anyagokkal
tapasztalt kolcsonhatdsokat minden vizsgdlt anyag esetében fel kell jegyezni.
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2.2.

3.1.

AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

Minden vizsgalati mintdndl a kapott OD-értékek felhaszndlhatok az NC-hez viszonyitott életképesség szdzalékos
kiszdmitdsdhoz, amely 100 %-ra van bedllitva. Egyértelmtien meg kell hatdrozni, és irdsban rogziteni kell az irri-
tativ hatdst vizsgélt anyagokat a besorolds nélkiili vizsgalt anyagoktdl megkiilonboztetd, szdzalékban megélla-
pitott sejt-életképesség hatdrértéket, valamint azon bizonyitottan megfeleld statisztikai eljdras(oka)t, amelyeket
az eredmények értékelésénél és az irritativ hatdsti anyagok azonositdsandl alkalmaznak. A validalt referencia-
modszerekhez kapcsol6dé becsiilt irritdcios hatds hatdrértékei az aldbbiak:

A vizsgdlt anyag bérirritdl6 hatdsinak minGsiil az ENSZ éltal javasolt GHS szerinti 2. kategéria szerint:

i. ha a vizsgalt anyagoknak kitett id6szak és a kezelést kovets inkubdcids id6szak utdn a szovetek életképes-
sége kisebb, vagy egyenls, mint (<) 50 %;

A vizsgalt anyagot nem tekintik egyik kategéridba tartozénak sem:
ii. ha a vizsgdlt anyagoknak kitett idGszak és a kezelést kovetd inkubdcids id@szak utdn a szovetek életképes-

sége nagyobb mint (>) 50 %.

JEGYZOKONYVEZES

VIZSGALATI JEGYZOKONYV

A vizsgélati jegyz6konyvnek a kovetkezd informdaciokat kell tartalmaznia:
Vizsgélati és kontrollanyagok:

- avegyszer(ek) neve, mint IUPAC- vagy CAS-név és CAS-szdm, ha ismert,
- az anyag tisztasdga és Osszetétele (tomegszazalékban),

- avizsgdlat elvégzése szempontjabol 1ényeges fizikai-kémiai tulajdonsdgok (pl. fizikai éllapot, stabilitds és illé-
konység, pH, vizben val6 oldhat6sdg, ha ismert),

- avizsgdlati/kontrollanyagok kezelése a vizsgdlatot megel6zGen, ha tortént ilyen (pl. melegités, 6rlés),
- tdroldsi feltételek.
A hasznalt b6rmodell és protokoll indokoldsa.

Vizsgélati koriilmények:

a felhaszndlt sejtrendszer,

- asejt életképességének mérésére haszndlt eszkoz (pl. spektrofotométer) és savsziird bemérésére vonatkozo
kalibréaldsi informdciok,

- a haszndlt specifikus b6rmodellre vonatkozd teljes héttérinformacid, beleértve annak teljesitményét. Ez
magdban foglalja, de nem korldtozddik a kovetkezdkre:

—

életképesség;
ii.  barrierfunkcid;
iii. morfoldgia;
iv. reprodukdlhatdsdg és el6re jelezhetSség;
v. a modell mindségellendrzése (QC),
- a haszndlt vizsgdlati eljdrds részletei,

- ahaszndlt vizsgdlati d6zisok, a vizsgalt anyag hatdsdnak kitett id8szak és a kezelés utdni inkubdciés idszak
hossza,
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- avizsgdlati eljards barmilyen véltoztatdsinak leirdsa,
- hivatkozds a modell torténeti adataira. Ez magdban foglalja, de nem korlétozddik a kovetkezdkre:
i.  a mindségbiztositdsi adatok elfogadhatésdga tekintettel a kordbbi tételadatokra;

il. negativ és pozitiv kontrollértékek elfogadhatdsdga tekintettel a negativ és pozitiv kontroll dtlagérté-
kekre és tartomanyokra.

— A hasznlt értékelési ismérvek leirdsa, beleértve az elérejelz6 modell szdmadra a hatarérték(ek) kivalasztdsa-
nak indoklasat.

Eredmények:

- az egyedi vizsgilati mintdk adatainak tdbldzatba foglaldsa,
- amegfigyelt egyéb jelenségek leirdsa.

Az eredmények értékelése.

Kovetkeztetés.
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Fiiggelék

A javasolt in vitro rekonstrudlt emberi felhimmodellen végzett bérirriticids vizsgélat
teljesitményjellemzGinek értékelése

BEVEZETES

E vizsgdlati médszer alapjdn alkalmazdsra javasolt eljardsokat a megbizhatésdguk és pontossdguk meghatdrozdsa érdekében
a Draize-féle irritdciés pontértékek teljes tartomanydt képvisel8 anyagok felhasznaldséval értékelni kell. A hisz javasolt refe-
renciaanyag (2. tdbldzat) felhasznéldsdval torténd értékelés sordn a javasolt eljdrds dltal elért megbizhat6sdgi és pontossagi
értékeknek és az 1. hitelesitett referencia-modszer ugyanezen értékeinek (3. tdbldzat) dsszehasonlithatoknak kell lenniiik (1).
AL és 1L pontban keriilnek meghatdrozdsra az elérni kivant pontossagi és megbizhat6sagi szabvanyértékek. A javasolt vizs-
gélati mddszer és az 1. hitelesitett referencia-mddszer megbizhat6sdganak és mtikodésének (érzékenység, specificitds, hamis
negatfv ardnyok, hamis pozitiv ardnyok és pontossg) osszeegyeztethetSsége érdekében bevontdk az dsszes kémiai osztélyt
képviselS besorolds nélkiili, valamint (az ENSZ dltal javasolt GHS szerinti 2. kateg6ridba) besorolt anyagot. Uj anyagok vizs-
gélatdra torténd alkalmazdsdt megel6zGen a vizsgalati modszer megbizhatdsagdt, valamint az ENSZ 4ltal javasolt GHS sze-
rinti 2. kategéridba tartoz¢ irritativ hatdsa anyagok helyes azonositdsdra valé képességét bizonyitani kell.

TELJESITMENYSZABVANYOK

A teljesitményszabvanyok a kovetkezd hdrom alkotéelembdl dllnak: 1. a vizsgdlati médszer alapvetd osszetevdi, I1. referen-
ciaanyagok és III. a pontossdg és megbizhatdsag meghatdrozott értékei (2). E teljesitményszabvanyok az ECVAM bdrirritdcio-
validaldsi tanulmdny elkészitése utdin meghatdrozdsra keriilt teljesitményszabvanyokon alapulnak (3).

. A vizsgilati médszer alapvet§ dsszetevdi

A modellre vonatkozé dltaldnos feltételek

Az epitélium felépitéséhez normél emberi keratinsejteket kell hasznalni. E16 epitélsejtek tobb rétegének (bazdlis, tiiskés,
és granuldris sejtrétegnek) kell jelen lenni a funkcionalis stratum corneum alatt. A stratum corneumnak tobbrétegtinek
kell lennie, és megfelel lipidszelvénnyel kell rendelkeznie, hogy nagy ellendllé képességgel funkciondlis barriert képez-
zen a citotoxikus markeranyagok, pl. a ndtrium-dodecil-szulfét (SDS) vagy a Triton X-100 gyors 4thatoldsa ellen. A bar-
szovetek életképessége 50 %-kal visszaesik(ICs,) egy meghatdrozott expozicios idd elteltével, vagy a sejt életképességé-
nek 50 %-kal valé csokkentéséhez sziikséges expozicids id6 meghatdrozdsdnak segitségével a markeranyag meghatéro-
zott koncentréciéban torténd alkalmazdsakor. A modell visszaszorité tulajdonsdgainak meg kell akadélyozni, hogy az
anyag dthatoljon a stratum corneum koriil az €16 szovetbe. A vizsgdlt vegyszerek stratum corneum koriil torténd atha-
toldsa a bér expozicidjanak gyenge modellezését eredményezné. A bérmodellnek baktérium-, virus-, mikoplazma- és
gombafert6zéstl mentesnek kell lennie.

Funkciondlis modellfeltételek
Eletképesség

Az életképesség terjedelmének meghatdrozdsat lehetSleg az MTT segitségével kell végezni (4). A negativ kontrollszo-
vetbdl (NC) kivont (szolibilizélt) festékanyag optikai stirtiségének (OD) legaldbb 20-szor nagyobbnak kell lennie az ext-
rahdldsra haszndlt oldoszer OD-jénél. Dokumentadlni kell, hogy az NC-vel kezelt kontrollszovet a vizsgdlati expozicids
id@szak alatt a tenyészetben dllandé (hasonl6 életképesség-mérést nyaijt).

Barrierfunkcié

A stratum corneumnak és lipidszelvényeinek megfeleld ellendllé képességgel kell rendelkezni a citotoxikus markeranya-
gok, pl. a natrium-dodecil-szulfat (SDS) vagy a Triton X-100 gyors 4thatoldsa ellen, az ICs, vagy ETs, alapjan végzett
becslések szerint.

Morfolégia

A rekonstrudlt bdr/epidermisz szovettani vizsgalatat olyan megfelelSen képzett személyzetnek kell végezni, akik emberi
bér/epidermisz-szerd struktirdkon (beleértve a tobbrétegii stratum corneumot is) végzik a bizonyitd vizsgdlatot.
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Reprodukdlhatdsdg

A specifikus modellt alkalmaz6 vizsgdlati eredményeknek id6vel reprodukélhatoknak kell lenniiik, lehetéleg a megfe-
lel§ tételenkénti kontroll (6sszehasonlitd) anyag szerint. (Ldsd a fogalommeghatérozdsokat az 1.2. szakaszban).

A modell mindségellendrzése (QC)

Minden felhasznéldsra keriil felhdmmodell csoportnak meghatirozott elddllitasi kritériumoknak kell megfelelni, ame-
lyek kozott az életképességre (4. bekezdés) és a barrierfunkcidra (5. bekezdés) vonatkozoéak a leglényegesebbek. A bérmo-
dell szdllit6ja (illetve sajdt elGallitdsi modell esetén a vizsgélatot végzs személy) koteles elfogadhatdsdgi tartomdnyt (fels6
és als6 hatdrértéket) megdllapitani az IC,, vagy a ET5, szdmdra. A szdvetek dtvétele utdn a laboratériumnak ellendriz-
nie kell a szovetek barrier tulajdonsdgait. Az irritativ hatdsok megbizhaté el6rejelzéséhez kizdrdlag a megfelel szove-
tek dltal produkalt eredményeket szabad elfogadni. A hitelesitett referencia-mddszer elfogadhatésdgi tartomdnyai
példaul a kovetkezok.

1. tdbldzat

Példik a min§ség-ellendrzési tételkibocsdtis kritériumaira

Alsé elfogaddsi hatdr Elfogljg;ig;ztréignany Fels§ elfogaddsi hatdr
1. Hitelesitett referencia-médszer IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18 6ras natrium-dodecil-szulfitos
(SDS) kezelés)
2. Hitelesitett referencia-médszer ETs, = 4,8 6ra ETs, = 6,7 Ora ETs, = 8,7 6ra
(1 % Triton X100)

Referenciaanyagok

Referenciaanyagokat kell alkalmazni annak megallapitdsara, hogy a javasolt, rekonstrudlt emberi felhdmmodellen vég-
zett és a hitelesitett referencia-moddszerekhez szerkezetileg és funkciondlisan bizonyitottan hasonld, vagy egy hitelesi-
tett referencia-mddszer kisebb mddositdsdt képviselS 6j in vitro vizsgdlati modszer megbizhatésdga és pontossiga
osszeegyeztethetS eredményeket mutat-e az 1. hitelesitett referencia-médszerével (1). A 2. tdbldzatban felsorolt 20 refe-
renciaanyag kozott megtaldlhatok kiilonbozé vizsgdlt kémiai osztélyokba tartozo, valamint az ENSZ dltal javasolt GHS
szerinti 2. kategéridba tart6z6 anyagok is. E listdn a felsorolt anyagok kozott tiz az ENSZ éltal javasolt GHS szerinti 2.
kategoridba tart6z6 anyag, hdrom az ENSZ dltal javasolt GHS meghatdrozds szerinti opcionalis 3. kategéridba tartozo
anyag, és hét besorolds nélkili anyag taldlhatd. E vizsgdlati modszer alapjan az opciondlis 3. kateg6ria nem mindsiil
kategoridnak. E referenciaanyagok képezik azon anyagok minimalis szdmdt, amelyeket fel kell haszndlni a javasolt,
rekonstrudlt emberi felhdmmodellen végzett bérirritdcids vizsgalati modszer pontossdganak és megbizhatdsiganak érté-
kelésekor. Olyan helyzetekben, amikor a felsorolt anyagok nem dllnak rendelkezésre, megfelel6 in vivo referenciaada-
tokkal rendelkez6 egyéb anyagok is felhaszndlhatok. Sziikség esetén a javasolt vizsgdlati modszer pontossdganak tovabbi
értékeléséhez a referenciaanyagok minimalis listdja kiegészithet6 mds kémiai osztdlyba tartozo és megfeleld in vivo refe-
renciaadatokkal rendelkezd tovabbi anyagokkal.

2. tdbldzat

A rekonstruélt emberi felhdm (epidermisz) bérirriticiés modelleknél a pontossagi és megbizhatésagi
értékek meghatdrozdsihoz hasznilt referenciaanyagok

Anyagok () CAS-szdm EINECS-szdm | halmazallapot ergé::]‘éiy GHSkZ;.Vim GHSk;t vivo
1-brom-4-klérbutan 6940-78-9 | 230-089-3 F 0 2. kat. Kat. nélkiil
Dietilftalat 84-66-2 | 201-550-6 F 0 Kat. nélkiil | Kat. nélkiil
Naftalin ecetsav 86-87-3 | 201-705-8 Sz 0 Kat. nélkil | Kat. nélkiil
Allil fenoxi-acetat 7493-74-5 | 231-335-2 F 0,3 Kat. nélkiil | Kat. nélkiil
Izopropanol 67-63-0 | 200-661-7 F 0,3 Kat. nélkiil | Kat. nélkiil
4-metil-thio-benzaldehid 3446-89-7 | 222-365-7 F 1 2. kat. Kat. nélkiil
Metil szteardt 112-61-8 | 203-990-4 Sz 1 Kat. nélkiil | Kat. nélkiil
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Anyagok (') CAS-szdm EINECS-szdm | halmazallapot erlerzhvrigly GHSkZ; vitro GHSk:: vivo
Heptil butirdt 5870-93-9 | 227-526-5 F 1,7 Kat. nélkiil | Opcionalis
3. Kat.
Hexil-szalicilat 6259-76-3 | 228-408-6 F 2 Kat. nélkiil | Opcionalis
3. kat.
tri-izobutil foszfat 126-71-6 | 204-798-3 F 2 2. kat. Opciondlis
3. kat.
1-dekanol 112-30-1 | 203-956-9 F 2,3 2. kat. 2. kat.
Cikldmen aldehid 103-95-7 | 203-161-7 F 2,3 2. kat. 2. kat.
1-brémhexédn 111-25-1 | 203-850-2 F 2,7 2. kat. 2. kat.
2-kl6rmetil-3,5-dimetil-4- 86604-75-3 | 434-680-9 Sz 2,7 2. kat. 2. kat.
metoxipiridin hidroklorid
A-terpineol 98-55-5 | 202-680-6 F 2,7 2. kat. 2. kat.
di-n-propil diszulfid 629-19-6 | 211-079-8 F 3 Kat. nélkiil | 2. kat.
Butil metakrildt 97-88-1 | 202-615-1 F 3 2. kat. 2. kat.
Benzoltiol, 7340-90-1 | 438-520-9 F 3,3 2. kat. 2. kat.
5-(1,1-dimetil-etil)-2-metil
1-metil-3-fenil-1-piperazin 5271-27-2 | 431-180-2 Sz 3,3 2. kat. 2. kat.
heptanal 111-71-7 | 203-898-4 F 4 2. kat. 2. kat.

(") A htsz referenciaanyag abbél az 58 anyagbdl keriilt reprezentativ kivalasztdsra, amelyeket eredetileg az 1. referenciamédszer (EpiS-
kin™) validdldsiahoz hasznéltak fel. A vizsgalt anyagok teljes listdja és kivilasztdsi szempontjai rendelkezésre allnak (5).

A 2. tdblazatban felsorolt anyagok az ECVAM nemzetkozi bérirritacié-validdldsi tanulmanyban alkalmazott 58 anyag
reprezentativ megoszldsat mutatjdk (1). Kivélasztasuk a kovetkezd ismérvek alapjan tortént:

- kereskedelmi forgalomban kaphat6 anyagok,

- aDraize-féle irritdci6s pontértékek teljes tartomdnyat reprezentdl6 anyagok (a nem irritativ hatdsttél az erésen irri-
tativ hatdsuig),

- jol meghatdrozott kémiai szerkezettel rendelkeznek,

- reprezentativ médon jellemzik a hitelesitett modszer reprodukélhatdségat és eldre jelezhetSségét az ECVAM vali-
déldsi tanulmanyban meghatdrozottak szerint,

- reprezentdljak a validdldsi eljdrdsban felhasznalt kémiai mdkodést,

- nem kapcsolddik hozzdjuk fokozottan toxikus jelleg (pl. rakkeltd vagy toxikus hatds a reprodukci6s rendszerre) és
tilt6 jellegti drtalmatlanitdsi koltségek sem.

A pontossag és megbizhatdsdg meghatirozott értékei

A javasolt vizsgdlati modszer és az 1. hitelesitett referencia-méodszer miikodésének (érzékenység, specificitds, hamis
negativ ardnyok, hamis pozitiv ardnyok, és pontossdg) osszeegyeztethetSknek kell lenniiik (3. tdbldzat); azaz az érzé-
kenységnek nagyobbnak vagy egyenlének kell lennie, mint (2) 80 %, a specificitdsnak nagyobbnak vagy egyenlének kell
lennie, mint (=) 70 %, és a pontossdgnak nagyobbnak vagy egyenlének kell lennie (=) 75 %-ndl. A hiisz anyagra a vizs-
gélatokban résztvevd kiilonboz6 laboratériumokban kapott dsszes besoroldst alkalmazni kell a mtikodés szamitdsandl.
Minden egyes anyag besoroldsit minden egyes laboratériumban az életképesség dtlagértékének felhaszndldsaval kell
meghatdrozni a kiillonbo6z8 szakaszok (minimum harom érvényes szakasz) végrehajtdsa sordn.
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3. tdbldzat

Az 1. hitelesitett referencia-mddszer miikodése (1)

Vizsgdlati modszer Any’agok Erzékenység Specificitds Hamis ’negativ Hamis ,pOZMV Pontossag
Szama arany arany
1. hitelesitett 58 87,2% (2) 71,1 % () 12,8 % 29,9 % 74,7 %
referencia-modszer (1)
1. hitelesitett 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %
referencia-modszer (1)

(") EpiSkin™
(2) 13 GHS szerinti 2. kat. irritativ anyag alapjan.
(}) 45 GHS szerinti 3. kat. irritativ vagy a GHS szerint be nem sorolt vegyi anyag alapjan.

A javasolt vizsgdlati mddszer és a hitelesitett referencia-mddszerek megbizhatésdganak osszeegyeztethetSknek kell
lennitik.

Laboratdriumon beliili reprodukdlhatésdg

A laboratériumon beliili eltérések vizsgdlata esetén a hisz referenciaanyag egyetlen laboratériumban torténd, kiilon-
b6z6, egymdstol fiiggetlen vizsgdlata sordn kapott besoroldsi értékeknek (2. kategéria/kategéria nélkili) 90 %-ndl
nagyobb, vagy azzal egyenl mértékd egyezést kell mutatni.

Laboratdriumok kozitti reprodukdlhatésdg

A laboratériumok kozotti reprodukdlhatdsdg vizsgalata nem sziikséges, amennyiben a javasolt vizsgalati médszer csak
egyetlen laboratériumon beliil keriil alkalmazdsra. A laboratériumok kozott dtaddsra keriil6 médszerek esetében a hisz
referenciaanyag lehet6leg minimum hérom laboratériumban t6rténd, killonbozd, egymdstdl fiiggetlen vizsgélata sordn
kapott besorolasi értékeknek (2. kategéria/kategoria nélkiili) 80 %-ndl nagyobb, vagy azzal egyenld mértékd egyezést
kell mutatni.
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(") A 3.tdblézat az 1. hitelesitett referencia-médszer miikodését az irritativ hatdsti anyagok (az ENSZ dltal javasolt GHS szerinti 2. kategéria),
valamint a besoroldsra nem keriilt anyagok (kategéria nélkiil, ideértve az opcionalis 3. kategoridt is) helyes azonositdsara valé képessége
alapjan ismerteti az 58, illetve a 20 referenciaanyag esetére (2. tablazat).
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IV. MELLEKLET

C.3. SZAPORODASGATLASI VIZSGALAT, EDESVIZI ALGA ES CIANOBAKTERIUM

1. MODSZER

A modszer egyenértékii az OECD TG 201 (2006) (1) jelti modszerrel.

1.1. BEVEZETES

A tudomdnyos haladds fényében a vizsgalati médszerek id6rél id6re feliilvizsgalatra és korszertsitésre keriilnek.
Sziikség volt a C.3 jeld vizsgdlati modszer dtdolgozasdra, hogy kiterjedjen tovabbi fajokra is, és hogy megfelelhes-
sen a vegyiiletekkel szemben tdmasztott kockazatértékelési és besoroldsi kovetelményeknek. A médszer dtdolgo-
zasa a kiterjedt gyakorlati tapasztalatok, az algdkra haté toxicitds vizsgdlatanak teriiletén végbement tudomdnyos
fejl6dés és a mddszer eredeti elfogaddsa 6ta folyamatban 1évé széles kori hatdsdgi alkalmazds tapasztalatai alapjan
tortént.

1.2, DEFINICIOK
E vizsgélati modszerben az aldbbi definiciok és roviditések hasznélatosak:

JElGanyag”: egy populicidban jelen 1év6 él6 anyag szdraz témege egy adott mennyiségben kifejezve; pl. mg
algalliter vizsgalati oldat. Altaldban az ,élGanyag” tomegként van definidlva, de ebben a vizsgalatban a sz6
Ltomeg|térfogat’ot jelent. Szintén ebben a vizsgdlatban az él6anyag tomege helyett jellemzden sejtszdm, fluoresz-
cencia stb. mérése torténik, és az ,él6anyag” kifejezés hasznélata igy ezekre a helyettesité mérészdmokra is utal.

,Varidcios egyiitthaté (CV)": egy paraméter valtozékonysdgdnak dimenzid nélkiili mérészdma; definicié szerint a
szoras és az atlag ardnya. Ezt szdzalékos formdban is ki lehet fejezni. A pirhuzamos kontrolltenyészetekben az dtla-
gos fajlagos szaporoddsi sebesség dtlagos varidcios egyiitthat6jat az aldbbiak szerint lehet kiszdmitani:

1. Ki kell szdmitani az dtlagos fajlagos szaporoddsi sebesség %-os varidcids egyiitthatdjat a
naponkéntifszakaszonkénti szaporoddsi sebességekbdl a megfelel6 parhuzamos tenyészetekre.

2. Ki kell szdmitani az 1. pontban kiszdmitott osszes érték dtlagdt, ami megadja a parhuzamos kontrolltenyé-
szetekben a naponkénti/szakaszonkénti dtlagos fajlagos szaporoddsi sebesség dtlagos varidcids egyiitthatdjat.

LEC,”: a vizsgélati oldatban oldott vizsgélt anyag olyan koncentracidja, ami meghatdrozott expozicids idé alatt (ha
eltér a teljes vagy szokdsos kisérleti idGtartamtdl, akkor pontosan meg kell adni) a vizsgalt organizmus x %-os (pl.
50 %) szaporoddsgatldsit eredményezi. A szaporoddsi sebességbdl (r), illetve a szaporulatbdl (y) levezetett
EC-értékek egyértelm jelolésére az ,E,C”, illetve az ,E,C” haszndlatos.

,Tapoldat™ az a teljes mesterséges tenyésztd kozeg, amelyben a vizsgalt algdk a vizsgdlt anyag jelenlétében szapo-
rodnak. A vizsglt anyag felolddsa dltaldban a kisérleti oldattal torténik.

.Szaporoddsi sebesség (itlagos fajlagos szaporodisi sebesség)”: az élGanyag expozici6s id6 alatti névekedé-
sének logaritmusa.

Eszlelhetd hatist okoz6 legkisebb koncentricié (LOEC)”: az a legkisebb mért koncentracié, amelyben az
anyagnak a kontrolltenyészethez képest észlelhetd, statisztikailag szignifikdns (p < 0,05) szaporoddsgétlé hatdsa van
egy adott expozicids id¢ alatt. Ugyanakkor minden, az LOEC-nél nagyobb koncentracionak az LOEC-nél kapottal
azonos, vagy nagyobb gatl6 hatdst kell kifejtenie. Ha ez a két feltétel nem teljesiil, az LOEC (és ennélfogva az NOEC)
megvilasztasat teljes kortien meg kell indokolni.

,Eszlelhetd hatdst még nem okozé koncentricié (NOEC)™: kozvetleniil az LOEC alatti koncentracié.
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1.3.

1.4.

1.5.

,Hatdsvdltoz6”: a toxikus hatds becslésére haszndlt valtoz6, amely kiilonb6z8 szdmitdsi modokkal az él6anyag lei-
rasdra szolgdl6 barmelyik mért paraméterbdl levezethetd. Ebben a médszerben a hatdsvaltozok a szaporodasi sebes-
ség, illetve a szaporulat, amelyek kézvetleniil az él6anyag mérésével, vagy pedig az emlitett helyettesité mérészamok
valamelyikének mérésével kaphatok meg.

,Fajlagos szaporoddsi sebesség”: egy mérési paraméter (ebben a vizsgilati mdédszerben az élGanyag mennyiségé-
nek véltozdsa) természetes alapt logaritmusainak kiillonbségébdl és a véltozashoz tartozé idStartambdl képzett
hanyadosként definidlt hatdsviltozé.

,Szaporulat™ az élGanyag vizsgélat alatti mennyiségi novekedésének a kifejezésére haszndlt mérési valtozo értéke;
az expoziciods id6 végén mért valtoz6érték minusz az expozicids id6 kezdetén mért véltozoéreék.

A VIZSGALAT ALKALMAZHATOSAGA

Ez a vizsgdlati mddszer legegyszertibben olyan vizoldhaté anyagokra hasznédlhatd, amelyek a vizsgélati koriilmé-
nyek kozott valoszintleg a vizben maradnak. Az illékony, erésen adszorbedlddd, szines, vizben rosszul old6do,
esetleg a tdpoldatban 1évé tdpanyagok vagy dsvanyi anyagok felvételére hatdssal 1évé anyagok esetében sziikség
lehet a leirt mddszer bizonyos médositdsara (pl. zart rendszer, a vizsgalathoz haszndlt eszkozok kondiciondldsa).
Néhdny megfelel6 médositdshoz ttmutatds taldlhaté az irodalomban (2), (3) és (4).

A VIZSGALAT ELVE

A vizsgélat célja egy adott anyag dltal az édesvizi mikroalgdkra és/vagy cianobaktériumokra gyakorolt hatdsok meg-
hatdrozdsa. A vizsgalt anyag exponencidlisan szaporod6 organizmusokra hat egyszeres (batch) tenyészetekben, szo-
kdsosan 72 6ran keresztiil. A viszonylag rovid vizsgdlati id6tartam ellenére tobb generdciora kiterjedS hatdsok
vizsgalhatok.

A rendszerben fellép6 hatds az, hogy csokken a szaporodas a vizsgélt anyag kiilonb6z8 koncentraci6inak kitett alga-
tenyészetekben (kisérleti egységek). A hatds értékelése a koncentracio fiiggvényében torténik, 6sszehasonlitva a sza-
porodést a parhuzamos, nem kezelt kontrolltenyészetekben észlelt szaporoddssal. A rendszerben a toxikus hatdsok
teljes kifejldéséhez (optimalis érzékenység) a tenyészetek szamdra korlatlan exponencialis szaporodast kell bizto-
sitani — megfelel§ tdpkoriilmények és folyamatos vildgitds mellett — elegendGen hosszd ideig ahhoz, hogy mérni
lehessen a fajlagos szaporodasi sebesség csokkenését.

A szaporodds és szaporoddsgatlds mennyiségi meghatdrozdsdhoz mérni kell az alga él6anyag-tomegét az id§ fiigg-
vényében. Az él6anyag mennyisége definici6 szerint szdraz tomeg/térfogat, pl. mg alga/liter tdpoldat. A szdraz
tomeg mérése azonban bonyolult, ezért helyettesitd paraméterek haszndlatosak. Ezek koziil a sejtszdm a leggyak-
rabban haszndlt paraméter. Tovabbi helyettesité paraméterek lehetnek a sejttérfogat, a fluoreszcencia, az optikai
stirtiség stb. A mért helyettesitd paraméterek és az él6anyag-tomeg kozotti dtszamitdsi tényezSt ismerni kell.

A kisérlet végpontja a szaporodds gdtldsa, az élGanyag-tomeg expozicios id6 alatti novekedésének logaritmikusa-
ként kifejezve (dtlagos fajlagos szaporodasi sebesség). A kisérleti oldatsorozattal mért dtlagos fajlagos szaporoddsi
sebességekbdl meg kell hatdrozni azt a koncentraciot, amely a szaporoddsi sebességet adott x %-os (pl. 50 %-os)
mértékben gétolja, és azt E,C.-ként (pl. E,Cs,) kell kifejezni.

E médszernek az EU szabdlyozdsi keretén beliil torténd alkalmazdsdhoz az eredményeket a 2.2 pontban leirt okok-
bél kifolydlag az dtlagos fajlagos szaporodasi sebesség alapjan kell kiszamitani. Ebben a vizsgdlati modszerben hasz-
nélt mésik hatdsvaltoz6 a szaporulat, amely sziikséges lehet néhany orszdgban az adott hatdsdgi elGirdsok
teljesitéséhez. A szaporulat definici6 szerint az expozicids id8 végén és az expozicids id6 kezdetén meglévs élGa-
nyag tomegének kiilonbsége. A kisérleti oldatsorozatban mért szaporulatb6l meghatdrozdsra keriil az a koncent-
rdci6, amely a szaporulatot adott x %-os (pl. 50 %-o0s) mértékben gétolja, és azt E,C -ként (pl. E, C5) kell kifejezni.

Emellett statisztikai modszerekkel meghatdrozhat6 az észlelhetd hatdst okoz6 legkisebb koncentracié (LOEC) és az
észlelhetd hatdst még nem okozd koncentrcié (NOEC).

INFORMACIOK A VIZSGALT ANYAGROL

A kisérleti koriilmények kialakitdsdhoz hasznosak lehetnek egyes informéciok a vizsgélt anyagrol, mint pl. szerke-
zeti képlet, tisztasdg, fényérzékenység, stabilitds a kisérleti koriilmények kozott, fényabszorpcids tulajdonsagok, pK,
és az dtalakuldsi vizsgdlatok eredményei, beleértve a bioldgiai lebonthatdsdgot vizben.



L 220/38

Az Eurdpai Uni6 Hivatalos Lapja

2009.8.24.

1.6.

1.7.

1.8.

1.8.1.

A vizben val6 oldhatdsdgot, az oktanol/viz megoszlasi hdnyadost (P,,) és a vizsglt anyag g6znyomdsat ismerni
kell, valamint rendelkezésre kell dllnia egy, a kisérleti oldatban jelen 1év$ anyag mennyiségi meghatarozasara alkal-
mas validalt médszernek, dokumentalt visszanyerési hatdsfokkal és kimutatdsi hatdrral.

REFERENCIAANYAG

A vizsgélati eljards ellen6rzéseként a kisérlet elvégezhet referenciaanyaggal (referenciaanyagokkal), példdul a nem-
zetkozi korvizsgdlatban (4) haszndlt 3,5-diklor-fenollal. A kalium-bikromdt szintén haszndlhaté referenciaanyag-
ként, zoldalgdk esetében. Tandcsos legaldbb kétszer egy évben kisérletet végezni a referenciaanyaggal.

A VIZSGALAT ERVENYESSEGE
A vizsgdlat érvényességéhez a kovetkezd kritériumoknak kell teljesiilniiik:

- Akontrolltenyészetekben a él6anyag mennyiségének exponencidlisan kell novekednie, legaldbb 16-szorosdra
a 72-6ras kisérleti id6 alatt. Ez 0,92 nap'-es fajlagos szaporodasi sebességnek felel meg. A leggyakrabban
hasznalt fajoknal a szaporoddsi sebesség rendszerint jelent@sen nagyobb ennél (ldsd 1. fiiggelék). Ez a krité-
rium az 1. fiiggelékben felsoroltaknal lassabban szaporodé fajok alkalmazdsa esetében nem feltétleniil telje-
siil. Ebben az esetben a kisérleti id6t meg kell hosszabbitani, hogy legaldbb 16-szoros szaporodast kapjunk a
kontrolltenyészetekben tigy, hogy a szaporodds mindvégig exponencidlis marad a kisérlet ideje alatt. A kisér-
let ideje lerovidithetd (de legaldbb 48 dérdnak kell lennie), hogy a korldtlan exponencidlis szaporodds a kisérlet
alatt végig fenndlljon, feltéve hogy megmarad a legaldbb 16-szoros szaporodas.

- Aszakaszonkénti (0-1., 1-2. és 2-3. nap a 72 6rds kisérletnél) fajlagos szaporodasi sebesség dtlagos varidcios
egyiitthatdja a kontrolltenyészeteknél (ldsd 1.2. pont, ,varidcids egyiitthat6”) nem haladhatja meg a 35 %-ot.
A szakaszonkénti fajlagos szaporodasi sebesség kiszdmitdsdra vonatkozdan ldsd a 2.2.1. pont masodik bekez-
dését. Ez a kritérium a pdrhuzamos kontrolltenyészetekre szdmitott varidcids egyiitthatd atlagértékére
vonatkozik.

— Az atlagos fajlagos szaporodadsi sebesség varidcios egyiitthat6ja a kisérleti id6 alatt a parhuzamos kontrollte-
nyészetekben semmikor sem haladhatja meg a 7 %-ot a Pseudokirchneriella subcapitata fajjal és Desmodesmus
subspicatus fajjal folytatott vizsgalatokban. A tobbi, kevésbé gyakran vizsglt faj esetében ez az érték nem lehet
nagyobb 10 %-ndl.

A MODSZER LE[RASA
Felszerelés

A tdpoldatokkal érintkezésbe keriil§ kisérleti eszkozoknek és mds felszereléseknek teljes egészében tivegbdl, vagy
kémiailag semleges mds anyagbdl kell késziilniiik. Alaposan at kell mosni ket, biztositand6, hogy szerves vagy
szervetlen szennyezések ne befolydsolhassak az algdk szaporoddsat, vagy a tdpoldat osszetételét.

A kisérleti eszkozok dltaldban olyan méretd iiveglombikok, amelyek a vizsgdlat sordn végzett mérésekhez megfe-
lel§ térfogatt tenyészetet képesek befogadni, és biztositjak a kivant mértékd CO,-dtaddst a kornyezeti leveg6bdl
(lasd az 1.8.9. pont masodik bekezdését). Figyelni kell arra, hogy a folyadéktérfogat elegendd legyen az analitikai
meghatdrozdsok elvégzéséhez (ldsd az 1.8.11. pont 6todik bekezdését).

Ezentiil szitkséges néhdny, vagy az osszes az aldbbi eszkozok koziil:

-  TenyésztSberendezés: tenyésztészekrény vagy -fiilke ajanlott, amelyekben a valasztott inkubéciés hdmérsék-
letet + 2 °C pontossdggal tarthato.

- Fénymérg berendezés: fontos megjegyezni, hogy a fényerd mérési médszere, és fGleg az érzékels (kollektor)
tipusa hatdssal lesz a mért értékre. A mérésckhez gomb alaka (4 m) érzékel (amely a mérési sik alatti és feletti
barmely szogbdl érkezd kozvetlen és visszavert fényre reagdl), vagy félgomb alakd (2 m) érzékelS (amely a
mérési sik feletti barmely szogbdl érkezé fényre reagdl) haszndlata preferalt.

- Azalga él6anyag-tomegének meghatdrozdsara alkalmas berendezés: az ilyen él6anyag mérésére a leggyakrab-
ban haszndlt helyettesit6 mddszer, a sejtszdmldlds elvégezhet§ elektronikus részecskeszamldlo, Biirker-
kamréval elldtott mikroszkop, vagy dramldsos citométer segitségével. Mds helyettesitd paraméterek mérhetSk
dramldsos citométerrel, fluoriméterrel, spektrofotométerrel vagy koloriméterrel. Célszerti kiszdmitani a sejt-
szam ¢és a szdraz tomeg kozotti dtszdmitdsi tényezGt. Spektrofotométer haszndlata esetén szitkséges lehet leg-
aldbb 4 cm fényuttal rendelkezd kiivettdk hasznélatdra, hogy a médszer kis él6anyag-koncentraciékndl is
hasznalhaté méréseket szolgdltasson.
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Vizsgélt organizmusok

A nem kitapad6 mikroalgdk és cianobaktériumok tobb faja haszndlhaté. Az 1. fuggelékben felsorolt torzsekrdl mér
bizonyitottak, hogy megfelelGen haszndlhatok ennek a vizsgalati modszernek az eljdrasai sordn.

Mds faj hasznélata esetén a torzset és[vagy az eredetet dokumentdlni kell. Igazolni kell, hogy a vizsgdlathoz kivé-
lasztott alga exponencidlis szaporoddsa a kisérlet ideje alatt mindvégig fennmarad az adott koriilmények kozott.

Tépoldat

Két valaszthat6 tdpoldat, az OECD-tdpoldat és az AAP-tdpoldat ajénlott. Ezeknek a tdpoldatoknak az Gsszetétele a
2. figgelékben lathaté. Figyelembe kell venni, hogy a két tdpoldat kiinduldsi pH-értéke és pufferkapacitdsa (a
pH-novekedés szabdlyozdsa) eltérs. Ennek megfelelGen az alkalmazott tdpoldattdl figgSen a vizsgélati eredmé-
nyek kiillonbozsek lehetnek, kivéltképp disszocidlé anyagok vizsgalata sordn.

Bizonyos célokhoz (pl. fémek és keldtképzé szerek vizsgalatakor, vagy ha a kisérlet killonboz6 pH-értékeken tor-
ténik) a tdpoldat modositdsara lehet szitkség. A médositott tipoldat haszndlatat részletesen ismertetni és indokolni
kell (3)(4).

Kiindulisi él6anyag-koncentracié

A kiinduldsi él6anyagnak minden vizsgélt tenyészetben ugyanannyinak és megfelelGen kevésnek kell lennie, hogy
exponencidlisan novekedhessen végig az expozicids id6 alatt, a tdpanyagok elfogydsdnak veszélye nélkiil. A kiin-
duldsi él6anyag mennyisége nem lépheti til a 0,5 mg szdraz tomeg|l értéket. Az aldbbi kiinduldsi sejtkoncentrd-
ciok ajanlottak:

Pseudokirchneriella subcapitata: 510° - 10*  sejt/ml
Desmodesmus subspicatus 2-5x10° sejt/ml
Navicula pelliculosa 10* sejt/ml
Anabaena flos-aquae 10* sejt/ml
Synechococcus leopoliensis 510*-10°  sejt/ml

A vizsgdlt anyag -koncentrici6i

Az a koncentrdcidtartomény, amelyben a hatdsok valdszintleg fellépnek, koncentracidtartomany-meghatdrozasi
vizsgdlatok eredményei alapjan dllapithaté meg. A végleges meghatdrozé vizsgdlathoz legaldbb 6t, 3,2-nél nem
nagyobb kvociensti mértani sorozat szerinti koncentraciot kell kivalasztani. Olyan anyagok esetében, ahol a
koncentracié-hatds gorbe lapos, nagyobb kvéciens haszndlata lehet indokolt. A koncentracidsorozatnak lehetleg
az algaszaporoddsi sebesség 5-75 %-os gatldst okozé tartomdanyt kell lefednie.

Pirhuzamos tenyészetek és kontrolltenyészetek

A vizsgélatot agy kell megtervezni, hogy minden vizsgdlt koncentraciéra hdrom parhuzamos tenyészetet tartal-
mazzon. Ha az NOEC meghatdrozdsa nem kovetelmény, a vizsgdlat ettdl eltérd lehet gy, hogy a koncentraciok
szama nagyobb lesz, az egy koncentréciohoz tartozé parhuzamos tenyészetek szdma pedig kisebb. A parhuzamos
kontrolltenyészetek szamanak legaldbb haromnak kell lennie, és idedlisan kétszer annyinak, mint az egyes vizsgalt
koncentraciokhoz tartozé parhuzamos tenyészetek szdma.

Kiilon oldatsorozatot lehet késziteni a vizsgdlt anyag koncentrécidinak analitikai meghatdrozdséhoz (ldsd az
1.8.11. pont negyedik és hatodik bekezdését).

Ha a vizsgalt anyag oldhat6va tételéhez olddszert kell hasznalni, akkor a vizsgalatnak tovabbi kontrolltenyészete-
ket is tartalmaznia kell, amelyekben az oldészernek ugyanabban a koncentrdcioban kell jelen lennie, mint a vizs-
gdlt tenyészetekben.

Az oltétenyészet elkészitése

A tdpoldattal 2-4 nappal a kisérlet kezdete el6tt oltotenyészetet kell késziteni, hogy a vizsgalt algdk hozzdszokja-
nak a kisérleti koriilményekhez, és hogy exponencidlis szaporodasi fazisban legyenek a kisérleti oldatok beoltdsa-
kor. Az alga él6anyag-mennyiségét tigy kell bedllitani, hogy a kisérlet kezdetéig az exponenciélis szaporodds
érvényesiiljon az oltétenyészetben. Az oltotenyészetet a kisérleti tenyészetekkel megegyezd koriilmények kozott
kell inkubdlni. Mérni kell az él6anyag mennyiségének novekedését az oltotenyészetben, ellendrizends, hogy a vizs-
gdlt torzsnek az adott tenyésztési korilmények kozotti szaporoddsa a megfeleld tartomanyon belill marad-e. Az
algatenyésztési eljards egy példdja a 3. fiiggelékben taldlhat. Elkeriilendd a kisérlet alatt az egyidejdi sejtosztodast,
szitkség lehet esetleg az oltotenyészet egy masodik szaporitdsi 1épésére is.
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1.8.9.

1.8.10.

1.8.11.

A kisérleti oldatok elkészitése

Minden kisérleti oldatnak azonos koncentréciéban kell tartalmaznia a tdpoldatot és a vizsgélt algdk kiinduldsi
tdpoldatnak és az olt6tenyészetnek az osszekeverésével kell elGéllitani. A torzsoldatokat dltaldban a vizsgalt anyag-
nak a kisérleti oldattal val6 felolddsaval kell elkésziteni.

Oldészerek (pl. aceton, tercier butilalkohol és dimetil-formamid) haszndlhaték hordozéanyagként a vizben rosszul
old6dé anyagoknak a kisérleti oldatba juttatdsdhoz (2)(3). Az olddszer-koncentrdcié nem haladhatja meg a
100 plfl-t, és az olddszert a kisérletsorozatban haszndlt minden tenyészethez (beleértve a kontrolltenyészeteket
is) azonos koncentrdciéban hozza kell adni.

Inkubicio

A kisérleti lombikokat 1égédteresztS dugéval kell lezdrni. A lombikokat rdzds utdn a tenyésztSberendezésbe kell
helyezni. A kisérlet folyamén az algdknak lebegniiik kell, és el6 kell segiteni a CO,-dtaddst. Ebbél a célbdl folya-
matos razdst vagy keverést kell alkalmazni. A tenyészeteket 21-24 °C tartomédnyon beliili h6mérsékleten kell tar-
tani, = 2 °C-os pontossiggal szabdlyozva. Az 1. fiiggelékben nem szerepld fajok, pl. a trépusi fajok esetében
nagyobb hémérséklet lehet megfeleld, feltéve hogy az érvényességi kritériumok teljesiilnek. Ajanlott a lombikok
véletlenszer( elrendezése majd naponkénti dthelyezése az inkubatorban.

A kisérlet sordn a kontrolloldatban a pH nem néhet 1,5 egységnél tobbel. Fémek, és a kisérlet pH-ja koriili értéken
részlegesen disszocidl6 vegyiiletek esetében sziikséges lehet a pH-eltolédds korldtozdsa a reprodukalhaté és jol defi-
nidlt eredmények érdekében. A 0,5 pH-egységnél kisebb eltolddds biztositdsa technikailag kivitelezhetd és a kor-
nyezeti leveg6bdl az oldatba torténs CO,-bevitel megfelel sebességének biztositdsdval, példdul a rézds
intenzitdsdnak novelésével, elérhetS. Masik lehetdség a CO,-igény csokkentése a kiinduldsi él6anyag mennyiségé-
nek vagy a kisérlet idejének csokkentésével.

A feliiletnek, ahol a tenyészetek inkubéldsa torténik, folytonos egyenletes fluoreszcens megvildgitast (pl. ,hideg-
fehér” vagy ,nappali” fény) kell kapnia. Az alga- és cianobaktériumtorzsek fényigénye eltérs. A fényerdt gy kell
megvalasztani, hogy az megfeleljen a vizsgdlt organizmusnak. A javasolt zoldalga-fajokra a kisérleti oldatok szint-
jén a fényer6t a 60-120 pE-m s~ tartomanybdl kell kivalasztani, a megfelel§ érzékel6vel a fotoszintetikusan haté-
kony, 400-700 nm-es hullimhossz-tartomanyban mérve. Néhany faj, {6ként az Anabaena flos-aquae jol novekszik
kisebb fényers mellett, és a nagyobb fényerd karosithatja. Ezekre a fajokra a 40-60 pE-m s tartoményba es§
atlagos fényerdt kell vélasztani. (A luxban kalibrdlt fénymérd berendezéseknél a hideg fehér fényre megadott
4 440-8 880 luxos tartomany felel meg az ajanlott 60-120 pE-m>s '-es fényerének). A fényerd az inkubacids
teriileten * 15 %-nél jobban nem térhet el az atlagtol.

A kisérlet idGtartama

A kisérlet hossza szokdsos esetben 72 6ra. Haszndlhat6 azonban révidebb vagy hosszabb kisérleti idtartam is, fel-
téve, hogy az 1.7. pontban el6irt dsszes érvényességi kritérium teljesiil.

Mérések és analitikai meghatdrozasok

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 vissza-
juttatni a lombikba.

Az élGanyag mennyiségének mérése mikroszkopos manudlis sejtszdmldldssal vagy elektronikus részecskeszdmld-
lassal (sejtszamlalds ésfvagy élGanyag térfogata) torténik. Alternativ eljdrdsok, pl. dramldsos citometria, in vitro vagy
in vivo klorofillfluoreszcencia (6)(7), vagy optikai stiriség mérése is haszndlhatd, feltéve, ha igazolni lehet az
él6anyag-tomeggel fenndlld kielégits korreldciot az élGanyag-tomegnek a kisérletben el6fordulé tartomdnyaban.

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

Amennyiben az alkalmazott koncentrcidtartomanyban a vizsgalt anyag meghatdrozdsihoz rendelkezésre 4ll ana-
litikai mddszer, akkor a kisérleti oldatokat elemezni kell a kiinduldsi koncentracidk ellenérzése, illetve annak ellen-
Grzése céljabdl, hogy a kisérletben haszndland6 koncentraciok mindvégig fennallnak-c a kisérlet sordn.
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1.8.12.

1.8.13.

1.8.14.

Elegendd lehet a vizsgdlt anyag egy alsé és felsé koncentracio-hatdrértékének, valamint a varhatd ECs, érték koriili
koncentracidjanak a mérése a kisérlet kezdetén és végén, ha valdszind, hogy a kisérlet sordn a koncentracio keve-
sebb mint 20 %-kal tér el a névleges értéktSl. Ha nem valészind, hogy a koncentraciok a névleges érték 80-120 %-dn
beliil maradnak, ajanlott az Gsszes kisérleti koncentracié mérése a kisérlet kezdetén és végén. Illékony, instabil és
erdsen adszorbedl6dé anyagokndl tovabbi mintavétel ajanlott 24 dranként végzendd elemzéshez a kisérlet folya-
mén mindvégig, hogy az anyagveszteség még jobban meghatdrozhaté legyen. Ilyen anyagoknal tovabbi parhuza-
egyetlen parhuzamos tenyészet lombikjdbol elvégezni az egyes kisérleti koncentracidkra (vagy a parhuzamos tenyé-
szetek egyesitésével készitett mintdbol).

A kifejezetten a vizsgélat folyamdn el6dllo kisérleti koncentraciok méréséhez készitett oldatokat a kisérlethez hasz-
ndltakkal megegyez8 médon kell kezelni, azaz ezeket is be kell oltatni algdval és a kisérleti koriilményekkel azonos
koriilmények kozott inkubdlni kell. Ha az oldott anyag koncentracidjat kell mérni, szitkséges lehet az algdk eltd-
volitasa az oldatbdl. Az elvélasztdst lehetSleg az algdk kiiilepedéséhez elegendd, de kis fordulatszamd centrifugi-
lassal kell végezni.

Ha egyértelmd, hogy a vizsgalt anyag koncentracidja kielégité médon a névleges koncentrdci6 vagy a mért kezdeti
koncentrdcié * 20 %-an beliil marad a kisérlet sordn, akkor az eredmények értékelése alapulhat a névleges értéken
vagy a mért kezdeti koncentracié értékén. Ha a névleges vagy a mért kezdeti koncentraciétdl valé eltérés nagyobb
mint + 20 %, akkor az eredmények értékelésének alapja a kisérlet alatti koncentraciok mértani dtlaga, vagy a vizs-
gélt anyag koncentrdci6janak csokkenését leiré modell (3)(8).

Az algaszaporodds gatldsanak vizsgdlata dinamikusabb vizsgalati rendszer, mint a legtobb hasonlé, a vizi toxicitdst
mérd rovid idGtartamu vizsgalat. Ennek kovetkeztében a tényleges kisérleti koncentraciokat esetleg nehezen lehet
meghatdrozni, f6leg kis koncentraciok esetén, és ha a vizsgalt anyag abszorbedlddik. Ilyen esetekben az, ha a vizs-
gélt anyag a novekvd élGanyagban val6 adszorpcidja miatti elttinik az oldatbdl, nem jelenti azt, hogy eltivozott a
vizsgélt rendszerbdl. A kisérlet eredményeinek elemzése sordn ellendrizni kell, hogy a vizsgdlt anyag koncentréci-
6jdnak a vizsgélat sordn torténd csokkenése egyiitt jar-e a szaporoddsgitlds csokkenésével. Ha ez a helyzet ll fenn,
nését (8). Ha ez nem 4ll fenn, akkor az eredmények elemzését megfeleld lehet a kiinduldsi (névleges vagy mért) kon-
centracidkra alapozni.

Tovabbi vizsgilatok

Az oltétenyészet normdlis és egészséges fenotipusdnak ellendrzésére, illetve a kisérlet végén az algdk esetleges
abnormdlis fenotipusanak (ami lehet a vizsgalt anyag hatdsa) megdllapitdsara mikroszképos vizsgalatokat célszerd
végezni.

Hatdrérték-vizsgélat

Bizonyos kortilmények kozott, példdul amikor egy elGzetes vizsgélat azt jelzi, hogy a vizsgélt anyagnak nincs toxi-
kus hatdsa 100 mg 1™ koncentraci6ig, vagy a kisérleti oldatban valé oldhatésdga hatdrdig (amelyik a kettd koziil
kisebb), hatdrérték-vizsgalat végezhetd, amely egy kontrollcsoport és egy kezelt csoport (100 mg'1™'-es vagy az old-
hat6sagi hatdrral megegyezd koncentracidval) szaporoddsi viselkedésének Osszehasonlitdsat jelenti. Hatdrozottan
ajanlott ezt a kisérletben haszndlt koncentracié mérésével aldtdmasztani. A hatdrérték-vizsgélatra érvényes az Osszes
kordbban leirt kisérleti koriilmény és érvényességi kritérium, kivéve, hogy a kezelt parhuzamos tenyészetek szé-
madnak legaldbb hatnak kell lennie. A kontroll- és a kezelt csoport hatdsvaltozoit az dtlagok Gsszevetésére hasznal-
haté statisztikai analizissel (pl. Student-féle t-préba) lehet elemezni. Ha a két csoport szordsnégyzetei nem
egyenl@ek, akkor egyenl6tlen szordsnégyzetekre korrigalt t-probat kell végezni.

Elviltozds erésen szinezett anyagok esetén

A besugarzast (fényerd) az e vizsgalati médszerben meghatérozott legfelsébb tartomanyban, vagyis 120pE m™s™*

vagy e folott kell elvégezni.

A fényutat a kisérleti oldatok mennyiségének a csokkentésével (5-25 ml tartomanyban) le kell réviditeni.

Megfeleld keverési eljarassal (példaul mérsékelt rdzdssal) kell biztositani, hogy a vizsgélt algatenyészet felszine gyak-
ran legyen kitéve erds sugdrzdsnak.
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2.1.

2.2.

ADATOK

A SZAPORODASI GORBEK SZERKESZTESE

A kisérleti lombikokban 1év6 él6anyag mennyiségét ki lehet fejezni a mérésre haszndlt helyettesit6 paraméter (pl.
sejtszam, fluoreszcencia) mértékegységében is.

Tablédzatba kell foglalni a vizsgalt tenyészetekben és a kontrolltenyészetekben a becsiilt él6anyag-koncentraciokat,
a vizsgélt anyag koncentracidival és a legaldbb egész ordkra kerekitett mérési idSpontokkal egyiitt, és ezek alapjan
kell megszerkeszteni a szaporoddsi gorbéket. Ebben az els6 szakaszban haszndlhaté akar logaritmikus, akar lined-
ris skdla, a logaritmikus skdla azonban kotelezd, és dltaldban jobban megjeleniti a kisérleti id@szak alatt a szapo-
roddsi viselkedésben bekovetkezd eltéréseket. Megjegyzendd, hogy logaritmikus dbrazolds esetén az exponenciélis
szaporodds egyenes vonalat ad, és hogy a vonal meredeksége adja meg a fajlagos szaporodasi sebességet.

A gorbék segitségével meg kell vizsgdlni, hogy a kontrolltenyészetek a vizsgdlat soran mindvégig exponencidlisan
szaporodtak-e, a vart sebességgel. Kritikusan meg kell vizsgdlni minden adatpontot és a gorbék lefutdsat, valamint
ellendrizni kell az adatsorokat és eljarasokat a lehetséges hibdk tekintetében. Féleg azokat az adatok igényelnek
ellendrzést, melyeknél az eltérés valdszintileg szisztematikus hibdbdl ered. Ha nyilvanval6, hogy eljardsi hiba tor-
tént, illetve ennek nagy a valdszintsége, akkor az adott adatpontot érvénytelenként meg kell jelolni, és ki kell zarni
a tovabbi statisztikai elemzésbdl. (Ha a két vagy hdrom parhuzamos tenyészetbdl az egyik lombik algakoncentrd-
ci6ja nulla, az azt jelezheti, hogy a lombik nem megfelelGen lett beoltva, vagy megtisztitva). Az érvénytelenként
elvetett adatpontokndl az elvetést egyértelmtien indokolni kell a mérési jegyz6konyvben. Csak eljardsi hiba (ritka)
lehet elfogadhat6 indok, egyszer(i pontatlansdg nem. Az érvénytelen adatpontok azonositdsdra szolgalé statisztikai
modszerek csak korldtozottan hasznalhatdak az ilyen tipusti problémdkra, és nem helyettesitik a szakértSi megité-
1ést. Az érvénytelen adatpontokat (ilyenként megjelolve) célszerti megtartani az adatpontok kozott, feltiintetve azo-
kat a késdbbi grafikus vagy tdbldzatos megjelenitések sordn.

HATASVALTOZOK

A vizsgdlat célja a vizsgdlt anyag altal az alga szaporoddsdra gyakorolt hatds meghatérozdsa. Ez a vizsgdlati mod-
szer két hatdsvaltozot ir le, mivel a tagorszdgoknak kiilonboz8 preferencidik és szabélyozdsi igényeik vannak.
Ahhoz, hogy a vizsgdlati eredmények minden tagorszdgban elfogadhatdak legyenek, a hatdsokat ki kell értékelni az
aldbb leirt mindkét hatdsvéltozoval (a) és b)).

a)  Atlagos fajlagos szaporodisi sebesség: ez a hatdsvaltozo az élGanyag tomegének a kisérlet alatt bekovetkezd
logaritmikus novekedése alapjan szamithatd, egy napra vetitve.

b)  Szaporulat: ez a hatdsvéltoz6 a kisérlet végén mérhet élGanyag-tomeg minusz a kiinduldsi él6anyag-tomeg.

E médszernek az EU szabdlyozési keretén beliil torténd alkalmazdséhoz az eredményeket az aldbb leirt okokbdl
kifolydlag az atlagos fajlagos szaporodési sebesség alapjan kell kiszdmitani. Meg kell jegyezni, hogy e két hatdsval-
kozotti killonbségnek tudatdban kell lenni. Az édtlagos fajlagos szaporoddsi sebességen alapulé EC, értékek (E,C,) a
két megkozelités matematikai alapjdnak kovetkeztében édltaldban nagyobbak a szaporulaton alapulé eredmények-
nél (E,C,), ha e vizsgdlati mdszer kisérleti feltételei teljesiilnek. Ez nem a két hatdsviltozé érzékenysége kozotti
eltérésként értelmezendd, egyszertien az értékek matematikailag eltéréek. Az tlagos fajlagos szaporodasi sebesség
koncepcidja az algdk korldtozds nélkiili tenyészetekben torténd édltaldnos exponenciélis szaporoddsi sémdjdn alap-
szik, ahol a toxicitds mértéke a szaporoddsi sebességre gyakorolt hatdsok alapjan becsiilhetd, fiiggetleniil a kont-
rolltenyészet fajlagos szaporodasi sebességének abszolut értékétdl, a koncentracid-hatds gorbe meredekségétdl, vagy
a kisérlet idStartamatol. Ezzel szemben a ,szaporulat” hatdsvaltozon alapulé eredmények fiiggenek az emlitett tobbi
véltozotol. Az E,C, fiigg az egyes vizsgdlatokban hasznilt algafajok fajlagos szaporodasi sebességétdl és a legna-
gyobb fajlagos szaporodasi sebességétdl, ami a fajok, s6t még killonbozé algatorzsek kozott is eltérs lehet. Ez a
hatdsvaltozé nem hasznalhat6 az algafajok, de még a killonbo6zd torzsek mérgezd anyagokkal szembeni érzékeny-
ségének Osszehasonlitdsira sem. Noha tudomanyos szempontbdl a toxicitds becsléséhez az tlagos fajlagos szapo-
roddsi sebesség haszndlata preferdlt, e vizsgdlati modszer a szaporulaton alapulé toxicitdsbecsléseket is tartalmazza,
hogy kielégitse a néhdny orszdgban érvényben 1évS hatdsdgi elGirdsokat.
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2.2.1.

2.2.2.

Atlagos szaporodisi sebesség

Az adott idGszakra vonatkozé dtlagos fajlagos szaporodasi sebesség az egyes kontrolltenyészetekre és kezelt tenyé-
szetekre az élGanyag mennyiségének logaritmikus novekedéseként szdmithaté ki a kovetkezd egyenletbdl:

lnX). - lnXl.

t—t
i

b= (nap™)

ahol:

1 az dtlagos fajlagos szaporodasi sebesség i-t6l j id6pontig

X; az élanyag mennyisége i id6pontban

X; az él6anyag mennyisége j id6pontban.
Minden kezelt és kontrollcsoportra ki kell szdmitani egy dtlagot a szaporoddsi sebességre, valamint meg kell
becsiilni a szordsnégyzetet.

Az dtlagos fajlagos szaporoddsi sebességet ki kell szamolni a teljes kisérleti idszakra (dltaldban 0-3. nap), kezdeti
értékként a névlegesen beoltott élGanyagot, nem pedig a mért kezdeti értéket haszndlva, mert ilyen médon altald-
ban nagyobb pontossdg érhetd el. Ha az él6anyag mérésére haszndlt mérGeszkoz lehetGvé teszi az olté élGanyag
kis mennyiségének megfelelen pontos meghatdrozdsat (pl. dramldsos citométer), akkor haszndlhaté a mért kez-
deti él6anyag-koncentrdcio. A szakaszonkénti szaporodasi sebességet is meg kell dllapitani a vizsgalat minden egyes
napjara vonatkozéan (0-1., 1-2. és 2-3. nap), ugyandgy szamitva, mint a fajlagos szaporodasi sebességet, és meg
kell vizsgalni, hogy a kontrolltenyészet szaporodasi sebessége dllandé marad-e (ldsd érvényességi kritériumok,
1.7. pont). Az els6 napon kapott, a teljes atlagos fajlagos szaporodasi sebességnél szignifikdnsan kisebb fajlagos sza-
porodisi sebesség késési (lag) fézist jelez. Mig a késési (lag) fézis az elStenyészet megfelel§ adagoldsival minimali-
zélhat6 és gyakorlatilag kikiiszobolhetd a kontrolltenyészetekben, addig a vizsgalt anyagnak kitett tenyészetekben
a késési (lag) fazis a kezdeti toxicitds-stressz utdni helyredlldst, vagy pedig a vizsgdlt anyagnak az expozicié elején
torténd elveszése (beleértve az élGanyagba torténd szorpcidt) miatti kisebb gatlé hatast jelezhet. Ebb6l kovetke-
z8en a szakaszonkénti szaporoddsi sebesség hasznalhaté a vizsgdlt anyagnak a kisérlet sordn mutatott hatdsainak
az értékeléséhez. A szakaszonkénti szaporoddsi sebesség és az dtlagos szaporoddsi sebesség kozotti lényeges
kiilonbségek az dllandé exponencidlis szaporoddstdl valo eltérést jelzik, és azt, hogy a szaporoddsi gorbék alapos
vizsgdlata indokolt.

A szaporodasi sebesség szdzalékos gatldsa az egyes kezelt pirhuzamos tenyészetekre vonatkozoban az alabbi egyen-
letbdl szamithatd ki:

%IT:HC—HTxloo
He

ahol:

%l,: atlagos szaporoddsi sebesség szdzalékos gatldsa
B atlagos szaporoddsi sebesség dtlaga (1) a kontrollcsoportban
pp: atlagos szaporodasi sebesség dtlaga a kezelt parhuzamos tenyészetben.

Ha a kisérleti oldatok olddszer felhasznaldsdval késziilnek, olddszer nélkiili kontrolltenyészetek helyett olddszeres
kontrolltenyészeteket kell hasznalni a szdzalékos gatlds szdmitdsakor.

Szaporulat

A szaporulatot az egyes kontrolltenyészetekre és kezelt tenyészetekre tgy kell kiszdmitani, hogy a kisérlet végén
mért él6anyag-tomegbdl kivonjuk a kiinduldsi él6anyag-tomeget. Minden kisérleti koncentrciéra és kontrollte-
nyészetre vonatkozdan ki kell szdmitani a szaporulatra egy dtlagot, valamint meg kell becsiilni a szérdsnégyzetet.
Az egyes kezelt pdrhuzamos tenyészetekre a szaporulatra vonatkozé szdzalékos gétlds (% 1) az aldbbiak szerint sz4-
mithat6 ki:

Y- YT)

%Iy= x 100

c
ahol:
%1 szdzalékos szaporulatgdtlds

Yo aszaporulat tlaga a kontrollcsoportban

Y aszaporulat értéke a kezelt parhuzamos tenyészetekben.
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2.3.

2.4.

A KONCENTRACIO-HATAS GORBE SZERKESZTESE

A szdzalékos szaporoddsgatldst dbrdzolni kell a vizsgalt anyag koncentracidjanak (logaritmus) fiiggvényében, és ala-
posan meg kell vizsgalni a gorbét, figyelmen kiviil hagyva azokat az adatpontokat, amelyek az elsG szakaszban
érvénytelenként lettek megjelolve. Egy egyenest kell illeszteni az adatpontokra kézzel vagy szdmitogépes interpo-
ldcidval, ami egy elsé benyomdst ad a koncentrécié-hatds osszefiiggésrdl, majd ezutdn kifinomultabb médszert,
lehet6leg szamitogépes statisztikai modszert kell haszndlni. Az adatok tervezett felhasznaldsdnak, mindségének
(pontossdgdnak) és mennyiségének, valamint a rendelkezésre dll6 adatelemzd eszkozok figgvényében lehet agy
donteni (és néha jol meg lehet indokolni), hogy ezen a szinten befejezédik az adatelemzés és a meghatdrozo érté-
kek, azaz az ECs, és az EC,, (és[vagy EC,,) egyszeriien leolvashatok a kézzel illesztett gorbérdl (ldsd még alabb a
stimuldcios hatdsokrél sz616 pontot). A kovetkezSk indokolhatjak a statisztikai modszer mellGzését:

- Azadatok nem megfelelSek ahhoz, hogy szdmit6gépes modszerrel tovabbi, még megbizhat6bb eredmény szii-
lessen, mint a szakértSi megitéléssel — ilyen esetekben néhdny szdmitgépes program nem is képes megbiz-
hat6 megoldast adni (az iterdcié nem konvergal stb.).

- Stimuldcids szaporodasi viselkedés nem kezelheté pontosan a rendelkezésre dll6 szdmitogépes programokkal
(Idsd alabb).

STATISZTIKAI ELJARASOK

A cél kvantitativ koncentracié-hatds osszefiiggés elddllitdsa regresszidanalizissel. Haszndlhato stilyozott linedris reg-
resszid, a hatdsadatok példdul probit, logit vagy Weibull egységekbe torténd linedris transzformdcidja utdn (9), de
célszerd el6nyben részesiteni a nem linedris regresszios technikdkat, amelyek jobban kezelik az elkeriilhetetlen adat-
szabélytalansdgokat és az egyenletes eloszldstol valo eltéréseket. Akdr a nulla gatlds, akdr a teljes gatlds kozelében a
transzformdcié megsokszorozhat bizonyos szabalytalansdgokat, ami hibds elemzést eredményezhet (9). Meg kell
jegyezni, hogy a transzformacidval kapott probit, logit vagy Weibull egységeket hasznalé szabvanyos elemzési
modszerek kvantdlt adatok (pl. haldlozds vagy talélés) haszndlatdra vannak tervezve, és a szaporoddsi adatokkal
vagy az €lGanyagra vonatkozé adatokkal val6 alkalmazdsukhoz médositani kell 8ket. Az EC, értékek folytonos ada-
tokbdl torténé meghatdrozdsdra szolgdld specidlis eljdrasokat lasd az irodalomban, (10), (11) és (12). A nem line-
aris regresszié haszndlatdrdl a 4. fuggelékben taldlhaté részletesebb informécié.

Az EC, értékek pontbecsléseinek kiszdmitdsdhoz a koncentraci6-hatds osszefiiggést kell haszndlni minden elem-
zend§ hatdsvaltozora. LehetSség szerint minden ilyen becsléshez meg kell hatdrozni a 95 %-os megbizhatésdghoz
tartozé hatdrokat. A hatdsvaltozok regresszids modellhez val6 illeszkedésének josdgdt grafikusan vagy statisztikai
modszerrel kell megéllapitani. A regresszi6analizist az egyedi parhuzamos tenyészetekkel kapott adatokkal kell elvé-
gezni, nem pedig a kezelt csoportok dtlagaival. Ha azonban a nem linedris gorbeillesztés bonyolult vagy nem sike-
rill az adatok tdl nagy szordsa miatt, a problémdt meg lehet keriilni a csoportétlagok regressziéanalizésével, ami
egy gyakorlati méd a feltehet$ érvénytelen adatpontok hatdsdnak csokkentésére. Ennek a lehet8ségnek a hasznd-
latat a szokdsos eljarastol valo eltérésként fel kell tiintetni a mérési jegyz6konyvben, hivatkozva arra, hogy a gor-
beillesztések az egyedi parhuzamos tenyészeteknél kapott adatokkal nem adtak j6 eredményt.

Az ECy becsiilt értékeit és a megbizhatdsdgi hatdrokat visszatevéses mintavétellel (,bootstrap” modszer) egyiitt
alkalmazott linedris interpoldciéval (13) is megkaphatjuk, ha a rendelkezésre 4ll6 regressziés modellek/mddszerek
nem haszndlhatok a kapott adatokkal.

Az LOEC és ennélfogva az NOEC becsléséhez is, illetve a vizsgalt anyag éltal a szaporoddsi sebességre gyakorolt
hatdsnak a becsléséhez szérasnégyzet-elemzési (ANOVA) eljdrdsok segitségével 6ssze kell hasonlitani a kezelt cso-
port tlagait. Ezutdn az egyes koncentraciok atlagdt ossze kell hasonlitani a kontrolltenyészetek dtlagaval megfeleld
tobbszoros adat-6sszehasonlitd vagy trendelemzd modszer segitségével. A Dunnett- vagy a Williams-féle médszer
haszndlhaté lehet erre a célra (14)(15)(16)(17)(18). Meg kell allapitani, hogy fenndll-e a szérdsnégyzetnek az
ANOVA médszerben feltételezett homogenitdsa. Ez torténhet grafikusan vagy formalis probdval (18). A Levene- és
Bartlett-féle probak megfeleléek ehhez. Ha a szordsnégyzet homogenitdsanak kovetelménye nem teljesiil, az néha
ciéval nem korrigélhatd, akkor fontoléra kell venni az olyan mddszerekkel végzett elemzést, mint példdul a redu-
kél6 Jonkheere trendprobak (step-down Jonkheere trend tests). Az NOEC meghatdrozasdhoz tovabbi Gtmutatds is
taldlhat6 az irodalomban (12).

Az tjabb keletd tudoményos eredmények az NOEC-koncepcio elhagydsdnak ajanldsahoz és az EC, regresszion ala-
puld pontbecsléssel torténd meghatdrozasaval valo helyettesitéséhez vezettek. Ehhez az algavizsgdlathoz még nem
dllapitottak meg megfeleld x értéket. A 10-20 %-os tartomdny azonban megfelelének ttinik (a valasztott hatdsval-
toz6tol fuggden), és célszerti mind az EC, -et, mind az EC,-at megadni a mérési jegyzGkonyvben.
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2.5.

2.6.

3.1.

SZAPORODASSTIMULACIO

Kis koncentrdciok mellett néha szaporoddsstimuldcio (negativ gétlds) figyelhetd meg. Ezt vagy a hormesis (kétfa-
zist reagdlds) jelensége (,toxikus anyag altal kivaltott stimuldcid”), vagy a vizsgdlt anyaggal egyiitt az alkalmazott
dsvanyi sokat tartalmazé tapoldatba keriilt szaporoddsserkentd tényezdk okozhatjik. Megjegyzendd, hogy a szer-
vetlen tdpanyagok hozzdaddsanak nem lehet semmilyen kozvetlen hatdsa, mert a kisérleti oldatnak a kisérlet folya-
mén végig feleslegben kell tartalmaznia a tdpanyagot. Kis dozist stimuldcié gyakran figyelmen kiviil hagyhaté az
EC,, kiszdmitdsa sordn, hacsak mértéke nem rendkiviil nagy. Ha azonban rendkiviil nagy mértékd, vagy pedig kis
x értékre kell EC,-et szamitani, akkor specidlis eljardsokra lehet sziikség. Lehetdség szerint keriilni kell a stimula-
cids hatdsok torlését az adatelemzésbdl, és ha a rendelkezésre dllé gorbeillesztd szoftver nem képes kezelni a kisebb
mértékd stimuldcidkat, akkor visszatevéses mintavétellel (,bootstrap” médszer) egyiitt alkalmazott linedris inter-
poldcié haszndlhaté. Ha a stimuldcié rendkiviil nagy, akkor mérlegelni lehet hormesismodell alkalmazdsdt (19).

NEM A TOXIKUS ANYAG ALTAL KIVALTOTT SZAPORODASGATLAS

A fényt abszorbedl6 anyagok a szaporodasi sebesség csokkenését okozhatjék, hiszen az drnyékolds csokkenti a
kapott fény mennyiségét. Az ilyen jelleg( fizikai hatdsokat a kisérleti koriilmények médositdséval el kell valasztani
a toxikus hatdsoktol, és az elébbit kiilon kell dokumentélni. Utmutatds az irodalomban taldlhato, (2) és (3).

DOKUMENTACIO

MERESI JEGYZOKONYV

A mérési jegyz6konyvnek az aldbbiakat kell tartalmaznia:

Vizsgalt anyag:

- fizikai jelleg és a vonatkoz fizikai és kémiai tulajdonsdgok, beleértve a vizoldhat6sdgi hatdrértéket is,
- kémiai azonositds, beleértve a tisztasdgot is.

Vizsgalt fajok:

- atorzs, a szallit vagy az eredet, és az alkalmazott tenyésztési koriilmények.

Kisérleti koriilmények:

—  a kisérlet kezdetének idGpontja és a kisérlet idGtartama,

- akisérlet kivitelezésének leirdsa: kisérleti eszk6z0k, a tenyészetek mennyisége, az €lGanyag stirtisége a vizsga-
lat kezdetén,

- atdpoldat osszetétele,

- kisérleti koncentraciok és parhuzamos tenyészetek (pl. parhuzamos tenyészetek szama, kisérleti koncentra-
cidk szdma és az alkalmazott mértani sor),

—  akisérleti oldatok készitésének leirasa, beleértve az olddszerek hasznélatit stb.,
- tenyésztékészilék,

- fényerd és -minGség (fényforrds, homogenitds),

—  hémérséklet,

- kisérleti koncentrdcidk: a névleges kisérleti koncentracidk és a lombikokban 1évé vizsgdlt anyag koncentréci-
6janak meghatdrozdsdra szolgdl6 analizisek eredménye. A vizsgélati mdtrixra vonatkozéan a mérési jegyzd-
konyvben fel kell tiintetni a mddszer visszanyerési hatékonysagét és a mennyiségi meghatdrozds hatdrértékét,

- minden eltérés ettd] a vizsgdlati modszertd,
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- az él6anyag tomegének meghatdrozdsi médszere, valamint a mért paraméter és a szdraz tomeg kozotti kor-
reldci6 bizonyitéka.

Eredmények:
- pH-értékek minden kezelés kezdetén és végén,

- az élGanyag tomege minden lombikban és minden mérési pontban, valamint az élanyag mérésének
modszere,

- szaporodasi gorbék (az élGanyag mennyiségének abrdzoldsa az id6 fiiggvényében),

- szamitott hatdsvéltozok minden kezelt parhuzamos tenyészetre, atlagokkal és varidcids egyiitthatokkal a par-
huzamos tenyészetekre,

- akoncentrici6-hatds dsszefiiggés grafikus dbrézoldsa,

- toxicitdsbecslés a hatdsvaltozokra, pl. ECsg, EC,,, EC,, és a kapcsolod6 megbizhatésagi intervallumok. Az
LOEC és az NOEC, ha ezek kiszdmitdsa megtortént, és a meghatdrozasukhoz haszndlt statisztikai mddszer,

- az ANOVA mddszer hasznalata esetén a kimutathat6 hatds mértéke (pl. a legkisebb szignifikdns kiillonbség),
- bérmilyen észlelt szaporoddsstimuldcio a kezelt rendszerekben,
- bérmilyen mds észlelt hatds, példdul az algak morfoldgiai véltozasa,

- az eredmények térgyaldsa, beleértve az ettdl a vizsgdlati modszertdl val6 eltérés eredményeképpen a vizsgdlat
kimenetelére gyakorolt hatdsokat.
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1. fuggelék

A vizsgélathoz 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 egyfaja algatenyészetként beszerezhetéek az aldbbi torzsgydjteményekbd! (dbécésorrendben):

ATCC: American Type Culture Collection
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

USA

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

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria

LA22 OLP

UK

Sammlung von Algenkulturen
Albrecht-von-Haller-Institut
Universitdt Gottingen
Nikolausberger Weg 18
D-37073 Gottingen
GERMANY

UTEX Culture Collection of Algae

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

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

USA
A javasolt fajok fenotipusa és jellemzdi
P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Fenotipus Hajlott, csavart | Ovdlis, f6ként | Pdlcak Ovilis Palcdk
egyedi sejtek egyedi sejtek sejtekbdl dllo
fonalak

Méret (hossz x szélesség) pm 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5 x 3 6 x1
Sejttérfogat (um’[sejt) 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 2,5 (%)
Sejt szdraz tomege (mg/sejt) 2-3x 1078 3-4x107% 3-4x107% 1-2 x 1078 2-3x 1077
Szaporodasi sebesség (%) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4
(nap™")

(') Elektronikus részecskeszdmlaloval mérve

() A méretbdl szémitva

(}) Leggyakrabban tapasztalt szaporoddsi sebesség OECD-tépoldatban kb. 70 puE-m 25" fényintenzitdsnal és 21 °C-on.
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Egyedi ajanldsok a vizsgdlathoz ajinlott fajok tenyésztésére és kezelésére

Pseudokirchneriella subcapitata és Desmodesmus subspicatus

Ezeket a zoldalgdkat dltaldban konny( fenntartani kiilonféle tdpoldatokban. A megfeleld tdpoldatrdl a tenyészetgytjtemé-
nyektdl szerezhet§ be informdci6. A sejtek dltaldban kilonélloak, és a sejtstirtiség konnyen mérhetd elektronikus részecs-
keszdmldloval vagy mikroszkoppal.

Anabaena flos-aquae

Torzstenyészet fenntartdsdra szdmos tdpoldat hasznalhaté. Killonosen fontos, hogy megujitiskor elkeriiljitk az egyszeres
(batch) tenyészet talfutdsit az exponencidlis fazison, mert azutdn mdr nehéz helyreéllitani a tenyészetet.

Az Anabaena flos-aquae fonaltelepekben fejlédik. Ezek mérete a tenyésztési koriilményekkel viltozik. Mikroszképos vagy
elektronikus részecskeszdmldloval végzett él6anyag-meghatdrozdshoz fontos lehet ezeknek a telepeknek a feltorése.

Részmintdk ultrahangos kezelése haszndlhato a lincok feltorésére, hogy csokkenjen a sejtszamldlds valtozékonysdga. A fo-
nalak rovidebb szakaszokra toréséhez szitkségesnél hosszabb ultrahangos kezelés roncsolhatja a sejteket. Az ultrahangos
kezelés intenzitdsinak és hosszanak minden kezelésnél azonosnak kell lennie.

A viltozékonysdg kompenzéldsdnak el@segitése céljdbol elegendGen nagy szamti mezében kell a szamléldst végezni a hemo-
citométerben (legaldbb 400 sejt). Ez noveli a mikroszkopos stirtiségmeghatdrozds megbizhatdsagat.

Elektronikus részecskeszamlalé hasznédlhat6 az Anabaena teljes sejttérfogatinak meghatdrozdsihoz, a sejtfonalak 6vatos ult-
rahangos széttorése utdn. Az ultrahang energidjat tigy kell bedllitani, hogy elkeriiljiik a sejtek roncsoldsit.

Orvénykeverd segitségével vagy hasonl6 alkalmas médszerrel biztositani kell, hogy a lombikok beoltdsdra alkalmazott alga-
szuszpenzié megfelelGen el legyen keverve és homogén legyen.

A lombikokat kb. 150/perc fordulatszamu korpalyds, vagy leng6mozgdst razbasztalra kell helyezni. Mds megolddsként sza-
kaszosan keverés is hasznédlhaté az Anabaena dsszetapaddsi hajlamdnak csokkentésére. Ha Gsszetapadds torténik, tigyelni kell
arra, hogy az él6anyag-mérésekhez sziikséges mintak reprezentativak legyenek. Az sszetapadt algdk szétvélasztdsdhoz erd-
teljes keverés lehet sziikséges a mintavétel el6tt.

Synechococcus leopoliensis

A torzstenyészet fenntartdsdra kiilonféle tdpoldatok hasznalhatok. A megfeleld tapoldatrdl a tenyészetgytjteményektd] sze-
rezhetd be informdcio.

A Synechococcus leopoliensis kiilondllé palca alaka sejtek formdjdban szaporodik. A sejtek nagyon kicsik, ami megneheziti az
él6anyag-meghatdrozdshoz sziikséges mikroszkopos sejtszamléldst. Jol haszndlhatok a kb. 1 pm méretd részecskék szdm-
ldsdra alkalmas elektronikus részecskeszdmldlok. In vitro fluorometriai mérések szintén alkalmazhatéak.

Navicula pelliculosa

A torzstenyészet fenntartdsdra kiilonféle tipoldatok haszndlhatok. A megfeleld tépoldatrdl a tenyészetgytjteményektd] sze-
rezhetd be informdcid. Figyelni kell arra, hogy a tdpoldatban lennie kell szilikdtnak.

A Navicula pelliculosa bizonyos koriilmények kozott telepeket hozhat létre. A lipidtermelés kovetkeztében az algasejtek néha
hajlamosak rétegekben Gsszegytilni a felszinen. llyen koériilmények kozott az él6anyag mennyiségének meghatdrozdsihoz
leveendd mintdk esetében specidlis intézkedések sziikségesek ahhoz, hogy a mintdk reprezentativak legyenek. Erdteljes rdzds,
pl. 6rvénykeverd haszndlata lehet sziikséges.
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2. fiiggelék

Tépoldatok

A kovetkezd két tdpoldat egyike haszndlhaté:

OECD-tdpoldat: Az OECD TG 201 jeldi eredeti tdpoldat, megfelel az ISO 8692-nek is.

Az USA Kornyezetvédelmi Hatésdganak (EPA) AAP-tapoldata, megfelel az ASTM-nek is.

Ezeknek a tdpoldatoknak az elkészitése sordn laboratriumi reagenseket vagy analitikai tisztasdga vegyszereket, és ionmen-
tesitett vizet kell haszndlni.

Az AAP-tipoldat (USA EPA) és OECD TG 201 jelii tipoldat dsszetétele.

Komponens EPA OECD

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

() Az EDTA[vas molardny kissé nagyobb 1-nél. Ez megakadalyozza a vas kicsapodasit, és ugyanakkor a
keldtképzédés a nehézfém-ionokkal a lehetd legkisebb lesz.

A Navicula pelliculosa kovamoszattal végzett vizsgdlat soran mindkét tipoldathoz Na,SiO;-9H,0-t kell adni dgy, hogy a kon-
centracié 1,4 mg Si/l legyen.

A tépoldat pH-jat akkor kell mérni, amikor egyenstly van az oldat karbonattartalma és a kornyezeti leveg6ben 1évs CO,
parcidlis nyomdsa kozott. Kozelits osszefiiggés a 25 °C-on mért pH és a moldris bikarbondtkoncentracié kozott:

pHeq = 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).

eq:
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A torzsoldatokat membransziiréssel (dtlagos porusitmérd 0,2 um) vagy autokldvban (120 °C, 15 perc) sterilizalni kell. Az

A kisérleti oldatok elemi dsszetétele

Kémiai elem EPA OECD
mg/l mg/l
C 2,144 7,148
N 4,202 3,927
p 0,186 0,285
K 0,469 0,459
Na 11,044 13,704
Ca 1,202 4,905
Mg 2,909 2,913
Fe 0,033 0,017
Mn 0,115 0,115
Az OECD-tdpoldat elkészitése
Téapanyagok Koncentrécié a torzsoldatban
1. toérzsoldat: makrotdpanyagok
NH,Cl 1,5 gl
MgCl,-6H,0 1,2 gl
CaCl,-2H,0 1,8 gl
MgSO,:7H,0 1,5 g™
KH,PO, 0,16 gI™!
2. torzsoldat: vas
FeCl;-6H,0 64 mgl™!
Na,EDTA-2H,0 100 mg 1™
3. torzsoldat: nyomelemek
H;BO, 185 mg1™
MnCl,-4H,0 415 mgl™!
Zn(l, 3 mgl™
CoCl,-6H,0 1,5 mgl™!
Cu(Cl,-2H,0 0,01 mgl™!
Na,Mo0,2H,0 7 mgl™!
4. torzsoldat: bikarbondt
NaHCO, 50 g1
Na,Si059H,0

oldatokat 4 °C-on, sotét helyen kell térolni.

A 2. és 4. torzsoldatokat nem szabad autokldvban kezelni, hanem membrénsztiréssel kell 8ket sterilizalni.

Készitsiik el a tdpoldatot az 1-4. torzsoldatokbdl 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. torzsoldatbdl.
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Toltsiik fel az oldatot 1 000 ml-re sterilizalt vizzel.

Virjuk meg, hogy a tdpoldat egyenstilyba keriiljon a kornyezetben 1év6 CO,-vel, sziikség esetén buborékoltassunk 4t az olda-
ton steril, szirt leveg6t néhdny 6ran keresztiil.

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

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

A1.3.9.

Al.4.
Al.5.

Al.6.

Az AAP-tipoldat elkészitése

Adjunk az A1.2.1-A1.2.7. pontokban felsorolt torzsoldatok mindegyikéb6l 1-1 ml-t kb. 900 ml ionmentesitett
vagy desztillalt vizhez, majd higitsuk fel 1 literre.

A makrotdpanyagok torzsoldatainak készitéséhez oldjuk fel az aldbbiakat 500 ml ionmentesitett vagy desztilldlt viz-
ben. Az A1.2.1,, A1.2.2,, A1.2.3. és A1.2.4. pontokban szerepl reagenseck egyesithetdk egy torzsoldatba.

NaNO;-12,750 g.

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

CaCl,2H,0- 2,205 g.

Mikrotdpanyagok torzsoldata— (lasd A1.3.).
MgSO,,-7H,0- 7,350 g.

K,HPO,~ 0,522 g.

NaHCO - 7,500 g.

Na,Si0;-9H,0 Lisd az A1.1. megjegyzést.

Al.1. megjegyzés: Csak kovamoszatfajokhoz alkalmazandé. Beadhat6 kozvetleniil (202,4 mg) vagy torzsoldat for-
méjaban gy, hogy 20 mg/l Si legyen a tdpoldatban a végkoncentracid.

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

H,BO,- 92,760 mg.

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

ZnCl,—- 1,635 mg.

FeCl,-6H,0~ 79,880 mg.

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

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

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

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

[Dindtrium(etilén-dinitrilo)tetraacetdt].

Na,SeO,-5H,0- 0,005 mg. Lasd az A1.2. megjegyzést.

A1.2. megjegyzés: Csak kovamoszatfajok torzstenyészetének tdpoldatdban alkalmazand.
Allitsuk be a pH-t 7,5 £ 0,1 értékre 0,1 N vagy 1,0 N NaOH-dal vagy HCl-dal.

Sziirjiik a tdpkozeget steril edénybe, vagy 0,22 pm-os membransziirén ha részecskeszdmldlot haszndlunk, vagy 0,45
pm-os szirén ha nem részecskeszdmldl6t haszndlunk.

Felhaszndlasig tdroljuk a tdpoldatot sotét helyen, kb. 4 °C-on.
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3. fliggelék

Példa algatenyésztési eljardsira

Altalénos megjegyzések
A kovetkez§ eljardson alapuld tenyésztés célja algatenyészetek el6éllitdsa toxicitdsvizsgalatokhoz.

Az algatenyészetek bakteridlis fert6z6désének elkeriilése érdekében megfelel6 méodszereket kell haszndlni. Tiszta (axenikus)
tenyészetek kivanatosak lehetnek, de egyfaju algatenyészeteket kell létrehozni és felhaszndlni.

Minden beavatkozast steril koriilmények kozott kell végezni, elkeriilendd a baktériumokkal, vagy mds algakkal torténd
szennyezGdést.

Eszko6zok és anyagok

Lasd ,Vizsgalati modszer: Felszerelés”.

Eljardsok algatenyészetek elGillitisihoz

Tdpoldatok készitése:

A tdpoldat minden tdpséjat tomény torzsoldatként készitjiik, és sotét hideg helyen tdroljuk. Ezeket az oldatokat sztiréssel
vagy autokldvban sterilizdlni kell.

A tdpoldat a megfelel mennyiségii torzsoldat desztilllt vizhez val6 hozzdaddsdval készil, tigyelve arra, hogy ne torténjen
befert6z6dés. Szilard taptalajhoz 0,8 % agart kell adni.

Torzstenyészet:

A torzstenyészetek kicsi algatenyészetek, melyeket rendszeresen friss tipoldatba juttatunk, hogy kiinduldsi anyagként szol-
géljanak a vizsgdlathoz. Ha a tenyészeteket nem haszndljuk rendszeresen, agarral t6ltott ferde kémcsovekben szélesztjitk
Gket. Ezeket a tenyészeteket legaldbb kéthavonta egyszer dtvissziik friss tdptalajra.

A torzstenyészetek kitenyésztése a megfeleld tdptalajt (térfogat kb. 100 ml) tartalmazé Erlenmeyer-lombikokban torténik.
Ha az algdkat 20 °C-on, folyamatos megvildgitds mellett inkubadljuk, heti dtoltds sziikséges.

,Oreg” tenyészetbdl olyan mennyiségét kell 4tvinni steril pipettéval a friss téptalajt tartalmazé lombikba, hogy a gyorsan sza-
porod6 fajok esetén a kezdeti koncentracié 100-szor kisebb legyen, mint az ,oreg” tenyészetben.

A faj szaporoddsi sebessége a szaporoddsi gorbébdl hatdrozhaté meg. Ha ez ismert, akkor megbecsiilhetd az a stirtiség,
amelynek elérésekor a tenyészetbdl dt kell vinni az G tdpoldatba. Ezt azeltt kell elvégezni, miel6tt a tenyészet eléri a pusz-
tuldsi fazist.

Elgtenyészet:

Az elStenyészet célja, hogy a vizsgdlathoz haszndlt tenyészet beoltdsahoz megfelel mennyiség( algdt adjon. Az elStenyé-
szetet a kisérleti korilmények kozott inkubéljuk és akkor hasznéljuk fel, amikor még exponencidlisan szaporodé fazisban
van, szokdsosan 2—4 napos inkubdcids idGszakot kovetSen. A deformdlt vagy abnormélis sejteket tartalmazé algatenyésze-
teket ki kell selejtezni.
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4. fuggelék

Adatelemzés nem-linedris regressziéval

Altaldnos szempontok

Az algaszaporoddsi és mds mikrobiolGgiai szaporoddsi vizsgdlatokban a hatds — az él6anyag novekedése — természeténél
fogva folyamatos, azaz metrikus véltozé — folyamatsebesség, ha a szaporoddsi sebességet hasznaljuk, illetve annak id§ sze-
rinti integralja, ha az él6anyag tomegét valasztjuk. Mindkett§ olyan nem kezelt, parhuzamos kontrollmintdkban fellépd,
megfelel6 hatds dtlagahoz van viszonyitva, amelyek maximalisan reagaltak az adott koriilményekre — az algds vizsgdlatokndl
ezek koziil meghatdrozé tényezd a fény és a hdmérséklet. A rendszer statisztikai eloszldsa, azaz homogén, és az élGanyag
kontiniumnak tekinthet8, nem pedig 6ndll6 sejteknek. Ilyen rendszereknél a jellemz6 hatds szérasnégyzet-eloszldsa kizaro-
lag a kisérleti tényezdktSl (amelyeket jellemzden a log/normaél vagy a normdl hibaeloszlds ir le) fiigg. Ezzel szemben, a jel-
lemz§ bioldgiai kisérletek kvantalt adatokkal szolgdlnak, amelyeknél az 6néllé organizmusok ttirésérsl (ami jellemzden
binomidlis eloszldsti) gyakran feltételezik, hogy az a meghatarozé komponens a szérasnégyzetben. A kontrollmintéban fel-
1ép6 hatdsok ekkor nulldval, vagy a hattérszinttel egyenldek.

Egyszeri esetben a normalt vagy relativ vélasz, r, monoton csokken 1-tdl (nulla gétlds) 0-ig (100-szazalékos gatlds). Meg-
jegyzendd, hogy minden hatdssal egyiitt jar egy bels6 hiba, és hogy a megjelend negativ gatldsok csak véletlen hiba ered-
ményeként szamolhatok.

Regresszidanalizis

Modellek

A regresszidanalizis célja, hogy egy matematikai regresszios fiiggvény, Y = f (C), vagy még gyakrabban F (Z), ahol Z =log C,
formajaban mennyiségileg leitja a koncentracié-hatds gorbét. A fiiggvény inverze, a C = £ (Y), segitségével kiszdmithatok
az EC, értékek, koztiik az ECs, EC, és EC,, valamint ezekre a 95 %-os megbizhatdsdghoz tartozé hatdrok. Tobb egyszerti
matematikai fiiggvény bizonyitottan jol leirja az algdkkal végzett szaporoddsgatlasi vizsgdlatokban kapott koncentracié-
hatds 6sszefiiggéseket. Ilyen fiiggvény példdul a logisztikai egyenlet, az aszimmetrikus Weibull-egyenlet, és a log/normdl elo-
szldsi figgvény, amelyek mind szigmoid gorbék, melyek aszimptotikusan kozelitenek 1-hez, ha C — 0-hoz, illetve 0-hoz,
ha C —> a végtelenhez.

Ujabban ajénlott a folytonos kiiszobérték-figgvényre alapulé modellek (mint pl. a Kooijman-modell a ,populdciénovekedés
gatldsdra”, Kooijman és mtsai, 1996) haszndlata, akdr az aszimptotikus modellek alternativdjaként. Ez a modell feltételezi,
hogy egy adott kiiszobérték, ECO+, alatt a koncentrdciéknak nincs hatésa, és ennek a kiiszobértéknek a meghatérozdsa a
koncentracié-hatds gorbe egy, a kezd6pontban nem differencidlhaté egyszert folyamatos fiiggvény segitségével torténd ext-

Megjegyzend§, hogy az analizis lehet a legkisebb négyzetek 6sszegének méodszere (dlland6 szordsnégyzetet feltételezve), vagy
a sulyozott legkisebb négyzetek médszere, ha a szérdsnégyzet heterogenitdsa kompenzélva van.

Eljdrds

Az eljards a kovetkezd: vélasztani kell egy megfelelS fuggvényt, az Y = f (C)-t, és nem linedris regresszioval rd kell illesz-
teni az adatpontokra. Lehet8ség szerint az egyes lombikokbdl szdrmaz6 méréseket haszndljuk, ne pedig a pirhuzamos min-
tak dtlagait, hogy a lehetd legtobb informdcidt nyerjitk ki az adatokbdl. Ha viszont a szdrdsnégyzet értéke nagy, akkor a
gyakorlati tapasztalatok azt mutatjék, hogy a pdrhuzamos mintdk dtlagai szilirdabb matematikai becslést eredményezhetnek
(amelyet csak kevéssé befolydsolnak az adatokban meglévg véletlen hibdk), mint a minden egyes megtartott adatpont
haszndlata.

Az illesztett gorbe és a mért adatok megszerkesztése utdn meg kell vizsgdlni, hogy a gorbe illeszkedése megfelelg-e. A
kiilonbségek elemzése kiillonosen hasznos eszkoz lehet erre a célra. Ha a koncentrdci6-hatds pontokra valé illesztéshez
vélasztott fiiggvény nem frja le jOl a teljes gorbét, vagy annak egy adott, alapvetSen fontos részét — mint példaul a kis kon-
centraciokndl jelentkez$ hatdsokat — akkor egy mdsik illesztési megolddst kell valasztani, a szimmetrikus helyett példdul
aszimmetrikus gorbét, mint pl. a Weibull-figgvényt. Negativ gatlds esetén probléma lehet példdul a logaritmikus/normal
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eloszldsi figgvénnyel, ekkor szintén egy mdsik regresszidfiggvényt kell hasznalni. Az ilyen negativ értékek nulldval vagy kis
pozitiv szammal torténd helyettesitése nem ajanlott, mert torzitja a hibaeloszldst. Célravezetbb lehet mésik illesztést hasz-
nalni az érintett szakaszokra — példdul arra, ahol a szaporodasgatlds kis mértékd —, egy adott EC,  érték meghatdrozdsa
céljdbol. Az illesztési egyenletbdl ki kell szdmitani (inverz szdmitdssal, C = £ (Y)) az EC, jellemz6 pontértékeit, és a mérési
jegyz8konyvben meg kell adni legaldbb az ECg-re és egy vagy két ECy,,, -re kapott értékeket. A gyakorlati tapasztalat azt
mutatja, hogy az algds vizsgdlatok pontossdga dltalaban elfogadhatéan pontos becslést tesz lehet6vé 10 %-os gatldsi szinten,
ha van elég adatpont — kivéve, ha zavaré tényezéként stimuldci6 fordul el§ kis koncentracioknal. Az EC,-becslés pontos-
saga gyakran lényegesen jobb, mint az EC,-¢, mert az EC,, rendszerint a koncentracié-hatds gorbe kozépsd, kozelitSleg
linedris szakaszdra esik. A szaporoddsstimuldcié miatt néha nehéz az EC j-et értelmezni. Osszefoglalva, noha az EC, 4lta-
ldban kielégitd pontossiggal meghatdrozhatd, mindig ajanlott az EC,,, feltiintetése is a mérési jegyz8konyvben.

Siilyozd tényezdk

A tapasztalati szérdsnégyzet dltaldban nem allando, és rendszerint tartalmaz egy proporciondlis tagot, ezért elény6s rutin-
szertien stlyozott regressziot végezni. Az ilyen analizishez haszndlt stlyozé tényezdk altaldban forditottan ardnyosak a
szOrdsnégyzettel:

W, = 1/Var(r)

Sok regresszidelemz8 programban lehetGség van a stilyozott regresszidanalizisre gy, hogy a stilyozé tényezdk egy tdbla-
zatban vannak felsorolva. Kényelmi szempontbdl a stlyozé tényezdket célszeri normdlni, megszorozva Sket n/Z w; -vel
(ahol n az adatpontok szdma), hogy az osszegiik egyenld legyen 1-gyel.

A hatdsvdltozok normdldsa

A kontrollmintdval kapott hatdsok dtlagdval torténd normdlds elvi problémakat vet fel és meglehetésen bonyolult
szérasnégyzet-szerkezethez vezethet. Ha a szaporodasgatlds szdzalékos meghatdrozdsdhoz a kapott hatdsértékeket elosztjuk
a kontrollmintdval kapott hatdsok atlagdval, tovabbi hibat visziink be, amit a kontrollminta dtlaganak hibdja okoz. Ha ez a
hiba nem elhanyagolhatdan kicsi, akkor a regressziohoz és a megbizhatdsagi hatdrokhoz haszndlt stilyozé tényezdket kor-
rigdlni kell a kontrollmintdk kovariancidjaval (17). Megjegyzendd, hogy nagyon fontos a kontrollmintdkkal kapott hatdsér-
tékek becsiilt dtlagdnak a pontossdga, hogy a lehet§ legkisebb legyen a relativ hatds dltaldnos szordsnégyzete. Ez a
szérasnégyzet a kovetkezd:

az i als6 index az i-dik koncentrdcidkat, a 0 als6 index pedig a kontrollmintakat jeloli
Y; = Relativ hatds = r,/r, =1 -1=f(C)
szérasnégyzettel:
Var (Y)) = Var (1;fr,) = (0Y; | 0 r;)*Var(r) + @ Y,/ 0 ro)*Var (ro)
és mivel
@YJor)=1[rpand @Y, ] 0ry) = r1ifry 2
normdl eloszldsti adatoknal és m; ., m, parhuzamos mintdkkal:
Var(r) = 6*|m;
a relativ hatds, Y, teljes szordsnégyzete igy a kovetkezd:
Var(Y) = 62/(ry> m;) + r,20%[r,* m,

A kontrollminték 4tlagdnak hibdja forditottan ardnyos az atlagolt parhuzamos kontrollmintdk szdmanak négyzetgyokével,
és néha indokolt lehet régebbi adatokat is felhasznalni és {gy nagy mértékben csokkenteni a hibdt. Mds megolddsként mel-
16zhetd az adatok normélasa és az illesztést az abszoliit hatdsértékekre kell elvégezni, beleértve a kontrollminta hatdsadatait
is, de ekkor Gjabb paraméterként be kell vezetni a kontrollminta hatdsértékét, amelyre nem linedris regresszidval el kell
végezni az illesztést. A szokdsos 2-paraméteres regresszidegyenlet esetén ehhez a mddszerhez 3 paraméter illesztése sziik-
séges, és igy tobb adatpontot igényel, mint az eldre bedllitott kontrollminta-hatds segitségével normélt adatokon végzett nem
linedris regresszio.
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Inverz megbizhatdsdgi intervallumok

A nem linedris regresszi megbizhatdsdgi intervallumainak inverz becsléssel torténd kiszdmitdsa meglehetdsen bonyolult és
a szokdsos statisztikai szdmitogépes programcsomagokban ez a lehetGség nem is all rendelkezésre. A koriilbeliili megbiz-
hat6sdgi hatdrok megkaphatok szokdsos nem linedris regresszids programmal, a paraméterek megvaltoztatdsaval (Bruce and
Versteeg, 1992), ami a matematikai egyenletnek az atirdsat jelenti a kivant pontbecslésekkel, pl. az EC;-zel és az EC5-nel
mint megbecsiillend§ paraméterekkel. (Legyen a fiiggvény I = f (o, P, koncentrdcio) és a definidlé egyenletek, f
(a, B, ECyp) = 0,1 és f (a, B, ECs) = 0,5 felhaszndldsaval helyettesitsiik be az f (a, f, koncentrdcio) fiiggvényt egy ekvivalens
g (EC,,, ECs5,, koncentracio) fiiggvénnyel.

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

Ujabban a visszatevéses mintavételes (bootstrap) médszerek valtak népszertivé. Ezek a médszerek mért adatokat, és
véletlenszdm-generdtor dltal irdnyitott gyakori mintavételt haszndlnak a tapasztalati szordsnégyzet eloszldsanak becslésére.
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1.2

V. MELLEKLET

C.25. AEROB MINERALIZACIO FELSZINI VIZEKBEN - VIZSGALAT A BIOLOGIAI LEBONTAS
SZIMULALASARA

MODSZER

Ez a médszer megegyezik az OECD TG 309 (2004) (1) jelti médszerrel.

BEVEZETES

A vizsgélat célja az aerob természetes vizben, kis koncentracioban jelenlévé vizsgdlati anyag bioldgiai lebontdsa
id6tartamdnak meghatdrozdsa, és a megfigyelések reakciokinetikai kifejezések szerinti szdmszertisitése. Maga a szi-
muldcié egy laboratériumi, rdzé-lombikos egymenetes vizsgalat, amelynek a segitségével természetes felszini vizek
(édes-, brakk- vagy tengerviz) mintdiban jelen 1év4 szerves anyagok aerob bioldgiai lebontdsdnak sebessége meg-
adhat6. A modszer alapja az ISO[DIS 145921 (2), de magaban hordozza a C.23 és a C.24 (3)(4) mddszerek egyes
elemeit is. LehetGség van arra, hogy hosszii vizsgalati id8 esetén az egymenetes mikodtetést félfolyamatos mikod-
tetésre véltoztassuk a vizsgdlati mikrokozmosz romldsanak megel6zése céljabdl. A szimuldci6s vizsgdlat alapvetd
célja a felszini vizben jelen 1év6 vizsgdlni kivant anyag mineralizdciéjanak meghatdrozdsa, ahol a mineralizdcid a
lebontds kinetikdja kifejézésének az alapjt képezi. Emellett azonban a vizsgalat masodlagos célja, hogy informa-
ciot szolgdltasson az elsGdleges lebontdsrol és a keletkezd {6 transzformdcids termékekrdl. Ez utobbiak azonosi-
tdsa, és amennyiben lehetséges, koncentracidjuk szamszerdsitése a nagyon lassan mineralizdl6dé anyagok (pl. ha
a teljes maradvany '*C izotop felezési ideje meghaladja a 60 napot) esetében kiilsndsen fontos. Az analitikai meg-
kotésekbdl kovetkezden a 8 transzformdcios termék azonositdsdhoz és mennyiségi meghatdrozasdhoz a vizsga-
lati anyagot jellemz8en magasabb koncentraciéban (pl. > 100 pg/l) kell alkalmazni.

Ebben a vizsgalatban alacsony koncentracié alatt olyan koncentracidértéket értiink (pl. kisebb mint 1-100 pg/l),
amely elég alacsony ahhoz, hogy biztositsa azt, hogy a vizsgdlatban kapott biol6giai lebontdsi kinetika jol tiik-
rozze a kornyezetben varhato kinetikdt. A vizsgdlathoz hasznalt természetes vizben taldlhat6 bioldgiailag lebont-
hat6 szén szubsztratok teljes mennyiségéhez képest a vizsgélati anyag csak kis koncentraciéban van jelen, és csak
mésodlagos szubsztritként fog szolgdlni. Ez maga utdn vonja, hogy a vérhat bioldgiai lebontdsi kinetika elsé-
renddi (nem-novekedési kinetika), és hogy a vizsgdlati anyag lebontdsa kometabolizmussal torténhet. A kinetika
nek értéke az iddben folyamatosan csokken. A valddi elsérend kinetikdban a specifikus lebontdsi sebességi allan-
do, a k, fiiggetlen az id6tdl és a koncentraciotol. Vagyis k értéke nem véltozik jelentGsen egy kisérlet sordn, és a
kiilonbozd kisérletekben éppen alkalmazott vizsgdlati anyag koncentracidjanak hatdsdra sem. Lényegében a spe-
cifikus lebontdsi sebességi dlland6 értéke megegyezik a koncentricié idGegységenkénti relativ valtozdsaval:
k = (1/C) - (dC/dt). Bar rendesen az eldirt kritériumok teljesiilése mellett az els6rendd kinetika varhato, lehetnek
bizonyos koriilmények, amelyek kozott mas kinetikdk megfelelébbek. Az elsGrendd kinetikatol valé eltérést tapasz-
talhatunk, ha tdmegatviteli jelenség, példdul a diffiziésebesség hatdrozza meg a biotranszforméci6 sebességét, és
nem a bioldgiai reakcié sebessége. Ezek az adatok azonban majdnem mindig leirhatéak pszeudo-elsérendi kine-
tikdval, ha bevezetiink egy koncentrcié-fiiggd sebességi dllandot is.

A kisérletek megtervezését és a kapott eredmények értelmezését megkonnyiti, ha a vizsgdlat megkezdése eltt meg-
felel8 informacidk (pl. szabvanyos sztirvizsgalatokbdl) dllnak rendelkezésre a nagy koncentraciéji vizsgélati anyag
bioldgiai lebonthatdsdgérdl, valamint abiotikus lebontdsardl, a transzformdcids termékekrdl és vonatkozo fiziko-
kémiai tulajdonsagaikrol. A teljes bioldgiai lebontds mértékének meghatdrozdsat a '*C-jelslt vizsgdlati anyag alkal-
mazésa, és annak a vizsgalat végén kapott fizismegoszldsa teszi lehet6vé. Jeloletlen vizsgalati anyag alkalmazdsa
esetén a teljes bioldgiai lebontds mértékének megéllapitdsa csak akkor lehetséges, ha a vizsgdlati anyag koncent-
rdciGja magas és a f6 transzformdacios termékek ismertek.

FOGALOMMEGHATAROZASOK

ElsGdleges bioldgiai lebontds: Egy kémiai anyagban a mikroorganizmusok dltal létrehozott szerkezeti véltozds
(transzformdcid), amely a kémiai azonossdg elvesztésével jar.

Funkciondlis bioldgiai lebontds: Egy kémiai anyagban a mikroorganizmusok ltal létrehozott szerkezeti vélto-
zds (transzformdcid), amely a kiinduldsi anyag egy specifikus tulajdonsdgdnak elvesztésével jdr.

Teljes aerob bioldgiai lebontés: Egy kémiai anyag oxigén jelenlétében torténd, mikroorganizmusok éltali lebon-
tdsa szén-dioxiddd, vizzé és a jelen 1év8 barmely mds elem dsvanyi séivd (mineralizdcio), valamint ij biomassza és
szerves mikrobidlis bioszintézis-termékek 1étrehozdsa.
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Mineralizdcio: Egy vegyi vagy szerves anyag oxigén jelenlétében t6rténd, mikroorganizmusok altali lebontdsa
szén-dioxiddd, vizzé és a jelen 1év6 barmely mds elem dsvanyi séivd.

Lappangdsi fazis: A vizsgélat kezdetétdl addig eltelt id8, amig a lebontdst végz$ mikrobdk adapticiéja megtorté-
nik, és a vegyi anyag vagy a szerves anyag bioldgiai lebontdsdnak mértéke a detektdlhaté szint f6lé emelkedik (pl.
a legmagasabb elméleti biol6giai lebontds 10 %-a, vagy ennél kisebb érték a mérési modszer pontossagatol fuggen)

A legmagasabb biolégiai lebontdsi szint: A vizsgalt vegyi vagy szerves anyag bioldgiai lebontdsanak mértéke sza-
zalékban, amely felett tovabbi bioldgiai lebontds a vizsgdlat folyamdn mar nem torténik.

ElsGdleges szubsztrat: A természetes szén- és energiaforrdsok osszessége, amely a mikrobidlis biomassza nove-
kedésére és fenntartdsdra forditodik.

Madsodlagos szubsztrit: Egy olyan, kis koncentrdcioban jelen 1év8 szubsztritkomponens, amelynek a lebontdsa
csak elhanyagolhatdan kis szén- és energiaforrdst jelent az érintett mikroorganizmus szdmadra, a f6 komponensek
(elsGdleges szubsztrat) lebontdsdval szolgdltatott szén- és energiaforrashoz viszonyitva.

Lebontisi sebességi dllandé: Egy elsGrendd, vagy pszeudo-elsSrendd kinetikus sebességi llandé, k (nap™), ami
a lebontdsi folyamatok sebességét jelzi. Egymenetes kisérletben k a lappangdsi fazis vége utdn nyert lebontdsi gorbe
kezdeti szakaszabdl kovetkeztethetd.

Felezési id§, t,), (nap): Az elsérendii reakci6 sebességének lefrdsira haszndlt kifejezés. A koncentrici felére
csokkenéséhez szitkséges idSintervallum. A felezési id6 és a lebontdsi sebességi dlland6 a t, , = In2/k egyenlet sze-
rint ardnylik egyméshoz.

Lebontdsos felezési id6, DT, (nap): A bioldgiai lebontdsi vizsgalat eredményének szdmszertisitésére hasznalt
kifejezés. Az a lappangdsi fazist is tartalmazé idintervallum, amely az 50 %-os bioldgiai lebontdsi érték elérésé-
hez sziikséges.

Mennyiségi meghatirozds hatdra (LOD) és a mérhetdségi hatdr (LOQ): A mennyiségi meghatdrozds hatdra
(LOD) az adott anyagnak az a koncentracidja, amely alatt az anyag egyértelmd azonositdsdhoz sziikséges jel nem
kiilonboztethetd meg az analitika hdttérzajatol. A mérhetségi hatdr (LOQ) az adott anyagnak az a koncentréci-
6ja, amely alatt a koncentrdcié nem hatdrozhaté meg elfogadhaté pontossaggal.

Oldott szerves széntartalom (DOC): A vizminta szerves széntartalménak az a része, amely nem tdvolithat6 el
meghatérozott fazis szétvalasztssal (pl. 15 percig tart6 40 000 ms -es centrifugaldssal vagy 0,2 — 0,45 pm péru-
satmérdji membrdnon keresztil torténg sziiréssel).

Teljes szerves '*C aktivitds (TOA): A szerves széntartalomhoz tartoz6 teljes '*C aktivitds.
Oldott szerves '*C aktivitds (DOA): Az oldott szerves széntartalomhoz tartozé teljes '*C aktivitas.

Szemcsés szerves '*C aktivitds (POA): A szemcsés szerves széntartalomhoz tartozd teljes '*C aktivitds.

A VIZSGALAT ALKALMAZHATOSAGA

Ez a szimuldcids vizsgélat kis koncentracioban alkalmazott nem illékony, vagy kis mértékben illékony szerves
anyagok vizsgdlatdra alkalmas. A 1égkor felé nyitott (pl. vattadugdval lezdrt) lombikok alkalmazdsa mellett a gya-
korlatban az 1 Pa-m’/mol-nal (kb. 10~ atm'm’/mol) kisebb Henry-4lland6ja anyagok tekintheték nem illékony-
nak. A g6ztérrel rendelkezd zdrt lombikok esetében a kis mértékben illékony anyagok (Henry-dllandéjuk
<100 Pa-m’/mol vagy < 107> atm'm’/mol) is vizsgdlhatéak anélkiil, hogy anyagveszteség 1épne fel. A megfelels
ovintézkedések elhagyasa esetén a ' *C-jelslt anyag elvesztése léphet fel, amikor a CO, eltdvozik a rendszerbél. llyen
esetekben sziikséges lehet a CO, visszatartdsa egy belsG lig abszorbenssel, vagy egy kiilsé abszorbens rendszerrel
(direkt '*CO, meghatdrozds; lasd 3. melléklet). A biolégiai lebontdsi kinetika meghatdrozdsihoz a vizsgalati anyag
vizben valé oldhat6sdg szakirodalmi értékei jelentGsen magasabbak lehetnek, mint a vizsgdlati anyag természetes
vizben valé oldhat6sdga. Lehet&ség van arra is, hogy a vizben kiilonosen gyengén oldddé vizsgélati anyagok old-
hatésdgdt megéllapitsuk a vizsgalt természetes vizek alkalmazdsdval.

A bioldgiai lebontdst szimuldlé médszer haszndlhaté mind durva részecskéktSl mentes viz (,nyilt vizi vizsgalat”),
mind pedig olyan zavaros felszini vizek esetében, amelyek pl. a viz/iiledék hatdrfelilethez kozel fordulhatnak el§
(wlebeg6-iiledék vizsgdlat”).
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A VIZSGALAT ALAPELVE

A vizsgdlatot egy adagban hajtjak végre, vagy csak felszini vizben inkubdlva a vizsgdlati anyagot (,nyilt vizi vizs-
gélat”), vagy 0,01-1 g/l szdraztomeg( lebeg§ szilard anyaggal[iilledékkel kiegészitett felszini vizben inkubélva a
vizsgdlati anyagot (lebegd iiledék vizsgalat). Ez utobbi médszer szimuldlja a lebeg szilard anyagot vagy felkavart
tiledéket tartalmazo viztestet. A lebegd szildrd anyag/iledék ilyen koncentracié-intervallumanak alsé tartoménya
jellemzd a legtobb felszini vizre. A vizsgélati lombikok inkubéldsa aerob koriilmények kozott, razatva, kornyezeti
hémérsékleten, sotétben torténik. A lebontdsos kinetika meghatdrozdsihoz legaldbb két kiilonboz6
vizsgélatianyag-koncentraci6 alkalmazdsa sziikséges. A koncentracioknak 6tos-tizes szorzofaktorral kell eltérniiik
egymastol, és a kornyezetben vdrhaté koncentricidtartomanyt kell mutatniuk. A vizsgalati anyag maximalis
koncentracidja nem lépheti tdl a 100 pg[l-t, de 10 pg/l alatti, vagy még kisebb tesztkoncentracidkat részesitenek
el6nyben annak biztositdsdhoz, hogy a bioldgiai lebontds valéban elsérendii kinetikdt kovessen. A minimdlis kon-
centrdcid nem lehet t6bb 10 pg/l-nél, de az 1-2 pg/l, vagy az 1 pg[l-nél kisebb a legelényosebb. Normdl esetben az
ilyen alacsony koncentréciok megfelels analizise a kereskedelmi forgalombdl beszerezhetd ' *C-jelzett anyagokkal
pontossdgli mérése abban az esetben, ha a vizsgalati anyag bemérési koncentraciéja < 100 pg/l (ldsd az 1.7.2. pont
mdsodik bekezdését). A {6 transzformdciés termék azonositdsdhoz és mennyiségi meghatdrozdsihoz, illetve ha
nem 4&ll rendelkezésre alacsony mennyiségi meghatdrozdsi hatdrral biré specifikus analitikai modszer, a vizsgdlati
anyag magas koncentrici6ban is alkalmazhat6 (> 100 ug/l és néha > 1 mg/l). llyen esetekben a kapott eredmények
nem hasznalhatdak az els6rendii lebontdsi sebességi dllandé és a felezési id§ szdmitdséhoz, hiszen a lebontds valé-
szintileg nem elsGrendd kinetikdt kovet.

A lebontds nyomon kovetése megfelel§ id6pontokban mért maradé '*C koncentrdcié mérésével, vagy specifikus
kula legstabilabb részének '*C-jel6lése biztositja a teljes mineralizécié értékének meghatdrozasat, mig a molekula
kevésbé stabil részének jelolése, valamint a specifikus vizsgdlat hasznélata teszi lehetdvé az els6dleges bioldgiai
lebontds mértékének becslését. Mindamellett a legstabilabb rész nem feltétleniil foglalja magdban a molekula vonat-
koz6 funkcids csoportjat (ami egy specidlis tulajdonsaggal, pl. toxicitdssal, bioakkumuldciéval stb. lehet kapcsola-
tos). Ebben az esetben célszerd lehet olyan vizsgdlati anyag alkalmazdsa, amely a funkcionlis részen '*Cjeldlt,
hogy az adott tulajdonsdg megsziinése kovethetévé valjon.

INFORMAECIOK A VIZSGALATI ANYAGROL

Radioaktivan jeldlt és nem jeldlt anyagok egyarant haszndlhatéak a vizsgédlat sordn. Ajanlott a '*C-jel6léses tech-
nika. A jelolésnek normal esetben a molekula legstabilabb részét kell érintenie (ldsd az 1.4. szakaszt is). Egynél tobb
aromds gyfirfit tartalmazé anyagok esetében célszeri minden gytir(i egy vagy tobb szénatomjanak '*C-jelolése.
Emellett javasolt a kapcsolddd, konnyen lebonthaté csoportok mindkét oldaldn egy vagy tobb szénatom jelolése
is. A vizsgélati anyag kémiai és/vagy radiokémiai tisztasdganak > 95 %-nak kell lennie. Radioaktivan jel6lt anyagok
esetében javasolt a kb. 50 pCi/mg (1,85 MBq), vagy még nagyobb specifikus aktivitds, ami megkdnnyiti a '*C

rendelkezni:

vizben valé oldhatdsig [A.6. modszer],

- szerves old6szer(ek)ben val6 oldhat6sdg (olddszerrel egyiitt alkalmazott, vagy vizben rosszul old6dé anyagok),

- disszocidcios dllandé (pKa), amennyiben az anyag hajlamos a protonalddasra, illetve deprotondléddsra [OECD
TG 112] (5),

- g6znyomds [A.4 mébdszer] és Henry-dllando,

kémiai stabilitds vizben és sotétben (hidrolizis) [C.7. mddszer].

Amennyiben vizben rosszul old6dé anyagot vizsgdlunk tengervizben, hasznos tudni a kisézasi dllandét (vagy
LSetschenow-dlland6t”) K°, amely a log (S/S') = K° C,,, egyenletbd] fejezhetd ki, ahol S és S’ az anyag oldhatdsdga
édes-, illetve tengervizben és C,,, a moldris s6koncentracié értéke.

Ha a vizsgalatokat ,lebeg tiledék vizsgdlatként” végezziik el, az aldbbi informdciokkal kell rendelkezni:

- n-oktanol/viz megoszldsi egyiitthat6 [A.8. mddszer],

- adszorpciods egyiitthat6 [C.18. mddszer].
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Tovébbi fontos adatok lehetnek:

- avizsgdlati anyag kornyezeti koncentrdcidja, ha ez ismert, vagy becsiilt,

- avizsgdlati anyag mikroorganizmusokra gyakorolt toxicitdsa [C.11. médszer],

- gyors ésfvagy inherens lebonthat6sdgdrél [C.4 A-F, C.12, C.9, OECD TG 302 (5) mddszerek],

- aerob vagy anaerob lebonthatdsdg a talaj és iiledék/viz transzformdcios kisérletekben [C.23., C.24. mddszer].

REFERENCIAANYAG

Referenciaanyagként célszerd egy aerob koriilmények kozott konnyen lebonthaté anyagot (pl. anilin, vagy ndtrium-
benzoét) hasznélni. Az anilin és ndtrium-benzodt lebontdsdnak varhat6 idStartama rendszerint kevesebb mint 2
hét. A referenciaanyag hasznélatdval megbizonyosodhatunk arrél, hogy a mikrobidlis aktivitds a tesztvizben bizo-
nyos hatdrokon belill mozog, azaz, hogy a vizminta tartalmazz aktiv mikrobidlis populaciot.

MINGSEGI KRITERIUMOK

Visszanyerés (recovery)

Kézvetleniil a vizsgdlati anyag hozzdaddsa utdn minden egyes kiinduldsi vizsgalati koncentraciot '*C aktivitdsmé-
réssel, vagy nem jelolt anyag esetén kémiai analizissel ellendrizni kell legaldbb ellenmintdban. Ez informaciéval
szolgdl az analitikai mddszer alkalmazhatdsagardl és ismételhetSségérdl, valamint a vizsgdlati anyag eloszldsdnak
homogenitdsdrol. A késébbi adatkiértékelések sordn célszer a kezdeti '*C aktivitds, vagy vizsgdlatianyag-
koncentracio adattal szdmolni a névleges koncentrdci6 helyett, hiszen a szorpcié miatti veszteségek és az adago-
l4si hibdk ezdltal kompenzalhatéak. ' *C-jelslt vizsgdlati anyag esetében a kisérlet végén torténd visszanyerés értékét
tomegkiegyenlitéssel adjak meg (ldsd 1.8.9.4. pont utolsé bekezdése). Idedlis esetben a radioaktivan jeldlt izotop
tomegkiegyenlitése 90 és 110 % kozotti tartomdnyban mozog, mig a nem jelolt vizsgédlati anyag esetében a pon-
tos analitikdnak 70-110 % kozotti kezdeti visszanyerést kell eredményeznie. Ezeket a szimokat mint elérendd cél-
tartomdnyokat, és nem mint a vizsgalat elfogadhatésagi kritériumait kell kezelni. Az analizis megbizhatdsagat
vélaszthatéan a kiinduldsindl kisebb vizsgalatianyag-koncentraciora, vagy a {6 transzformacids termékekre is meg
lehet hatdrozni.

Az analitikai médszer ismételhetGsége és érzékenysége

A vizsgélati anyag és a transzformacids termékek mennyiségi meghatdrozasahoz az analitikai médszer ismételhe-
tGségét (a kiinduldsi kivonds hatékonysagit is beleértve), amennyiben sziikséges, a felszini vizminta 5 fiiggetlen
kivonatdnak analizisével kell ellendrizni.

Az analitikai médszernek a vizsgdlati anyagra és a transzformdcids termékekre vonatkozé mennyiségi meghata-
rozdsi hatdra (LOD) a tesztrendszerben alkalmazott kiinduldsi mennyiség legaldbb 1 %-a legyen. A mérhetGségi
hatdrnak (LOQ) az alkalmazott koncentrdcié 10 %-dval egyenlSnek, vagy anndl kevesebbnek kell lennie. Szdmos
szerves anyag és transzformdcids termékeik kémiai analizise gyakran megkivanja a vizsgélati anyag viszonylag
magas koncentracijanak (azaz > 100 pg/l) alkalmazdsat.

A VIZSGALATI MODSZER LERASA

Eszkozok

A vizsgélatok megfelel§ térfogatti (pl. 0,5 vagy 1,0 literes), szilikon-, vagy gumidugéval lezart kip, vagy henger
alaki lombikokban, illetve CO,-biztos tetGvel (pl. butilgumi-szeptum) elldtott szérumlombikokban végezhetGek.
A vizsgélat megvalésitdsinak mésik modja, ha nagyszdmu lombikot haszndlunk és minden mintavételi id6pont-
ban legaldbb kétszer feldolgozzuk a lombikok teljes tartalmat (ldsd az 1.8.9.1. pont utolsé bekezdését). Radioak-
tivan nem jelolt, nem illékony vizsgélati anyagok esetében gdzbiztos dugdk vagy fedelek nem sziikségesek, a
kiviilrd] torténd beszennyezédéstsl megovod laza vattadugdk megfelelGek (lasd az 1.8.9.1. pont mdsodik bekezdé-
sét). A kis mértékben illékony anyagok tesztelését biométer-tipust rendszerekben végezhetjiik, a vizfdzis Gvatos
kevertetése mellett. A felhaszndldsukat megel6z8en hdvel vagy autoklavozassal a laboreszkozok sterilizdlhatbak,
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igy a bakteridlis beszennyez8désiik kizdrhaté. Ezek mellett az alabbi dltalinos laboreszk6zok keriilnek
felhaszndldsra:

- rdz0gép vagy magneses keverd a tesztlombikok folyamatos kevertetéséhez,
- centrifuga,

- pH méré,

- turbiditdsmérd a zavarossdg mértékének meghatdrozdsara,

- hevitékemence vagy mikrohullimd siit8 a szdraz tomeg meghatrozdsara,
- membransz{ir§ appardtus,

- autokldv vagy hélégsterilizal6 az iivegeszkozok sterilizaldsahoz,

- 1C4eldlt anyagokkal végzett munkdhoz szitkséges felszerelés,

- mfszer a *C-activitds megkotott CO,-t tartalmazo oldatmintakbol, vagy szitkség esetén iiledékmintakbdl tor-
téné mennyiségi meghatdrozdsihoz,

- specifikus kémiai analizis alkalmazdsa esetén a vizsgdlati anyag (és a referenciaanyag) méréséhez sziikséges
analitikai berendezés (pl. gdzkromatograf, nagynyomdsu folyadékkromatograf).

A vizsgdlati anyag torzsoldatai

A vizsgilat- és referenciaanyag torzsoldatainak elkészitéséhez ioncserélt vizet haszndlunk (ldsd az 1.8.7. pont elsé
bekezdését). Az ioncserélt viznek a mikroorganizmusokra toxikus anyagoktél mentesnek kell lennie, és oldott szer-
ves széntartalma (DOC) nem lehet tobb 1 mg/l-nél (6).

A felszini vizminta begyfijtése és szillitisa

A felszini vizminta vételére szolgdlé mintavételi helyet mindenkor a vizsgélat céljainak megfelelGen kell kivalasz-
tani. A mintavételi hely kivdlasztdsakor figyelembe kell venni a mezégazdasagi, az ipari és a hdztartdsi eredetd
korabbi hatdsokat. Amennyiben ismeretes, hogy az elmult négy évben a vizbazis a vizsgdlati anyaggal, vagy annak
szerkezeti analdgjaival szennyez8dott, akkor tesztviz vételére nem hasznalhat6, hacsak a vizsgalatot végzének nem
kifejezetten az a célja, hogy kordbban szennyezett teriileten vizsgdlja a lebontdsi sebességét. A viz pH-jat és h6mér-
sékletét a mintavételi helyszinen kell megmérni. Tovébbd fel kell jegyezni a mintavétel mélységét és a vizminta 4lla-
gdt is (szin és zavarossdg) (ldsd 3. pont). Az aerob koriilmények jelenlétének bizonyitdsdhoz — hacsak ez mdr a
teriileten végzett el6z6 kisérletek és azok eredményei alapjdn, valamint a kiils6 megjelenés alapjan nyilvdnvaldan
el nem donthets — a viz és az iiledék felszini rétege oxigén-koncentracidjanak ésjvagy redoxpotencidljdnak mérése
is sziikséges. A felszini vizet alaposan kitisztitott edényben szdllitsuk. A szllitds sordn a minta h6mérséklete jelen-
t6sen nem haladhatja meg a vizsgdlat h6mérsékletét. Ha a szdllitds 2—3 6randl hosszabb id6t vesz igénybe, a min-
tat ajanlatos 4 °C-ra htiteni. A vizminta fagyasztésa tilos.

A felszini vizminta tdroldsa és el6készitése

A vizsgilatot célszerti a mintavételt kvets egy napon belil elvégezni. Ha sziikséges a minta tdroldsa, a tdrolds id6-
tartamdt minimalizdlni kell, és semmilyen koriilmények kozott sem szabad 4 hétnél tovabb tdrolni. A felhasznd-
ldsig a vizmintdt levegGztetés mellett tartsuk 4 °C-on. A felhaszndlds el6tt tavolitsuk el a durva részecskéket (pl. kb.
100 pm pérusméretti nylon sz{irén vagy durva sziirGpapiron torténd atsztiréssel, vagy iilepitéssel).

Uledékkel kiegészitett vizminta el6készitése (vélaszthato)

A lebeggiiledékes iszap vizsgdlathoz (a durva részecskéktdl az 1.8.4. pontban leirtak szerint sztiréssel megszaba-
ditott) természetes vizmintat tartalmazé lombikokba juttassunk felszini iiledéket, hogy szuszpenziét kapjunk. A
lebegd szildrd anyag koncentrdcidjanak 0,01 és 1 g/l kozottinek kell lennie. A felszini tiledéknek a vizminta kivé-
teli helyérdl kell szdrmaznia. A vizbazis adott kornyezetétdl fiiggden a felszini iiledék lehet nagy szervesszén-
tartalma (2,5-7,5 %) és finom szerkezetd, vagy kis szervesszén-tartalma (0,5-2,5 %) és durva szerkezetd (3). A

felszini tiledék el6készitésekor 4tlatszé mtianyagess segitségével emeljiink ki tobb tiledékdarabot, a mintavétel utdn
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azonnal vagjuk le a felsé aerob réteget (a felszint6l max. 5 mm-es mélységig), és egyesitsiik ezeket. Az igy kapott
iiledéket nagy légtert edényben kell szdllitani, hogy az iiledék aerob koriilmények kozott maradjon (ha a szdllitdsi
id6 2-3 6réndl tobb, hiitsitk 4 °C-ra). Az tiledékmintdbdl 10-szeres mennyiség(i vizzel készitsiink szuszpenzidt, és
a felhasznéldsig levegGztetés mellett 4 °C-on tartsuk. Ha szitkséges az iiledék téroldsa, a tdrolds idGtartamdt mini-
malizélni kell, és semmilyen koriilmények kozott sem szabad 4 hétnél tovabb térolni.

Félfolyamatos eljirds (opciondlis)

Ha hosszt vdrakozasi id6nek kell eltelnie azel6tt, hogy a vizsgélati anyag szignifikins mértékd lebontdsat lehetne
mérni, akkor hosszabb inkubdcidra (t6bb hénap) lehet szitkség. Ha ez az anyag kordbbi vizsgdlatai alapjan ismert,
akkor a vizsgélat félfolyamatos eljdrdssal kezdhetd, ami lehetévé teszi a tesztviz vagy szuszpenzi6 egy részének id6-
16l idGre torténd kicserélését (lasd 2. melléklet). Mdsik megolddsként a szokdsos egymenetes vizsgdlat dtalakithatd
félfolyamatos vizsgélattd, ha a vizsgalati anyagnal az egymenetes eljardssal kortilbeliil 60 nap alatt sem tapaszta-
lunk lebontdst (ldsd az 1.8.8.3. pont masodik bekezdése).

A vizsgilati anyag (vagy referenciaanyag) bejuttatdsa a rendszerbe

A vizben jél old6dé (> 1 mg]l) és kis illékonysdgt (Henry-dllandé < 1 Pa-m’/mol vagy < 10~ atm'm’/mdl) anya-
gokbdl ioncserélt vizzel (ldsd 1.8.2. pont) torzsoldat készithetd. Ebbél megfelel§ mennyiséget a tesztedényekbe jut-
tatva bedllithatjuk a kivint koncentraciokat. A hozzdadott torzsoldat térfogatdt a gyakorlatilag lehetséges minimum
szinten kell tartani (ha lehetséges, a végsé folyadéktérfogat 10 %-a alatt). Egy mdsik lehetséges mddszer a vizsgélati
anyag felolddsa nagyobb térfogati tesztvizben, ami a szerves olddszer hasznalatdnak alternativdjaként tekinthetd.

Ha ez elkeriilhetetlen, a vizben rosszul oldodé nem illékony anyagok torzsoldatait illékony szerves olddszer
felhaszndldsaval is el6dllithatjuk, de a tesztrendszerbe juttatott oldészer mennyisége nem lépheti til az 1 tf %-ot,
és nem lehet kdros hatdsa a mikrobds aktivitdsra, vagy a vizsgalati anyag stabilitdséra a vizes oldatban. Az oldé-
szert annyira ki kell Gizni az oldatbdl, hogy lehet6leg csak nagyon kis mennyiségben maradjon, ami mdr jelentds
mértékben nem emeli a tesztviz vagy szuszpenzié DOC koncentracidjat. Ezt anyagspecifikus analizissel, vagy ha
lehetséges DOC analizissel kell ellendrizni (6). Figyelmet kell forditani arra, hogy a bejuttatott olddszer mennyisé-
gét az abszolut szitkséges mennyiségre korldtozzuk, és biztositani kell, hogy a vizsgalati anyag feloldodhasson a
tesztviz végleges térfogatdban. A vizsgdlati anyagnak a reakciéedényekbe torténd bejuttatdsdra szolgalé mds mod-
szereket a (7) és (8) referencia tartalmazza. Abban az esetben, ha a vizsgilati anyaghoz szerves olddszert adunk,
tesztvizes (mds adalék nélkiili) olddszer-kontrollt és referencia szubsztrat-kontrollt is alkalmazni kell. Ez utobbit
hasonléan kezeljik, mint a vivGoldészerben oldott vizsgdlati anyaggal kiegészitett aktiv tesztedényeket. Az
oldészer-kontrollok célja, hogy megvizsgdljuk a szolvens dltal okozott, a mikrobapopuldciéra gyakorolt lehetsé-
ges gatlé hatdst, amit a referenciaanyag lebontdsi kinetikdja jelez el6re.

Tesztkoriilmények

Teszthdmérséklet

Az inkubdcidnak sotétben vagy szort fényben, kontrolldlt hémérsékleten ( 2 °C) kell torténnie, amely lehet terepi
hémérséklet vagy 20-25 °C-os szobahSmérséklet. A terepi hémérséklet a minta mintavételkor mért tényleges
hémérséklete, vagy a mintavételi hely dtlagos terepi hdmérséklete.

Kevertetés

A kevertetés a folyamatos rézatds vagy keverés révén gondoskodik a részecskék és a mikrobdk szuszpenziban tar-
tasardl. A kevertetés elGsegiti a gaztérbdl az oxigén bejutdsat a folyadékfazisba, ezdltal az aerob koriilmények meg-
felel6 moédon fenntarthat6ak. Helyezziik a lombikokat a rdz6gépbe (kb. 100 rpm-es kevertetés) vagy haszndljunk
mdgneses keverdt. A kevertetésnek folyamatosnak kell lennie. Mindazonéltal a rdzatdsnak vagy a keverésnek a
homogén szuszpenzid fenntartdsa mellett a lehetd legenyhébbnek kell lennie.
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1.8.9.1.

1.8.9.2.

A vizsgdlat idGtartama

A vizsgdlat id6tartama altaldnos esetben nem 1épi til a 60 napot, hacsak a félfolyamatos eljdrds szerint a vizsgélati
szuszpenziot id6rdl idére nem cseréljiik (ldsd a 1.8.6. pontot és a 2. mellékletet). Az egymenetes vizsgélati peri6-
dus is kiterjeszthetd azonban maximum 90 napra, ha a vizsgélati anyag lebontdsa az elsé 60 napon beliil meg-
kezd6dott. A lebontas rendszeres id6kdzonkénti nyomon kovetése a visszamaradé '*C aktivitds, vagy a kibocsatott
1%CO, (l4sd 1.8.9.4. pont) mérésével és|vagy a kémiai analizissel (ldsd 1.8.9.5. pont) térténik. A lebontési folyamat
értékelhetéségéhez az inkubdcids id6nek megfelelSen hossztnak kell lennie. A lebontds mértékének lehetSleg 50 %
felett kell lennie, lassan bomlé anyagoknal a lebontds mértékének megfelelének (normdlis esetben 20 % feletti
lebontds) kell lennie ahhoz, hogy biztositsa a kinetikus lebontdsos sebességi dllandé becsiilhetSségét.

A vizsgdlati rendszerben a pH-t és az oxigénkoncentracidt rendszeresen mérni kell, hacsak az ugyanarrdl a terii-
letrdl szarmazé viz- és iiledékmintdkkal végzett hasonlé vizsgalatokbol lesztirhetd tapasztalatok ezt sziikségte-
lenné nem teszik. Bizonyos kériilmények kozott a vizben vagy iiledékben sokkal nagyobb koncentrdciéban jelen
1év§ elsGdleges szubsztratok metabolizmusa elegendd CO,-termel3dést és oxigénfogydst eredményez ahhoz, hogy
a vizsgélat sordn a kisérleti koriilmények jelentGsen megvéltozzanak.

Kisérleti eljirds

A lombikok el6készitése nyilt vizi vizsgdlathoz

Juttassunk megfelel§ mennyiségii tesztvizet a tesztlombikokba, a lombikokat térfogatuk kb. harmaddig toltve, de
legalabb kb. 100 ml tesztvizet toltve beléjitk. Tobb lombik hasznélata esetén (ami lehet6vé teszi a lombik teljes tar-
talmdnak feldolgozdsat minden mintavételi id6pontban) is kb. 100 ml a kivant tesztviz-mennyiség, mivel a kis min-
tatérfogatok hatdssal lehetnek a lappangdsi fazis hosszdra. A vizsgdlati anyag torzsoldatbdl torténd bejuttatdsa az
1.8.2. és 1.8.7. pontokban leirtak szerint torténik. Hogy a lebontdsi kinetika meghatdrozdsa és a kinetikus lebon-
tdsos sebességi dllandd szdmithatovd vdljon, a vizsgélati anyagot legalabb két, egymadstdl 6tos-tizes szorzofaktorral
eltérd koncentracioban kell hasznalni. Mindegyik valasztott koncentraciénak 100 ug/l-nél kisebbnek kell lennie,
lehetdleg a < 1-10 pg/l tartomanyban.

Zarjuk le a lombikokat a levegd és CO, szdmdra dthatolhatatlan dugdkkal vagy fedelekkel. '*C izotéppal nem jelolt
nem-illékony vizsgélati anyagok esetében elegendd laza vattadugdkat haszndlni a 1égkorbél érkezd szennyezések
elkeriilésére (lasd 1.8.1. pont), feltéve hogy az 6sszes {6 transzformdcios termék ismerten nem illékony, és indirekt
CO, meghatdrozast (lasd 3. melléklet) alkalmazunk.

Inkubdljuk a lombikokat a vélasztott hémérsékleten (ldsd 1.8.8.1. pont). Kiilonitsiink el mintdkat a kémiai anali-
zishez vagy a '*C méréshez a vizsgalat kezdetén (azaz miel6tt a bioldgiai lebontds megindulna; 1.7.1. pont), majd
végig a vizsgélat folyaman megfelel§ id6kozonként. A mintavétel torténhet tigy, hogy minden parhuzamosbdl kis
mennyiségli mintdt (pl. 5 ml-es alikvétok) vesziink, vagy minden egyes mintavételi id6pontban feldolgozhatjuk tel-
jes lombikok tartalmdt. A vizsgdlati anyag mineralizdcidjat meghatdrozhatjuk indirekt és direkt médon is (ldsd 3.
melléklet). A sebességi dllandé megbizhat6 becsléséhez dltaldban legaldbb 6t mintavételi pont sziikséges a lebon-
tdsi fazisban (azaz a lappangdsi fazist kovetSen), hacsak nem igazolhatd, hogy hirom mérési pont elégséges a gyor-
san boml6 anyagok esetében. Lassan bomld anyagoknal a lebontésos fézisban tobb mérés is konnyen kivitelezhetd,
ennek kovetkeztében a k szamitdsdhoz tobb adatpontot hasznalhatunk. Mivel a bioldgiai lebontds sebessége eltérd,
egy fix mintavételi iitemterv nem hatdrozhaté meg, bar ha a lebontds lassti heti egy mintavétel elvégzése ajanlatos.
Ha a vizsgdlati anyag lebontdsa gyors, az els6 harom napban napi egy mintat, majd ezt kvetSen két-hdromnaponta
egy mintdt kell venni. Bizonyos koriilmények kozott (példaul gyorsan hidrolizalé anyagok esetében) 6rankénti min-
tavételre is sziikség lehet. A vizsgédlat megkezdése el6tt ajénlott elgvizsgalatok lefolytatdsa a mintavételi interval-
lumok meghatdrozdsdra. Ha a mintdkat tovabbi specifikus analizisnek is ald kell vetni, akkor tandcsos tobb mintat
venni, majd az analizdlandokat a kisérlet végén, a visszafelé mérés stratégidjit alkalmazva (azaz az utoljdra levett
mintdkat analizdljuk el6szor) kivalasztani (a mintdk tdrolds kozbeni stabilitdsdra vonatkozé Gtmutatét ldsd az
1.8.9.5. pont masodik bekezdésében).

A lombikok és mintdk szdma
Allitsunk be megfelelé szama tesztlombikot, hogy rendelkezésre alljanak a kovetezGk:

- minden egyes vizsgalati anyag-koncentraciohoz legaldbb két parhuzamos (lehetéleg legaldbb 3), vagy min-
den egyes koncentracidhoz szdmos tesztlombik, ha minden mintavételkor teljes lombikok tartalmanak fel-
dolgozisa torténik (Fr-vel jelolve),

- tesztlombikok az tomegkiegyenlités-kalkuldcidhoz legaldbb két parhuzamosban minden egyes tesztkoncent-
raci6hoz (Fyr-mel jelolve),
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- vizsgélati anyag nélkiili vak kontroll; legaldbb egy, csak tesztvizet tartalmazé tesztlombik (Fz-mel jelolve),

- referenciakontroll; a referenciaanyagot (pl. anilin vagy ndtrium-benzodt) tartalmazé tesztlombikok két par-
huzamosban (F.-vel jel6lve). A referenciakontroll célja a mikrobidlis aktivitds minimumaénak ellen6rzése. Ha
lehetséges, radioaktivan jel6lt referenciaanyag is haszndlhat6, még akkor is, ha a vizsgdlati anyag lebontdsét
kémiai analizissel kovetjiik,

- steril kontroll; egy-két sterilizalt tesztvizet tartalmazé lombik az abiotikus lebontds, vagy a vizsgdlati anyag
mds, nem bioldgiai eredetd elvesztésének vizsgélatidhoz (F-sel jelolve). A bioldgiai aktivitds ledllithaté a teszt-
viz autokldvozdsaval (121 °C; 20 perc), mérgez8 anyag hozzdaddsdval (pl. 10-20 g/l ndtrium-azid (NaN3),
100 mg/1 higany-klorid (HgCl,), vagy 100 mg/l formalin), vagy gammasugdrzassal. HgCl, hasznalata esetén
ezeket mint veszélyes hulladékot kell drtalmatlanitani. Nagy mennyiségben alkalmazott vizes iiledékeknél a
steril koriilményeket nem konnyi kialakitani, ebben az esetben ismételt (pl. hdromszori) autokldvozds java-
solt. Figyelembe kell venni, hogy az autokldvozds hatdsdra az iiledék szorpci6s tulajdonsdgai megvéltozhatnak,

- tesztvizet, referenciaanyagot és tesztvizet tartalmazé oldészer kontrollok; azonos mennyiség(i olddszerrel és
a vizsgélati anyag alkalmazdsdval megegyez8 médon el8illitott lombikok két parhuzamosban. Ennek célja az
oldészer esetleges gatl6 hatdsdnak megéllapitdsa a referenciaanyag lebontdsdnak meghatdrozdsan keresztiil.

A vizsgdlat megtervezése sordn a vizsgélatot kivitelezé személynek fontolora kell vennie, hogy szdmara inkdbb a
nagyobb szdm kisérleti ismétlés, vagy ezzel szemben a nagyobb szdmu mintavétel a fontosabb. A szitkséges lom-
bikok pontos szdma a lebontds mérésére szolgalé modszertdl fiigg (lasd az 1.8.9.1. pont harmadik bekezdését; az
1.8.9.4. pontot és a 3. mellékletet).

Minden mintavételi id6pontban minden lombikbdl két mintat (pl. 5ml-es alikvotokat) kell venni. Ha szdmos lom-
bik hasznélatos, hogy teljes lombikok tartalmat fel lehessen dolgozni, akkor minden mintavételi id6pontban leg-
alabb két lombikot kell feldldozni (ldsd az 1.8.9.1. pont elsd bekezdését).

Lombikok el6készitése lebegd iiledék vizsgdlathoz [vdlaszthatd]

Ha sziikséges, juttassunk megfelel6 mennyiség(i tesztvizet és iiledéket a tesztedényekbe (ldsd 1.8.5. pont). A lom-
bikoknak a lebegd iiledék vizsgilathoz torténd el6készitése megegyezik a nyilt vizi vizsgélatndl lefrtakkal (ldsd
1.8.9.1. és 1.8.9.2. pontok). Haszndljunk inkdbb szérumpalackokat vagy hasonlé alakd lombikokat. Helyezziik a
lezért lombikokat vizszintesen a razégépbe. A nem '*C-jelslt, nem-illékony anyagokat tartalmazé nyitott lombi-
kokat nyilvdnvaléan fiigg6legesen kell elhelyezni, ebben az esetben magneses keverés, vagy iiveggel bevont mag-
nesrudak haszndlata ajanlott. Ha szitkséges, a megfelel§ aerob koriilmények eléréséhez levegGztessik a
reakcidedényeket.

Radiokémai mérések

A képz6ds '*CO, mérhetd indirekt, vagy direkt médon (lasd 3. melléklet). Az indirekt '*CO, meghatdrozds a teszt-
viz vagy szuszpenzié kezdeti *CO, aktivitdsinak, és a mintavétel alkalmaval a minta pH 2-3-ra torténd lesavany-
ftasa és a CO, kitizése utdn mért teljes maradé aktivitdsnak a kiilonbsége alapjan torténik. Igy a szervetlen
széntartalom is tdvozik, és a marad6 aktivitds a szerves anyagt6l szarmazik. Ha a vizsgalati anyag dtalakuldsa sordn
illékony f6 transzformécios termék képzddik, az indirekt '*CO, meghatdrozds nem hasznalhaté (l4sd 3. mellék-
let). Amennyiben lehetséges, a '*CO, képz&dését minden egyes mintavételi pontban legaldbb egy lombikban direkt
moédon kell mérni (ldsd 3. melléklet). Ez a mddszer lehet6vé teszi mind az tomegkiegyenlités, mind a biolbgiai
lebontdsi folyamat nyomon kovetését, de hasznalata korldtozott a zart lombikos vizsgalatok esetében.

Ha a vizsgilat sordn a termel6d6 '*CO,-t direkt médon mérjiik, erre a célra a vizsgélat kezdetekor tobb lombikot
kell bedllitani. Ha a vizsgdlati anyagbdl illékony {8 transzformécids termék képzddik, ez a mddszer az ajénlott. A
tobbi tesztlombik tartalmat minden mérési pontban pH 2-3-ra savanyitjuk, és a '*CO,-t belsd vagy kiils§ abszor-
benssel kotjitkk meg (lasd 3. melléklet).

sz

vékonyréteg-kromatografia, RAD-TLC), vagy radiokémiai detekcidval, HPLC (nagynyomdsti folyadékkromatogra-
fia) segitségével is meghatdrozhatjuk.
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Opciondlisan a maradé radioaktivitds (ldsd 1. melléklet), a vizsgalati anyag és a transzformdcios termék fdzisme-
goszlasat is meghatdrozhatjuk.

A vizsgélat végén a tdmegkiegyenlitést direkt '*CO, méréssel kell megéllapitani, olyan fiiggetlen tesztlombikok-
bol, amelyekbdl a vizsgdlat folyamdn nem vettiink mintdkat (ldsd 3. melléklet).

Specifikus kémiai analizis

Ha lehet8ség van érzékeny, specifikus analitikai médszer haszndlatdra, az els6dleges biol6giai lebontds mértéke az
nyiben jelolt vizsgélati anyagot haszndlunk (a teljes mineralizdcié mérésére), a specifikus kémiai analizis ezzel par-
huzamosan elvégezhetd, hasznos tobblet-informdci6val szolgdl, és ellendrizhetjiik vele a médszert. A specifikus
kémiai analizis a vizsgdlati anyag lebontdsa sordn keletkez§ transzformdacids termék mérésére is hasznalhato, és ez
ajanlott is olyan anyagok esetében, amelyek mineralizdcios felezési ideje 60 napnal hosszabb. A vizsgdlati anyag és
a transzformécids termék koncentréciéjt minden mintavételi pontban mérni kell és ki kell értékelni (koncentra-
ciéban vagy szdzalékos formaban). Altalinossigban az alkalmazott koncentrici6 10 %-a <, birmely mintavételi
idépontban kimutathaté transzformdacids termékeket azonositani kell, hacsak nincs mds értelm ésszert indoklds.
A kisérlet sordn folyamatosan emelkedd koncentraciban jelen 1év6 transzformécios termékek azonositdsat is meg
kell fontolni, még akkor is, ha ezek nem érik el a fenti hatdrt, mivel ez a lebontdssal szembeni ellendlloképességet
jelezhet. Ha a vizsgdlati anyag gyors abiotikus lebontésa lehetségesnek ttinik (pl. hidrolizis), akkor fontoléra kell
venni a transzformécids termékek analizisét a steril kontrollokban. A transzformdcids termékek mennyiségi és
mindségi meghatdrozdsat az adott esetben kell eldonteni, és az indokldsokkal egyiitt a kiértékelésben kozzétenni.
A szerves oldészerrel végzett extrakeids technikdkat a megfeleld analitikai modszer elSirdsai alapjan kell elvégezni.

Minden mintdt 2 és 4 °C kozott, légmentesen kell tdrolni, ha az analizis 24 6rdn belil megtorténik (ajanlott).
Hosszabb tdroldsndl a mintdkat — 18 °C ald kell fagyasztani, vagy kémiai mddszerrel tartdsitani kell. Utobbi méod-
szerhez a savanyitds nem javasolt, hiszen ezek a mintdk instabilak lehetnek. Ha a mintdkat 24 6ran beliil nem ana-
lizaljdk és hosszabb tdroldsra keriilnek, akkor egy téroldsi stabilitds-vizsgdlatot kell kapcsolni a kisérlethez, hogy a
vizsgalt vegyiiletek kémiai stabilitdsa — 18 °C alatt vagy tartésitott dllapotban demonstralhatd legyen. Olddszeres
extrakcios vagy szildrd fazist extrakcios (SPE) 1épést is magdban foglalé analitikai médszereknél az extrakeiot azon-
nal a mintavétel utdn, vagy a fagyasztott minta maximum 24 6rdig tart6 tdroldsa utdn el kell végezni.

Az analitikai mddszer érzékenységének fiiggvényében a pont 16. sordban jelzetteknél nagyobb mintatérfogatok
lehetnek sziikségesek. A vizsgdlat konnyedén kivitelezhetd 2-3 literes lombikokban egy literes teszttérfogatokkal,
amely lehet6vé teszi kb. 100 ml minta levételét.

ADATOK ES DOKUMENTALASUK

AZ EREDMENYEK KEZELESE

Az adatok dbrazoldsa

Kerekitsitk a mintavételi idSpontokat egész érdkra (hacsak az anyag lényeges mértékd lebontdsa nem percek kér-
dése), de ne egész napokra. Abrézoljuk a vizsgdlati anyag becsiilt maradé aktivitdsat (**C-jelélt anyagok esetében),
vagy maradé koncentrici6jat (nem jelolt anyagok esetében) az id6 fiiggvényében mind linedris, mind fél-
logaritmikus skaldn (ldsd 1a., 1b. dbra). Ha lebontds jatszddik le, hasonlitsuk 6ssze az Fr lombikok eredményeit az
Fs lombikokéval. Ha a vizsgdlati anyagos lombikok (F;) eredményeinek dtlaga kevesebb mint 10 %-kal tér el a ste-
ril lombikokétdl (Fs), akkor megallapithatd, hogy a tapasztalt lebontds alapveten abiotikus. Amennyiben az Fg
lombikokban a lebontds kisebb mértékd, az értékekkel korrigdljuk az F;. lombikoknal kapott értékeket (kivonds-
sal), hogy becsiilni tudjuk a bioldgiai lebontds mértékét. Ha a {6 transzformadcios termékek vélaszthat6 analizisét
elvégeztiik, akkor ezek keletkezését és fogydsdt is dbrdzolni kell a vizsgélati anyag fogyasa mellett.
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Hatdrozzuk meg a lappangidsi fazis t; hosszat a lebontdsi gorbébdl (fél-logaritmikus dbrazolds) gy, hogy extrapo-
laljuk ennek linedris részét a zérd lebontdsig, vagy tigy, hogy meghatdrozzuk a 10 %-os lebontdshoz sziikséges id6t
(lasd 1a., 1b. dbra). A fél-logaritmikus abrdbol becsiiljiik meg az els6rendd sebességi llandét (k) és standard hiba-
jat az idé fiiggvényében felvett In (maradé '*C aktivitds vagy vizsgélati anyag-koncentraci) linedris regresszi6ja-
bol. Féleg a '*C méréseknél csak a gorbének lappangdsi fazis vége utdni kezdeti linedris szakaszat hasznaljuk, és a
kivédlasztdsnal a kisszamt, reprezentativ adatokat részesitsiik elényben a nagyobb szamd, de bizonytalan adatok-
kal szemben. A bizonytalansdg tartalmazza a mért marad6 '“C aktivitdsok javasolt direkt felhasznaldsébol eredd
hibdkat (lasd lent). Ha a lebontds kétfazisa lefutdst kovet, néha fontos lehet két kiillonb6z6 sebességi dllandé szd-
mitdsa. Ebbél a célbol a lebontdsi gorbe két kiilonbozd fazisa definidlhat6. Az ugyanabbdl a lombikbél vett min-
ték esetében a parhuzamosokban minden egyes lombikra szdmitani kell a sebességi dllandét (k) és a felezési id6t
(t,, = In2/k); vagy ha a lombik teljes tartalmdt analizaljuk (ldsd az 1.8.9.2. pont utolsé bekezdése), akkor az ered-
mények dtlagabol. Amikor az els§ modszert haszndljuk, a sebességi dllandot és a felezési id6t megadjuk a parhu-
esetében a lebontdsi gorbe jelentdsen eltérhet az egyenestdl (fél-logaritmikus dbrazolds) és az elsérendd kinetika
érvénytelen lehet. Ennek kovetkeztében a felezési id§ megaddsdnak nincs értelme. Egy limitdlt adattartoményra
azonban hasznélhaté pszeudo-elsérendii kinetika, és a lebontési felezési id6 DT (az 50 %-os lebontdshoz sziik-
séges id) becsiilhets. Ugyanakkor fontos szem el6tt tartani, hogy a lebontds iddtartama a kivalasztott adattarto-
ményon tdl a DT, haszndlatdval nem hatdrozhaté meg, mivel ez az érték csupdn ennek az adatsornak a sajitja. A
statisztikai szdmitdsokat és a gorbeillesztést konnyits segédeszkozok konnyen hozzéférhetdek, és az ilyen tipust
szoftverek alkalmazdsa ajanlott is.

Specifikus kémiai analizis elvégzése esetén hatdrozzuk meg a lebontési dllandokat és felezési idSket az elsGdleges
lebontdsra, a teljes mineralizdciora leirtak szerint (ldsd fent). Ha az clsédleges lebontds a meghatdrozé folyamat,
néha a teljes lebontdsi idStartam pontjai felhaszndlhatéak. Ennek oka az, hogy szemben a '*C aktivitdsméréssel,
ezek a mérések direktek.

Ha "*C-jelslt anyagot hasznalunk, a tomegkiegyenlitést a bemért kezdeti koncentraci6 szdzalékdban kell kifejezni,
legaldbb a vizsgélat végeztével.

Maradé aktivitds

Amikor a '*Cjelzett szerves anyag lebontédik, a '*C nagy része '*CO,-d4 alakul, mig a mésik része a biomassza
novekedésére ésfvagy extracelluldris metabolitok szintézisére haszndlddik fel. Ennek kovetkeztében az anyag bio-
16giai lebontdsdnak maximdlis szintje nem eredményezi széntartalmanak 100 %-os 4talakuldsdt '*CO,-dd. A '*C
bioszintézis-termékekbe épiil be, majd ezt kovetSen, a masodlagos mineralizdcionak koszonhetSen lassan, 14co,
formaban felszabadul. Ezen okok miatt a maradé '“C aktivitds (a CO, kifizése utdn) vagy az id6 fiiggvényében fel-
vett termel6dé '*CO, dbrzoldsakor a lebontds befejezGdése utdn egy ,lecsengési fzist” fogunk létni. Ez bonyo-
befejez6dése utdn és a kb. 50 %-os lebontdsi szint elérése el6tt) haszndljuk a lebontdsi sebességi dllandé szdmita-
sdhoz. Ha a vizsgdlati anyag lebomlik, a teljes maradé szerves '*C aktivitds mindig nagyobb, mint a maradé intakt
vizsgalati anyaghoz kapcsolhaté '*C aktivitds. Ha a vizsgdlati anyag elsérendd reakcié szerint bomlik, és egy
dlland6 a mennyisége CO,-dd mineraliz4lodik, a '*C csokkenés gorbéjének (teljes szerves '*C az id§ fiiggvényé-
ben) kezdeti meredeksége a-szorosa lesz a vizsgalati anyag koncentracidjinak (vagy egészen pontosan a vizsgalati
anyag '*C-gyel jelslt részének) megfelel6 gorbe meredekségének. A teljes szerves '*C aktivitds korrigdlatlan mért
értékeit haszndlva a szdmitott lebontdsi sebességi dlland6 ennek kovetkeztében csak dvatos becslés lesz. Kilonféle
egyszertsit feltételeken alapul, a vizsgalati anyag koncentracidjat a mért radiokémiai aktivitdsokbol becslé mod-
szer a szakirodalombdl ismert (2)(9)(10)(11). Az ilyen eljrdsok a legkonnyebben a gyorsan bomlé anyagokra
alkalmazhatoak.

AZ EREDMENYEK INTERPRETACIOJA

Amennyiben k fiiggetlennek bizonyul az alkalmazott koncentraciétdl (azaz a k szdmitott értéke kozel azonos a
kiillonboz§ vizsgilati anyag-koncentraciok esetén) megallapithatd, hogy az elsGrendd sebességi dlland reprezen-
tativ az adott koriilményekre, azaz a vizsgdlati anyagra, a vizmintdra és a teszth6mérsékletre. Hogy az eredmények
milyen mértékben altaldnosithatoak és vetithetSek ki mds rendszerekre, csak szakértsi vélemények alapjén haté-
rozhaté meg. Amennyiben a vizsgélati anyagot magas koncentracioban alkalmazzuk, és igy a lebontds nem els6-
rendd kinetikét kovet, az adatok nem haszndlhatdak fel elsérendi lebontdsi sebességi dlland6 és a megfeleld felezési
id6 megaddsdhoz. Az ilyen adatok azonban még mindig haszndlhatdak a teljes mineralizdcié mértékének becslé-
sére és[vagy a transzformdci6s termékek kimutatdsdra és mennyiségi meghatdrozdsara.
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Amennyiben a biol6giai lebontdson kiviili egyéb, a vizsgalati anyag mennyiségének csokkenésével jar6 folyamatok
(hidrolizis vagy volatilizdci6) sebessége ismert, ezek értékét a teljes koncentrdcié csokkenési sebességébdl a vizs-
gélat sordn kivonva egy kozelitd bioldgiai lebontdsi sebességet kaphatunk. A hidrolizis-adatokhoz a steril kont-

A '*CO, indirekt és direkt meghatdrozasa (l4sd 1.8.9.4. pont és 3. melléklet) csupén a vizsgalati anyag CO,-d4 tor-
ténd mineralizdciéja mértékének mérésére haszndlhaté. A '*C-jelélt vizsgalati anyag koncentraci6jat és a f6 transz-
formdcios termék (ldsd 1.8.9.4. pont harmadik bekezdését) keletkezését radiokromatogréfidval (RAD-TLC) vagy
HPLC-vel analizélhatjuk. A felezési id6 direkt meghatdrozdsihoz sziikséges, hogy ne legyen jelen {8 transzforma-
ci6s termék (definicio szerint az alkalmazott vizsgélati anyag 10 %-a <). Ha a definicié szerint ilyen anyag jelen van,
az adatok részletes kiértékelésére van sziikség. Ez jelenthet megismételt vizsgalatot, és/vagy a transzformdcios ter-
mék azonositasat (ldsd 1.8.9.5. pont elsé bekezdése), hacsak a termék sorsa a gyakorlatban egyértelmien meg nem
allapithato (pl. a lebontdsi Gtvonal ismerete). Mivel a vizsgdlati anyag CO,-dd alakult hdnyada véltoz6 (erésen fiigg
a vizsgélati anyag és mds hozzdférhet szubsztratok koncentraciojatdl, a tesztkoriilményektdl és a mikrobidlis
populdciétdl) ez a vizsgalat nem alkalmas a teljes biologiai lebontds kozvetlen szamitdsara, amit pl. a DOC fogydsi
vizsgalatban ldthatunk, de az eredmények hasonléak a respirometrids vizsgalatbdl kaphatéakkal. A mineralizaci6
mértéke igy a teljes biologiai lebontds minimalis szintjénél kisebb, vagy azzal egyenld lesz. Hogy még teljesebb
képet kapjunk a teljes biolégiai lebontdsrél (mineralizcié és biomasszaba torténé beépiilés), a '*C fazismegosz-
lasdnak analizisét a vizsgalat végén el kell végezni (ldsd 1. melléklet). A '*C a diszpergdlt fézisban a bakteridlis bio-
masszdba beépiilt **C-bél és a szerves részecskékhez tapadt '*C-bél fog llni.

A VIZSGALAT VALIDITASA

Amennyiben a referenciaanyag nem bomlik le a vart id6tartam alatt (anilinre és nétrium-benzodtra dltaldban keve-
sebb mint két hét), a vizsgdlat validitdsa kétségbe vonhaté és tovabbi ellendrzése szitkséges, vagy a vizsgélatot Gj
vizmintdval meg kell ismételni. A modszer egy ISO-korméréses tesztsorozatdban, amelyben Eurdpa-szerte hét labo-
ratérium vett részt, az anilinre alkalmas lebontasi sebességi dlland6 a 0,3-1,7 nap’l-es tartomanyban mozgott,
20 °C-on 0,8 nap™'-es 4tlaggal és + 0,4 nap ™" standard hibaval (t,, = 0,9 nap). A vizsgalt vizmintdkra vonatkozéan
milliliterenként 10°~10* CFU-nak (telepképzé egység) megfelels bakteridlis biomassza-tartalmat irtak le. A lebon-
tési sebességek az dsvanyi anyagban dasabb kozép-eurdpai vizekben nagyobbak voltak, mint a skandindv oligot-
rof vizekben, amit a killonb6z6 dsvanyianyag-ellatottsdg, vagy a kémiai anyagokkal vald el6zetes kitettség okozhat.

A kisérlet végén a teljes visszanyerésnek (anyagmérleg) 90 és 110 % kozott kell lennie radioaktivan jelolt anyag-
okndl, mig nem jelolt anyagok esetében a kezdeti visszanyerésnek (recovery) a kisérlet kezdetén 70 és 110 % kozott
kell lennie. Az emlitett tartomdnyok azonban csak megcélzandé értékek, és nem haszndlhatdk a vizsgélat elfogad-
hatdsagi kritériumaiként.

VIZSGALATI JEGYZOKONYV

A vizsgélat tipusdnak (azaz nyilt vizi vagy lebeg6 iiledék vizsgalat) egyértelmdien meg kell jelennie a vizsgalat jegy-
z8konyvében, amelynek az aldbbi informdcidt is tartalmaznia kell:

Vizsgélati anyag és referenciaanyag(ok):

- kozkeletd nevek, kémiai elnevezések (ajanlottak a IUPAC és[vagy CAS elnevezések), CAS szdmok, szerkezeti
képletek (ha az alkalmazott anyag radioaktivan jelslt a '*C pozici6janak megjeldlésével) és a vizsgalati anyag
és referenciaanyag fontos fizikokémiai tulajdonsdgai (ldsd 1.5. és 1.6. pont),

- atranszformdcids termék azonositdsdhoz és mennyiségi meghatarozasahoz hasznalt standardok kémiai elne-
vezései, CAS szémai, szerkezeti képletei (ha az alkalmazott anyag radioaktivan jeldlt, a '*C poziciéjdnak meg-
jelolésével), fontos fizikokémiai tulajdonsdgai,

- avizsgdlati anyag és referenciaanyag tisztasaga (szennyezései),

- ajelolt vegyiilet radiokémiai tisztasdga és specifikus aktivitdsa (ahol szikséges).
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Felszini viz:

A levett vizmintdrél az aldbbi minimalis informdcidkat kozre kell adni:

- a mintavételi hely fekvése és leirdsa, ha lehetséges, szennyezettségi elGtorténete,
- amintavétel idGpontja,

- dsvényi anyagok (totdl N, amménium, nitrit, nitrdt, totdl P, oldott ortofoszfat),
- mintavételi mélység,

- aminta dllaga (pl. szin és zavarossag),

- DOCés TOC,

- BOD,

- hémérséklet és pH a mintavétel helyén és idején,

- oxigén vagy redoxpotencidl (csak abban az esetben kotelezs, ha az aerob koriilmények megléte nem
nyilvanvalo),

- ionerdsség vagy konduktivitds (tengerviz és brakk viz esetében),
- lebegd szildrd anyagok (zavaros minta esetén),

- egyéb, esetleg fontos informéciok a mintavétel id6pontjdban a mintavétel helyszinérdl (pl. a folydk, vagy ten-
gerdramlatok aktudlis vagy multbéli adatai, kozeli {6 kiomlések és ezek tipusa, idGjardsi korilmények a min-
tavétel id6pontjat megel6z8en),

és vélaszthatdan:

- mikrobialis biomassza (pl. akridinnarancs direkt sejtszdm vagy telepképzd egység),
—  szervetlen szén,

- klorofill-a koncentracié, mint az alga- biomassza specidlis mérése.

Ezen tdlmenden lebegd iiledék vizsgalat végzése esetén az aldbbi informacidkat kell rendelkezésre bocsétani az

tiledékrdl:

- az iiledék mintavételi mélysége,

-  aziiledék dllaga (ligymint szines, saras, iszapos, vagy homokos),
- texttra (pl. durva homok, finom homok, iszap és agyag %-ban),

- alebegd szilird anyag szdraztomege gfl-ben, TOC koncentracié vagy égetés sordn fellépd tomegesokkenés
mint a szervesanyag-tartalom mérészdma,

- pH,

- oxigén vagy redoxpotencidl (csak abban az esetben kotelezd, ha az aerob koriilmények megléte nem
nyilvdnvalo).

Tesztkorilmények:

- amintavétel és a laboratériumi felhasznalds kozott eltelt idS, mintatdrolds és a minta elSkezelése, a vizsgd-
latok kivitelezésének idGpontja,

- az alkalmazott vizsgalati anyag mennyisége, tesztkoncentracié és referenciaanyag,

- avizsgdlati anyag alkalmazdsanak mddszere, olddszer haszndlata,
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a haszndlt felszini viz és tiledék (ha haszndljuk) térfogata, és az egyes id6kozonként analizisre levett mintdk
térfogata,

az alkalmazott tesztrendszer lefrdsa,

ha a kivitelezés nem sotétben folyik, a szort fényre vonatkozé informdacid;

informdcid a steril kontrollok bedllitdsdnak mddszereirdl (pl. hémérséklet, az autoklavozasok ideje és szdma),
inkubdacids hdmérséklet,

informdcié az analitikai technikdkrol, a radiokémiai mérési modszerekrdl, a tomegkiegyenlités ellenérzésé-
nek és a fazismegoszlds mérésének (amennyiben hasznaljuk) modszerérdl,

a parhuzamosok szdma.

Eredmények:

a visszanyerés szdzaléka (lasd 1.7.1. pont),

az alkalmazott analitikai médszer ismételhetGsége és érzékenysége, beleértve a mennyiségi meghatdrozasi
hatart (LOD) és a mérhetGségi hatart (LOQ) (lasd 1.7.2. pont),

az Osszes mért adat (beleértve a mintavételi idGpontokat) és szamitott érték tdblazatos formaban, a lebontdsi
gorbe minden egyes tesztkoncentraciéra minden parhuzamosban, a logaritmikus dbrézolds meredekségének
korreldcids koefficiense, a becsiilt lappangdsi fazis és az elsrendti vagy pszeudo-elsérendd sebességi llandd
(ha lehet), és a megfeleld lebontdsi felezési id6 (vagy féléletidd, ts),

fontos értékek, mint az egyedi mintdkbdl kapott eredmények dtlagai, pl. a lappangdsi fazis hossza, lebontdsi
sebességi dllando, lebontdsi felezési id6 (vagy ts),

a rendszer nem adaptdlédottként, vagy adaptalédottként torténd kategorizaldsa a lebontdsi gorbe lefutdsabol,
vagy a tesztkoncentrdci6 esetleges hatdsdbol,

a végsd anyagmérleg-ellendrzés eredményei és a fazismegoszlds-mérések eredményei (ha vannak),

a mineralizdlédott '*C ardnya és specifikus kémiai analizis haszndlata esetén az elsédleges biolégiai lebontds
végsé szintje,

az alkalmazott és f6 transzformadcios termékek azonositdsa, moldris koncentracidja és szdzalékos ardnya (ldsd
az 1.8.9.5. pont els6 bekezdése), ahol sziikséges,

a transzformécio feltételezett lebontdsi Gtja, ahol sziikséges,

az eredmények Osszegzése.
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1. melléklet
A 'C F4zismegoszldsa

Az eljdrés ellendrzéséhez a marado teljes szerves ' *C aktivitds (TOA) rutinvizsgalatait ki kell egésziteni a tomegkiegyenlités-
mérésekkel, amelyek magukban foglaljék a képz6dé, abszorbenssel megkétdtt '*CO, direkt meghatdrozdsét is (ldsd 3. mel-
1éklet). A pozitiv '*CO, termel6dés 6nmagdban kozvetlen bizonyiték a bioldgiai lebontdsra, szemben az abiotikus
lebontdssal, vagy mds anyagvesztési mechanizmussal, mint a volatilizdcid és a szorpcid. A bioldgiai lebontisi viselkedést jel-
lemz§ hasznos tébbletinformdacié nyerhetd a részecskék membransziiréssel vagy centrifugéldssal torténd eltdvolitdsat kove-
téen, az oldat fézis (oldott szerves '*C aktivitds, DOA) és a szuszpenzié fdzis (szuszpendalt szerves '*C aktivitds, POA)
kozotti TOA megoszldsinak mérésébdl. A POA a mikrobidlis biomasszara és mds részecskékre kitapadt vizsgélati anyagbdl,
és e mellett a vizsgdlati anyag széntartalmanak azon részébdl dll, amely a szaporodé sejtek anyagdnak szintézisére fordito-
dik, és igy beépiil a szuszpenddlt biomassza frakciéba. Az oldott '*C szerves anyag képzédése DOA-ként mérhetd a biolé-
giai lebontds végén (a degraddcit-ids gorbe telitési szakasza).

Szamitsuk ki a marad6 '*C fazismegoszlasat a kivalasztott, 0,22-0,45 pm-es sz{ir6kon 4tszrt mintdkban. A sz(iré anyaga
nem adszorbedlhat jelentdsebb mennyiségii vizsgdlati anyagot (a polikarbonat filterek megfelelGek lehetnek). Ha a vizsgalati
anyag szorpcidja a filteren tiil nagy mértékd (a kisérletet megel6z8en tesztelni kell), haszndlatdt mell6zziik, helyette nagy-
sebességti centrifugdlds (2 000 g; 10 perc) hasznélhato.

A szirlettel vagy a centrifugdlt mintdval jarjunk el a 3. melléklet sztretlen mintdkra leirt médszere szerint. Oldjuk fel a
membrénfiltert a megfelel§ szcintillicids folyadékban, és mérjiik a beiitésszamot a szokott méddon, a kioltds korrigdldsdra
normalisan a kiils§ standard-arany médszert, vagy mintaoxiddldst hasznalva. Ha centrifugdldst haszndltunk, reszuszpendal-
juk a részecskéket tartalmazo fazist 1-2 ml desztillalt vizben, és juttassuk szcintilldcids tivegesébe. Ezt kovetGen mossuk még
kétszer, 1-1 ml desztilldlt vizzel, és a mosdvizet is juttassuk az iivegcsébe. Ha sziikséges, a folyadékszcintilldciés méréshez
a szuszpenzi6 gélbe is dgyazhatd.
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2. melléklet
Félfolyamatos eljras

A nehezen boml6 anyagok megfelel§ lebontdsanak eléréséhez meghosszabbitott, tobb honapos inkubdcid is sziikséges lehet.
A tesztidGszak hossza normdl esetben nem haladhatja meg a 60 napot, hacsak az eredeti vizminta jellemz8inek fenntartdsa
nem a tesztszuszpenzié lecserélésével torténik. Mindamellett a tesztperiddust ki lehet terjeszteni maximum 90 napra a teszt-
szuszpenzi6 lecserélése nélkiil is, ha a vizsgdlati anyag lebontdsa az els6 60 napon belill megkezdédott.

Hossz idejii inkubacid sordn a mikrobidlis populdcié diverzitdsa kiilonb6z6 anyagvesztési mechanizmusok, valamint a viz-
minta alapvet dsvanyis6-tartalmanak és elsGdleges széntartalmi szubsztrdtjainak kimeriilése miatt lecsokkenhet. A lassan
bomlé anyagok esetében a lebontdsi sebesség pontos meghatdrozdsihoz ezért a félfolyamatos vizsgalat alkalmazdsa ajan-
lott. Ha az elGzetes tapasztalatok alapjdn a vizsgalati anyag 20 %-os lebontdsdnak eléréséhez egy harom hénapos inkubéci6
vérhatd, a vizsgdlatot a félfolyamatos eljardssal kell elGsegiteni. A masik megoldds az lehet, hogy ha a vizsgélati anyag lebon-
tasa egymenetes koriilmények kozott korilbelil 60 nap alatt nem torténik meg, akkor a normdl egymenetes vizsgalatot a
félfolyamatos vizsgalatra véltjuk. A félfolyamatos eljrds is ledllithatd és egymenetes kisérletként folytathatd, ha jellemzd
lebontds torténik (pl. > 20 %).

A félfolyamatos vizsgalatban a vizsgalati szuszpenzié térfogatdnak koriilbeliil harmadat kéthetente a kiinduldsi koncentr-
ciora bedllitott, vizsgdlati anyaggal elldtott, frissen vett vizzel cseréljiik le. Ha a valaszthato lebegé iiledék vizsgalatot hajtjuk
végre, akkor iiledéket adunk ugyanigy cserevizhez, a kezdeti koncentraciot (0,01 és 1 gl kozott) hozva Iétre. A lebegd iile-
dék vizsgélat kivitelezése sordn fontos, hogy a rendszert teljesen felszuszpendaljuk a vizcseréhez is, valamint hogy a tartéz-
kodasi id6nek azonosnak kell lennie a szildrd anyagokra és a vizre, mivel egyébként a kivant hasonlésdgot a homogén vizes
rendszerekkel elveszthetjiik. Ezen okok miatt a félfolyamatos eljrds alkalmazdsa sordn a lebegd iiledék kezdeti koncentra-
ciéjanak a megadott intervallum alsé tartomanydba kell esnie.

s sz

leges megujitdsaval nem lépjiik tdl, ennélfogva az adaptacié jelensége, ami a vizsgdlati anyag magas koncentraciéindl gyak-
ran fellép, kikiiszobol6dik. Mivel az eljards mind re-inokuldciéval, mind a kimeriil§ dsvanyi anyagok és elsGdleges
szubsztratok potldsaval jar, a vizsgdlat hossza alapjaban véve korlatlanul megnytjthaté. Fontos megjegyezni, hogy félfolya-
matos eljards alkalmazdsa esetén a vizsgdlati anyag maradd koncentréci6jt korrigdlni kell az egyes cserék sordn hozzdadott
és eltavolitott vizsgdlati anyag-mennyiséggel. A teljes és az oldott vizsgdlati anyag-koncentrdci6 a csekély mértékben adszor-
bedlodo vegyiiletek esetében felcserélhets egymadssal. A szorpcié az adott koriilmények kozott (0,1-1 g szilard anyag]l) a
log K, < 3 értékd (neutrdlis, lipofil vegyiiletekre érvényes) anyagokra vonatkozdan elhanyagolhaté (< 5 %). Ezt a kovetkezd
szamitdsi példan keresztiil mutatjuk be. 0,1 g/l szildrd anyag durvin 10 mg szénnek felel meg literenként (szénfrakcio,
fc = 0,01). Ha feltételezziik, hogy:

Log K, (vizsgdlati anyag) = 3

K, =042 xK,,

Megoszldsi koefficiens, Ky = e x K .

akkor a teljes koncentracié oldott frakcidja (C-viz (C,)[C-teljes (C)):

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

A 'CO, meghatirozdsa

Indirekt '*CO, meghatérozis

Rutinmérésekhez az indirekt mddszer dltaldban a legkevésbé idSigényes és legpontosabb médszer, ha a vizsgélati anyag nem
illékony és nem alakul 4t illékony transzformdcids termékekké. Egyszertien juttassuk a sztiretlen mintakat, pl. 5 ml térfogati
szcintilldcids tivegesékbe. Kezdetben a megfeleld aktivitds a mintdkban 5 000 dpm-10 000 dpm (80-170 Bq), és a mini-
mum kezdeti aktivitds kb. 1 000 dpm. Az egy-két csepp tomény H;PO,-val vagy HCl-val pH 2-3-ra torténg savanyitds utin
a CO,-t ki kell Gizni a rendszerbdl. Ez kb. fél-egy 6rdn dt tartd levegd-dtbuborékoltatdssal torténhet. Mds megoldasként az
tivegesék intenziven rdzathatdk 1-2 6rdig (példéul mikrotdnyéros rdzon), vagy dvatosabb razatds mellett egy éjszakdn keresz-
till. A CO, kitizésének hatdsfokat ellendrizni kell (a levegSztetés vagy a rézatdsi periddus meghosszabbitdsaval). Ezutdn a
vizes mintdk beiitésszdmanak meghatdrozasdra alkalmas szcintilldciés folyadékot adunk a rendszerbe, majd a minta vor-
texes homogenizdldsa utdn a radioaktivitds folyadék szcintilliciés méréssel, a vizsgalat vakok (Fy) hattéraktivitdsanak kivo-
nasdval meghatdrozhatd. Hacsak a tesztviz nem nagyon szines, vagy nem tartalmaz nagy koncentracioban részecskéket, a
mintdk rendes koriilmények kozott egységes kioltdst mutatnak, és elegendd kiilsé standard alkalmazdsdval kioltdsi korrek-
ciot végezni. Ha a tesztviz nagyon szines, a kioltdsi korrekciot belsé standard hozzdaddsa révén sziikséges kalkuldlni. Ha
részecske-koncentracié magas, nem mindig lehetséges homogén oldathoz vagy gélhez jutni, vagy nagy lehet a kioltds elté-
rése a mintdk kozott. Ilyen esetekben az aldbbiakban bemutatott tesztzagy-mérési modszert kell alkalmazni. Ha a vizsgélat
mint lebeg6 iiledék vizsgdlatot végezziik el, a '*CO, mérést indirekt médon kell elvégezni egy homogén 10 ml-es
tesztviz/szuszpenzi6 mintdbdl, ahol a fazisokat megfeleld sebességti (pl. 40 000 m/s*-en 15 percig) centrifugélassal szepa-
réltuk. Ezutdn a vizes fazissal a fentiek szerint jérunk el. A '*C aktivitds mérése a lebegd részecskéket tartalmazé fazisbol
(POA) gy torténik, hogy az tiledéket kevés vizben reszuszpendaljuk, majd szcintilldcids tivegesékbe juttatjuk és szcintilld-
cids folyadékot adunk hozzd, hogy gél j6jjon 1étre (erre a célra specidlis szcintillicios folyadékok szerezhetdek be). A részecs-
kék természetétd] (pl. szervesanyag-tartalmuk) figg6en megvaldsithato lehet a mintdk szovet-szolubilizdléval torténd, egy
éjszakan keresztiili emésztése, majd a szcintilldciés folyadék hozzdaddsit megel6z6 vortexes homogenizdldsa. Mds megol-
ddsként a POA oxigénfeleslegben, mintaoxiddloval torténd hevités segitségével is meghatdrozhatd. A mérés sordn mindig
haszndlni kell belsg standardokat, valamint sziikséges lehet kioltdsi korrekciokat végrehajtani belsd standard hozzdaddsaval,
minden egyes egyedi mintdra vonatkozdan.

Direkt '*CO, meghatérozés

Ha a képz8d6 '#CO -t kdzvetleniil mérjitk, akkor a vizsgalat kezdetekor tébb lombikot kell bedllitani, majd begyijtéskor a
vzsgélati lombikokat pH 2-3 kozé kell savanyitani minden egyes mérési pontnl, és a '*CO,-t fel kell fogni egy (a vizsgalat
kezdetekor minden egyes vizsgalati lombikba behelyezett) belsé vagy kiilsG abszorberrel. Az abszorbedl6 anyag lehet lag
(pl. 1 N NaOH oldat, vagy NaOH goly?), etanolamin vagy egy etanolamin-alapd, kereskedelmi forgalombdl beszerezhetd
abszorber. A '*CO, direkt méréséhez a lombikokat le kell zérni pl. butilgumi szeptummal.
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la. dbra

Példa az adatok grafikus dbrdzoldsdra (maradé aktivitds az id§ fiiggvényében)
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VI. MELLEKLET

C.26. LEMNA SP. NOVEKEDESGATLASI VIZSGALATA

1. MODSZER

A mobdszer egyenértéki az OECD TG 221 (2006) jeld vizsgalataval (1). Az eurdpai unids hatésagok széles kor-
ben egyetértenek abban, hogy az erdsen szinezett anyagok esetében a Lemna-vizsgalat megfelel6 médon helyet-
tesiti az algdkon végzett vizsgalatot (2)(3).

1.1. BEVEZETES

Ez a vizsgdlati mddszer killonboz8 anyagok dltal a Lemna (békalencse) nemzetséghez tartozé édesvizi nové-
nyekre kifejtett toxikus hatds meghatdrozdsdra szolgdl. A médszer meglévé irdinymutatdsokon (4)(5)(6)(7)(8)(9)
alapul, de azoktdl tobb kulcsfontossagii kérdés tekintetében, a legfrissebb kutatdsi eredmények és szakmai egyez-
tetések figyelembevétele érdekében eltér. A javasolt médszer validdldsa nemzetkozi korvizsgdlattal (10) tortént.

A vizsgdlati modszer Lemna gibba és Lemna minor felhasznéldséval végzendd toxicitési vizsgdlatot ir le; mindkét
fajon szdmos vizsgalatot végeztek, és a fent emlitett szabvanyositott vizsgalatok is ezekre vonatkoznak. A Lemna
nemzetség rendszertana nehezen leirhatd, amit tovabb bonyolit a 1étez6 fenotipusok nagy széma. Bar a Lemna
nemzetségben a genetikai eltérések a toxikus anyagokkal szembeni viselkedés véltozatossagat eredményezhetik,
errdl a valtozorol egyelSre kevés adat all rendelkezésre ahhoz, hogy az ismertetendd eljards keretében konkrét
kl6n hasznélatdt ajanlhassunk. Megjegyzendd, hogy a vizsgdlat nem steril koriilmények kozott zajlik, de az eljé-
rds egyes szakaszaiban erdfeszitéseket kell tenni annak érdekében, hogy mds €18 szervezetek zavard hatdsa a
lehetd legkisebb legyen.

Az aldbbiakban részletesen ismertetjitk a vizsgalati oldat cseréjével végzett (félstatikus és dtfolydsos) és a vizsgd-
lati oldat cseréje nélkiil végzett (statikus) vizsgdlatokat. A vizsgalat céljtdl és a jogszabdlyi kovetelményektdl fiig-
gGen a félstatikus és az dtfolydsos vizsgdlat alkalmazdsdt példdul az oldatbdl gyorsan eltdvozé (illékony, fény
hatésédra lebomld, kicsapddé vagy bioldgiailag lebomld) anyagok esetén érdemes megfontolni. Tovabbi irdinymu-
tatast a (11) irodalom tartalmaz.

1.2. FOGALOMMEGHATAROZASOK
Az eljdrds alkalmazdsdban:

ElGanyag-témeg: a populicioban 1év6 616 anyag szdraz témege. A vizsgdlat soran az él6anyag-tomeg helyett jel-
lemz&en helyettesité mennyiségeket, példaul levélszamot vagy levélteriiletet mériink, és ezekre a helyettesits
mennyiségekre is ,élanyag-tomegként” hivatkozunk.

Klorézis: a levélszovet sirguldsa.

Klén: egy adott egyedbdl ivartalan szaporodéssal 1étrejové szervezet vagy sejt. Az azonos klénhoz tartozé egye-
dek tehdt genetikai szempontbdl azonosak.

Telep: egymdshoz kapcsolddd anya- és lednylevelek (dltaldban 2—-4) dsszessége. Néha novénynek is nevezik.

EC,: a vizsgélati oldatban feloldott vizsgdlt anyag azon koncentracidja, amely adott expoziciés id6 alatt a Lemna
novekedésének x %-os (példaul 50 %-os) csokkenését okozza (az expozicids id6t kiilon meg kell adni, ha eltér a
vizsgélat rendes vagy teljes idGtartamdtdl). Hogy egyértelmii legyen, hogy az EC értékét a novekedési sebességbdl
vagy a kihozatalbdl nyertiik-e, novekedési sebesség esetén ,E,C’-t, kihozatal esetén ,,EyC"—t irunk, majd ezt kove-
t8en megadjuk a mérési valtozot, példdul: E.C (levélszdm)”.

Atfolyisos vizsgalat: olyan vizsgélat, amelynek sordn a vizsgalati oldatot folyamatosan cseréljiik.

Levél: a békalencse novény egyetlen kiilondlld, ,levélszert” struktirdja. Ez a szaporoddsra képes legkisebb egy-
ség (egyed).

Piapossag: plpos vagy duzzadt megjelenést mutatd levelek.
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Novekedés: a vizsgdlat ideje alatt a mérési vdltozoban (példdul a levélszamban, a szdraz tomegben, a nedves
tomegben vagy a levélteriiletben) bekovetkezd novekedés.

Novekedési sebesség (dtlagos fajlagos novekedési sebesség): az élGanyag-tdmeg logaritmikus névekedése az
expozicios id§ alatt.

Eszlelhetd hatdst okozo legkisebb koncentrécié (LOEC): az a legkisebb vizsgalt koncentrécié, amely mellett
adott expozicids id6 alatt az anyag statisztikailag szignifikins mértékben (p < 0,05) csokkenti a novekedést a kont-
rolltenyészethez képest. Az LOEC felett ugyanakkor minden koncentrdciénak legaldbb akkora kdros hatdst kell
eredményeznie, mint amelyet az LOEC okoz. Ha ez a két feltétel nem elégithetd ki, az LOEC (és igy az NOEC)
megvilasztdsat részletesen indokolni kell.

Mérési viltozok: minden olyan véltozd, amelyet a vizsgdlat végpontjdnak egy vagy tobb kiilonboz6 hatdsval-
toz6 segitségével torténd kifejezése érdekében mériink. Ebben az eljdrdsban mérési véltozé a levélszam, a levél-
teriilet, a nedves tomeg és a szdraz tomeg.

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

Eszlelhetd hatist még nem okozé koncentricié (NOEC): az a vizsgdlt koncentrécio, amely kozvetleniil az
LOEC alatt helyezkedik el.

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

Hatdsvaltozok: a toxikus hatds becslésére szolgélo, az él6anyag-tomeget leiré mérési véltozokbol kilonbozé szd-
mitdsi modszerekkel szarmaztatott véltozok. Ebben az eljdrasban hatdsvaltoz6 a novekedési sebesség és a kiho-
zatal, amelyeket a levélszambdl, a levélteriiletbsl, a nedves tomegbdl és a szdraz tomegbdl mint mérési
véltozokbol szarmaztatunk.

Félstatikus (oldatcserés) vizsgilat: olyan vizsgélat, amelynek sordn a vizsgdlati oldatot bizonyos id6kozénként
lecseréljiik.

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

A vizsgdlat végpontja: az az dltaldnos jellemzd, amelyre a vizsgélat irdnyul, és amely a vizsgdlt vegyiilet haté-
sdra a kontrolltenyészethez képest megvéltozik. Ebben az eljdrdsban a vizsgdlat végpontja a novekedésgétlds,
amely kiilonb6z8, egy vagy tobb mérési valtozobol szarmaztatott hatdsvéltozok segitségével fejezhetd ki.

Vizsgilati oldat: az a teljes, szintetikus tdpoldat, amelyben a vizsgélt novények a vizsgélt anyag jelenlétében nove-
kednek. A vizsgdlt anyag dltaldban oldott formdban van jelen a vizsgalati oldatban.

Kihozatal: az él6anyag-tomeget leiré mérési viltozo értéke az expozicids id§ végén, minusz ugyanezen viltozé
értéke az expozicios id6 kezdetén.

A VIZSGALAT ELVE

Exponencidlisan novekedd, a Lemna nemzetséghez tartozé novénytenyészeteket monokultaraként hét napig
novekedni hagyunk a vizsglt anyag kiillonboz6 koncentrcidinak jelenlétében. A vizsgdlat célja: a vizsgdlat id6-
tartama alatt a vizsgdlt anyag vegetativ novekedésre gyakorolt hatdsdnak szdmszert kifejezése alkalmasan meg-
vélasztott mérési valtozok értékelése alapjan. ElsGdleges mérési valtozdként a levélszam szolgal. Emellett legalabb
még egy mérési valtozot (a levelek Osszteriiletét, a szdraz tomeget vagy a nedves tomeget) is mérni kell, mert bizo-
nyos anyagok mds mérési valtozokat sokkal inkdbb befolydsolnak, mint a levélszdmot. A vizsgalt anyag hatdsa-
inak szdmszerd kifejezése érdekében a vizsgdlati oldatban bekovetkezd novekedést Osszehasonlitjuk a
kontrolltenyészetben bekovetkezd novekedéssel, és meghatdrozzuk azt az EC, (példdul ECs,) koncentraciot,
amely egy adott x %-os (példdul 50 %-os) novekedésgatlast idéz eld.

A vizsgdlat végpontjaként a novekedésgatlds szolgdl, amelyet a mérési véltozoban az expozicids id§ alatt beko-
vetkez6 logaritmikus novekedéssel (az dtlagos fajlagos novekedési sebességgel) fejeziink ki. A vizsgélati oldatokra
egyenként kiszdmitott dtlagos fajlagos novekedési sebességek alapjan meghatdrozzuk azt az E.C, (példdul E,C5)
koncentraciot, amely egy adott x %-os (példaul 50 %-os) novekedésgatlast idéz el6.
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1.7.1.

Az eljards masik hatdsvéltozdja a kihozatal, amelyre bizonyos orszdgok esetében a jogszabalyi kovetelmények tel-
jesitéséhez lehet szitkség. A kihozatal a mérési valtozoknak az expozicids id§ végén érvényes értéke és az expo-
ziciés id6 kezdetén érvényes értéke kozotti killonbséget jelenti. A vizsgdlati oldatokra egyenként kiszdmitott
kihozatalok alapjdn meghatdrozzuk azt az E,C, (példdul E,Cs,) koncentréciét, amely egy adott x %-os (példul
50 %-os) novekedésgatldst idéz eld.

Statisztikai eljdrdssal meghatdrozhaté tovabbd az észlelhetS hatdst okozé legkisebb koncentracié (LOEC) és az
észlelhetd hatdst még nem okozé koncentrcié (NOEC) értéke is.

A VIZSGALT ANYAG ADATAI

Rendelkezésre kell dllnia egy olyan analitikai eljdrdsnak, amellyel a vizsgélati oldatban 1év6 anyag mennyisége
kell6 pontossdggal meghatdrozhaté.

A vizsgdlati koriilmények rogzitése érdekében célszerd lehet tdjékozddni tobbek kozott a vizsgalt anyag szerke-
zeti képletérdl, tisztasdgarol, vizben val6 oldhatdsdgardl, vizben és fény hatdsdra tanusitott stabilitdsarol, pK, és
K, értékérdl, géznyomdsdrdl és bioldgiai lebonthatésdgardl. A vizben valé oldhatdsagbdl és a géznyomasbol
meghatdrozhat6 a Henry-dllandd, amely megmutatja, mennyire kell arra szdmitani, hogy a vizsgélat sordn a vizs-
gdlt anyag jelentés mennyiségben eltdvozik. Ennek alapjdn eldonthetd, kell-e kiilon gondoskodni az igy ad6dé
veszteségek ellensilyozdsardl. Ha a vizsgdlt anyag oldhat6sdgara és stabilitdsdra vonatkoz6 informdcidk bizony-
talanok, célszert ezeket a vizsgdlat koriilményei, azaz a vizsgdlati oldat, h6mérséklet és fényviszonyok mellett
meghatdrozni.

Ha kiilonosen fontos a vizsgélati oldat pH-értékének szabélyozdsa, példdul konnyen hidrolizdl6dé fémek vagy
egyéb anyagok vizsgélata esetén, akkor ajdnlatos a vizsgélati oldatot pufferrel kiegésziteni (ldsd az 1.7.4. szakasz
els@ bekezdését). A (11) irodalom tovabbi irdnymutatdst ad olyan anyagok vizsgdlatdhoz, amelyek fizikai-kémiai
jellegzetességeiknél fogva nehezen vizsgdlhatok.

REFERENCIAANYAG

A vizsgdlati eljdrds referenciaanyag(ok), mint példdul a nemzetkozi korvizsgdlatban (10) alkalmazott 3,5-diklor-
fenol segitségével ellendrizhetd. Referenciaanyaggal legaldbb évente kétszer (ha ennél ritkdbban végziink vizsgd-
latot, akkor a vizsgdlt anyag toxicitdsinak meghatdrozdsdval parhuzamosan mindig) ajanlott vizsgélatot végezni.

A VIZSGALAT ERVENYESSEGE

A vizsgélat akkor érvényes, ha a kontrolltenyészetben a levélszdm megkett6z8dési ideje 2,5 napndl (60 6rdndl)
kisebb, ami hét nap alatt koriilbeliil hétszeres novekedést, illetve 0,275 1/nap dtlagos fajlagos novekedési sebes-
séget jelent. A jelen modszerben ismertetett vizsgalati oldat és vizsgélati koriilmények alkalmazésa esetén ez a fel-
tétel statikus vizsgdlattal kielégithet§ (8). Védrhatd, hogy a feltétel félstatikus és atfolydsos vizsgalat esetén is
kielégithetS. A megkett6zGdési id6 szdmitdsat a 2.1. szakasz ismerteti.

A MODSZER LE[RASA
Eszkozok

Minden, a vizsgalati oldattal érintkezd eszkoz tivegbdl vagy mds, kémiailag semleges anyagbdl legyen. A tenyész-
tés és a vizsgdlat céljara felhaszndlt iivegeszkozok sterilek legyenek, és meg kell Gket tisztitani minden olyan
kémiai szennyez8déstdl, amely a vizsgélati oldatba bemosddhatna. A vizsgalati edények legyenek kellGen széle-
sek ahhoz, hogy a kontrolltenyészetekben a kiilonb6z§ telepek levelei a vizsgdlat végéig dtfedésmentesen nove-
kedhessenek. Nem jelent problémdt, ha a gyokér az edény aljat éri, de ajdnlatos legaldbb 20 mm mélységti és
legaldbb 100 ml térfogatti vizsgalati edényeket alkalmazni. Ha ezek a feltételek teljesiilnek, a vizsgélati edények
megvalasztdsa nem kritikus. A kordbbiakban a kell6 méret( iiveg f6z6poharak, kristdlyosité tégelyek és iiveg
Petri-csészék egyardnt alkalmasnak bizonyultak. A vizsgélati edényeket a pdrolgds és a véletlen szennyez8dések
megakaddlyozdsa érdekében le kell fedni oly médon, hogy a levegd cserélddhessen. A vizsgalati edény, kiilono-
sen pedig a fedd lehet6leg ne keltsen drnyékot vagy okozza a fény spektrilis jellemzdinek modosuldsat.

A tenyészeteket és a vizsgdlati edényeket ne tartsuk egyiitt. A legjobb megoldds, ha kiilon kornyezeti novesztd-
kamrédkat, inkubdtorokat vagy helyiségeket vesziink igénybe. A fényviszonyok és a hémérsékletek szabdlyozha-
ok legyenek, és dllandé szinten kell Gket tartani (ldsd az 1.7.8. szakaszt).
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Vizsgilt szervezet

A vizsgdlat sordn Lemna gibba vagy Lemna minor egyedeket kell haszndlni. A toxicitdsi vizsgdlatokhoz kordbban
mdr felhaszndlt békalencsefajok rovid leirdsdt az 1. fiiggelék adja meg. A novényanyag torzsgydjteménybdl, mds
laboratériumbdl vagy a tereprél nyerhetd. A tereprdl szdrmazd novényanyag tenyészetét felhaszndlds el6tt leg-
alabb nyolc hétig a vizsgilat sordn alkalmazand6val megegyez$ tdpoldatban kell tartani. A tenyészet kialakitd-
sahoz a novényanyagot nyilvdnval6 szennyez8déstdl mentes helyszinrdl kell begydjteni. A mds laboratériumbdl
vagy torzsgytjteménybdl szdrmazd novényanyagot legaldbb hirom hétig kell hasonlé koriilmények kozott tar-
tani. A mérési jegyzGkonyvben mindig rogziteni kell a névényanyag eredetét és a vizsgdlathoz felhasznalt fajt és
klént (ha ismert).

Olyan monokultirdt haszndljunk, amelyet mds él6 szervezetek, példdul algak vagy egysejtiiek szemmel érzékel-
het6 médon nem szennyeznek. Az egészséges L. minor novények kett6-ot levélbdl dllnak, mig a L. gibba egész-
séges telepei akdr hét levelet is tartalmazhatnak.

A vizsgdlat sordn felhasznalt novények mindsége és egységessége jelentGsen befolydsolja a vizsgalat eredményeit,
ezért megvalasztasuk sordn kell§ gondossdggal kell eljarni. Fiatal, gyorsan novekvd, lathaté sériiléstdl és fakulds-
t6l (klordzistol) mentes egyedeket kell felhaszndlni. A j6 mindségii tenyészetet az jellemzi, hogy nagy ardnyban
tartalmaz legaldbb két levélbdl 4116 telepeket. A sok egyediildllé levél kedvezdtlen kornyezeti koriilményekre, pél-
ddul tdpanyaghidnyra utal, ezért ilyen tenyészetekbdl vett egyedeket nem szabad a vizsgalatban felhasznalni.

Tenyésztés

Az étoltds gyakorisdgdnak csokkentése érdekében (példdul ha egy ideig eldrelathatéan nem végziink Lemna-
vizsgdlatokat) a tenyészet csokkentett fényviszonyok mellett és hémérsékleten (4-10 °C) tarthat6. A tenyésztés
korilményeit részletesen a 2. fiiggelék ismerteti. Ha olyan nyilvanvalé jeleket figyeliink meg, amelyek algak vagy
mds €16 szervezetek okozta szennyez$désre utalnak, akkor a Lemna-levelek egy részét felilleti sterilizdldsnak kell
aldvetni, majd masik oldatba kell dthelyezni (ldsd a 2. fiiggeléket), a fennmaradé szennyezett tenyészetet pedig
hulladékként el kell tavolitani.

A vizsgdlatok el6tt legaldbb hét nappal elegendé mennyiség telepet csiramentesen friss, steril oldatba kell the-
lyezni, majd hét—tiz napon ét a vizsgdlatnak megfelel§ koriilmények kozott tartani.

Vizsgilati oldat

Lemna minor és Lemna gibba esetén eltérd oldatot ajanlott alkalmazni az aldbbiak szerint. Kell§ koriltekintéssel
meg kell fontolni pH-puffer alkalmazésat a vizsgélati oldatban (MOPS (4-morfolinpropanszulfonsav, CAS-szdm:
1132-61-2; EINECS-szdm: 214-478-5 a L. minor és NaHCO; a L. gibba vizsgélati oldataban), ha gyanithato,
hogy az oldat reakcioba léphet a vizsgdlt anyaggal és befolydsolhatja a toxikus hatdst. Az érvényességi kritériu-
mok betartdsa mellett Steinberg-féle tapoldat (12) is alkalmazhato.

A L. minor tenyésztése és vizsgélata sordn a svéd szabvény (SIS) szerinti Lemna-tdpoldat médositott valtozatat ajan-
lott alkalmazni. E tdpoldat 6sszetételét a 3. figgelék ismerteti.

A L. gibba tenyésztése és vizsgdlata sordn a 3. fiiggelék szerinti 20X-AAP tdpoldatot ajdnlott alkalmazni.

A 3. fuggelék szerinti Steinberg-féle tdpoldat ugyancsak alkalmas L. minor esetén, és az érvényességi kritériumok
betartdsa mellett L. gibba esetén is alkalmazhaté.

Vizsgilati oldatok

A vizsgélati oldatokat dltaldban torzsoldat higitasaval allitjuk el6. A vizsgdlt anyag torzsoldatait dltaldban gy
készitjiik, hogy az anyagot tapoldatban feloldjuk.

A vizsgilt anyag legnagyobb vizsgdlati koncentricija dltaldban ne haladja meg az anyag vizsgélati koriilmények
kozott érvényes vizben valé oldhat6sdgat. Megjegyzendd azonban, hogy a Lemna nemzetség egyedei a viz felszi-
nén Usznak, ezért olyan anyagok hatdsdnak is ki lehetnek téve, amelyek jellemzden a viz és a levegd hatérfeliile-
tén fordulnak el§ (példdul vizben nehezen old6dé vagy viztaszité anyagok, felilletaktiv anyagok). Illyenkor az
expozicié nem a vizsgélati oldatban 1év6 anyag kovetkeztében dll el6, és a vizsgélati koncentracid a vizsgalt anyag
jellemzéitd] fiiggSen meghaladhatja a vizben val6 oldhatésdgot. Vizben kismértékben old6do vizsgélt anyag ese-
-diszperziot késziteni annak érdekében, hogy konnyebb legyen a vizsgélati anyagbdl a pontos mennyiséget a vizs-
gélati oldathoz adagolni, és konnyebben végbemenjen az old6dds vagy a diszperzioképzdédés. llyen anyag
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alkalmazdsat lehetség szerint keriilni kell. A segédolddszer vagy -diszpergdloszer alkalmazdsa nem jarhat fito-
toxikus hatdssal. A széles korben alkalmazott oldészerek koziil példdul az aceton vagy a dimetil-formamid
100 pl/l koncentrdcidig nem okoz fitotoxikus hatdst. Az esetleg alkalmazott oldé- vagy diszpergdlészer végss
koncentracidja — amelyet a mérési jegyz6konyvben rogziteni kell - a lehetd legkisebb legyen (legfeljebb 100 pl/l),
és az oldo- vagy diszpergdldszert a vizsgdlathoz és a kontrolltenyészet esetében azonos koncentriciéban kell
alkalmazni. A (11) irodalom bé&vebb irdnymutatdst ad a diszpergdlészerekre vonatkozoéan.

Vizsgdlati csoportok és kontrollcsoportok

A vizsgélt anyag Lemna-fajokra gyakorolt toxikus hatdsanak elGzetes ismerete alapjdn, amely szarmazhat példaul
koncentracidtartomany-meghatdrozasi vizsglatbol, megvélaszthatok az alkalmas vizsgdlati koncentrdcidk. A
végleges toxicitdsi vizsgalatnak dltaldban 6t, egymadssal mértani sorozatot alkot6 vizsgalati koncentraciora kell
kiterjednie. A koncentracidk sorozatdnak hdnyadosa dltaldban ne legyen 3,2-nél nagyobb, de lapos koncentraci-
6-hatés gorbe esetén ennél nagyobb érték lehet indokolt. Otnél kevesebb koncentrédcié alkalmazdsét indokolni
kell. Minden koncentracioval legaldbb hdrom parhuzamos tenyészetet kell megvizsgdlni.

A vizsgilati koncentraciok tartomdnyanak kijelolése soran (akar a koncentraciétartomany-meghatdrozasi vizs-
gélatot, akdr a végleges vizsgdlatot megel6zden) a kovetkezdket célszerti megfontolni.

- EC, meghatdrozdsa esetén a kell§ konfidenciaszint biztositdsa érdekében a vizsgélati koncentracidknak kozre
kell fogniuk az EC, értékét. Ha példdul az ECs,, értéket kivanjuk meghatdrozni, akkor a legnagyobb vizsga-
lati koncentrdciénak nagyobbnak kell lennie EC5,-nél. Ha az EC;, kiviil esik a vizsgdlati koncentraciok tar-
tomdanydn, akkor a kiad6d6 konfidenciaintervallumok szélesek lesznek, és el6fordulhat, hogy nem végezhet
el a modell statisztikai illesztése.

- LOEC és[vagy NOEC meghatdrozdsa esetén a legkisebb vizsgalati koncentracié legyen elegendden kicsiny
ahhoz, hogy a novekedési sebesség ne legyen jelentGsen kisebb, mint a kontrollcsoportban. A legnagyobb
koncentracié ugyanakkor legyen elegendéen nagy ahhoz, hogy a novekedési sebesség jelentSsen kisebb
legyen, mint a kontrollcsoportban. Ha ez nem teljesiil, a vizsgélatot mds koncentracitartomédnnyal meg kell
ismételni (kivéve akkor, ha a legnagyobb koncentracié megegyezik az oldhatdsdgi hatdrral vagy az eldirt
maximdlis hatdrkoncentrécioval, példaul 100 mg/l-rel).

Az egyes vizsgilatok mellett kontrolltenyészeteket is kell vizsgdlni a vizsgélati edényekével megegyezd tptalaj,
levél- és telepszdm, kornyezeti korilmények és eljardsok alkalmazdsaval, de a vizsgélt anyag nélkiil. Segédoldé-
szer vagy -diszpergdloszer alkalmazdsa esetén egy tovabbi kontrolltenyészet is sziikséges, amelyben az old6- vagy
diszpergaldszer azonos koncentriciéban van jelen, mint a vizsgdlati edényekben. Legaldbb a koncentrdciénként
alkalmazott edényszammal megegyezd, idedlis esetben kétszer annyi parhuzamos kontrolltenyészetet (illetGleg
sziikség szerint olddszeres edényt) kell alkalmazni.

Ha nem kivdnjuk meghatdrozni az NOEC értékét, a vizsgilati terv médosithaté oly médon, hogy tobb koncent-
rdciét, de koncentracionként kevesebb parhuzamos tenyészetet tartalmazzon. A parhuzamos kontrolltenyésze-
tek szdma azonban ilyenkor is legaldbb hdrom legyen.

Expozicié

Kett6-négy lathaté levélbdl 4ll6 telepeket a kiinduldsi tenyészetbdl csiramentesen a kisérleti edényekbe helye-
ziink, véletlenszerden elosztva. A kisérleti edényekbe egyenként Gsszesen 9-12 levél keriiljon. Minden kisérleti
edényben azonos szdmu levél és telep legyen. A médszer alkalmazdsa és a korvizsgalat sordn szerzett tapaszta-
latok azt mutatjdk, hogy a készitmények kozotti, a ndvekedési sebesség alapjan meghatdrozott névekedésgétlds
4-7 %-os értékének (a kihozatal alapjan meghatdrozott novekedésgatlds 10-15 %-os értékének) megfelel nagy-
sagl novekedéskiilonbség kimutatdsahoz elegendd, ha készitményenként harom parhuzamos tenyészetet és edé-
nyenként 9-12 kiinduldsi levelet alkalmazunk (10).

Az inkubdtorban a kisérleti edényeket véletlenszer( elrendezésben kell elhelyezni annak érdekében, hogy a fény-
er@sség és a hdmérséklet térbeli véltozatossdga minél kisebb hatdst gyakoroljon a vizsgdlatokra. A megfigyelések
végzésekor (vagy gyakrabban) az edényeket véletlenszertien vagy blokkonkénti kiosztasi terv alapjan ét kell
rendezni.
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Ha az el6zetesen elvégzett stabilitdsvizsgalatok azt jelzik, hogy a vizsgalt anyag koncentracidja a vizsgilat id6-
tartama (7 nap) alatt nem tarthat6 fenn (azaz a mért koncentréci6 a kezdeti mért koncentraci6 80 %-a ald csok-
ken), akkor félstatikus vizsgélatot ajdnlatos végezni. Ennek keretében a telepeket a vizsgélat sordn legaldbb két
alkalommal (a 3. és az 5. napon) friss vizsgélati és kontrolloldatokba kell helyezni. A friss oldatba helyezés gya-
korisdga a vizsgdlt anyag stabilitdsatol fiigg; nagymértékben instabil vagy illékony anyagok esetén a kozel dllandd
koncentrdcié fenntartdsa gyakoribb oldatcserét igényelhet. Bizonyos esetekben dtfolydsos vizsgélatot célszerti
végezni (11)(13).

Ez az eljards nem tartalmazza a levélre torténd felvitellel (permetezéssel) megvalosuld expoziciét; errél lasd a (14)
irodalmat.

Inkubiciés kériilmények

Folyamatos meleg- vagy hidegfehér fluoreszcens megvildgitdst alkalmazzunk oly mddon, hogy a fotoszintetiku-
san aktiv sugarzdsban (400-700 nm), a fényforrdstdl a Lemna-levelekkel megegyezd tavolsagban 1évd pontokban
mért fényintenzitds a 85-135 pE/m?s tartomdnyban el6zetesen felvett értéknek feleljen meg (ez 6 500-10 000
lux értéket jelent). A vizsgdlat teriiletén a fényintenzitds az el6zetesen felvett értéktdl legfeljebb +15 %-kal térhet
el. A fényer@sség érzékelésére és mérésére szolgalé médszer, killonosen pedig a fényérzékel§ befolydsolja a mért
értéket. A gombérzékelSk (amelyek a mérési sik alatt és felett tetszbleges irdinybol érkezd fény mérésére alkalma-
sak) és a koszinuszos” érzékeldk (amelyek csak a mérési sik felett tetszSleges irdnybdl érkezd fény mérésére alkal-
masak) el6nyben részesitendSk az egytengelyt érzékelSkkel szemben, mert a jelen médszerben el8irt tobbpontos
fényforrés esetén nagyobb értékeket szolgdltatnak.

A vizsgilati edényekben a hémérséklet 24 + 2 °C legyen. A vizsgélat sordn a kontrolltenyészet tdpoldatdnak
pH-értéke nem névekedhet 1,5-nél nagyobb mértékben. Az 1,5-nél nagyobb eltérés ugyanakkor nem teszi
érvénytelenné a vizsgalatot, ha kimutathatd, hogy az érvényességi feltételek teljesiilnek. A pH-érték eltoléddsa
egyes kiilonleges esetekben, példdul instabil anyag vagy fém vizsgdlata esetén fokozott koriiltekintést tesz sziik-
ségessé. Tovabbi irdnymutatést a (11) irodalom tartalmaz.

A vizsgdlat idGtartama

A vizsgélat a nvények vizsgdlati edényekbe helyezése utdn 7 nappal fejezddik be.

Mérések és analitikai vizsgdlatok

A vizsgdlat kezdetén meg kell szdmldlni a vizsgélati edényekben 1év8 leveleket, és az értéket fel kell jegyezni a
mérési jegyz6konyvben; a szamldlds sordn tigyelni kell arra, hogy a kidlld, vizudlisan elkiiloniil6 leveleket vegyiik
figyelembe. A szabalyszertinek vagy rendellenesnek tting levelek szdmdt a vizsgdlat kezdetén, az expozicié id6-
tartama alatt legaldbb hdromnaponta (azaz a hét nap soran legaldbb kétszer), valamint a vizsgdlat végén kell meg-
hatdrozni. Fel kell jegyezni a novények fejlédésében bedll6 valtozasokat, példdul a levélméret vagy a megjelenés
véltozdsait, a nekrozisra, a klordzisra vagy a puipossagra utalo jeleket, a telepek felbomlasat vagy az tszoképesség
megsziinését, a gyokerek hosszdnak vagy megjelenésének megvéltozdsat. Fel kell tovdbba jegyezni a vizsgélati
oldat jellegzetességeit (példdul oldatlan anyag jelenléte, algaképzGdés a vizsgélati edényben) is.

A vizsgdlat sordn a levélszdm mellett a vizsgalt anyagnak a kovetkez$ mérési valtozok koziil legaldbb egy tovab-
bira gyakorolt hatdsat is meg kell hatdrozni:

i.  alevelek osszteriilete;

ii. szdraz tomeg;

iii. nedves tomeg.

A levelek osszteriilete azért el6nyos mérési vdltozd, mert a vizsgélat kezdetén, folyaman és végén minden vizs-
gélati és kontrolltenyészetre kiilon-kiilon meghatdrozhato. A szdraz és a nedves tomeget a vizsgalat elején a vizs-
gélatban alkalmazando kiinduldsi tenyészet szempontjdbdl reprezentativ mintan, majd a vizsgalat végén az egyes
vizsgélati és kontrolltenyészetek novényanyagin kell meghatdrozni. Ha a levélteriiletet nem mérjiik, a szdraz
tomeg mérését elényben kell részesiteni a nedves tomeg mérésével szemben.

A levelek osszteriilete, a szdraz tomeg és a nedves tomeg a kovetkezSképpen hatdrozhaté meg:
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i Alevelek osszteriilete. A telepekben eléforduld levelek osszteriilete meghatdrozhatd képelemzés segitségé-
vel. Videokamerdval (példéul az edényt vildgito testre helyezve) rogzithetdk a vizsgélati edény és a novények
korvonalai, majd a kiad6do kép digitalizalhaté. Ismert teriiletd sikidomokhoz hasonlitva meghatdrozhat6 a
vizsgalati edényekben 1év6 levelek osszteriilete. Kell§ gondossaggal ki kell kiiszobolni a vizsgélati edény
pereme miatti zavards hatdsat. Mdsik, munkaigényesebb lehetGség, ha a vizsgdlati edényeket és a novénye-
ket lefényképezziik, a kiadd6 korvonalak mentén kivdgjuk az alakokat, majd levélteriilet-elemzdvel vagy
milliméterpapiron meghatdrozzuk a levélteriiletet. Egyéb technikdk (példdul a papirbdl kivagott teriilet egy-
ségnyi teriiletti idomokhoz hasonlitdsa a tomegek Gsszevetése alapjan) ugyancsak megolddst jelenthetnek.

ii. Szdraz tomeg. A telepeket Gsszegydijtjitk a vizsgdlati edényekbdl], desztillélt vagy ionmentesitett vizzel ledb-
litjiik Sket, leitatjuk a felesleges vizet, és a telepeket 60 °C-on tomegéllanddsagig hevitjiik. A kapcsol6dé gyo-
kereket nem tavolitjuk el. A szdraz tomeget legaldbb 0,1 mg pontossaggal kell kifejezni.

iii. Nedves tomeg. A telepeket elGzetesen megmért tomegd, kerek aljukon kis (1 mm-es) lyukakkal elltott
polisztirol (vagy mds kémiailag semleges anyagbdl késziilt) csovekbe helyezziik. A csoveket ezt kovetSen
3 000 1/perc fordulatszdmon, szobahémérsékleten 10 percig centrifugaljuk. Megmérjiik a most mdr szdri-
tott telepeket tartalmazé csovek tomegét, és a nedves tomeget az iires csovek tomegének levondsaval
nyerjik.

A mérések és az analitikai vizsgdlatok gyakorisiga

Statikus vizsgdlat esetén a vizsgdlat elején és végén megmérjik az egyes készitmények pH-értékét. Félstatikus vizs-
gélat esetén a pH-értéket minden oldatcsere alkalmdval meghatdrozzuk mind a friss, mind az elhasznalt oldaton.

A fényintenzitdst a novesztSkamrdban, az inkubdtorban vagy a vizsgdlati helyiségben a fényforrastdl a Lemna-
levelekkel megegyezd tavolsigban elhelyezked§ pontokban mérjitk. Fényintenzitdst a vizsgdlat sordn legaldbb
egyszer kell mérni. A novesztGkamrdban, az inkubdtorban vagy a vizsgdlati helyiségben azonos koriilmények
kozott kiilon erre a célra tartott edényben legaldbb naponta mérjiik a tapoldat h6mérsékletét.

esetén a koncentraciot legaldbb a vizsgélat elején és végén kell meghatdrozni.

Félstatikus vizsgdlat esetén, ha a vizsgdlt anyag koncentracidja varhatéan nem marad a névleges koncentracio
+ 20 %-os kornyezetében, akkor minden friss vizsgélati oldatot elkészitésekor, tovabbd minden lecserélt oldatot
analitikai vizsgdlatnak kell alavetni (ldsd az 1.7.7. szakasz harmadik bekezdését). Olyan vizsgalatok esetén ugyan-
akkor, amelyekben a vizsgalt anyag mért kezdeti koncentréci6ja ugyan nem a névleges koncentraci6 + 20 %-os
kornyezetében van, de adatokkal kellGen bizonyithat6, hogy a kezdeti koncentrciok megismételhetdk és stabi-
lak (azaz a kezdeti koncentrdcié 80-120 %-os kornyezetében vannak), akkor az analitikai vizsgélatokat elegendd
csak a legkisebb és a legnagyobb vizsgalati koncentrdcion elvégezni. Az oldatcsere el6tt a vizsgdlt anyag kon-

s sz

parhuzamos tenyészetenként egyesitett tartalmdn) elvégezni.

Atfolyasos vizsgalat esetén a félstatikus vizsgdlathoz hasonl6 rendben, igy a vizsgdlat elején, felénél és végén kell
mintdkat venni, de ilyenkor nincs értelme az ,elhasznélt” oldat vizsgélatinak. Atfolydsos vizsgdlat esetén naponta
ellendrizni kell az olddszer és a vizsgdlt anyag vagy a vizsgdlt anyag torzsoldata adagoldsi sebességét.

Ha kimutathat6, hogy a vizsgélt anyag koncentracidjat a vizsgélat idGtartama alatt sikeriilt a névleges vagy a mért
kezdeti koncentracié * 20 %-os kornyezetében tartani, akkor az eredmények a névleges vagy mért kezdeti érté-
kek alapjdn elemezhetdk. Ha a névleges vagy a mért kezdeti koncentrdciotdl vald eltérés meghaladja a + 20 %-ot,
akkor az eredményeket az expozicié idején érvényes koncentraciéértékek mértani kozépértéke vagy a vizsglt
anyag koncentracidjanak csokkenését leiré modellek alapjdn kell elemezni (11).



L 220/82

Az Eurdpai Uni6 Hivatalos Lapja

2009.8.24.

1.7.11.

2.1.
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Hatdrérték-vizsgilat

Egyes esetekben, példdul ha el6zetesen elvégzett vizsgalatok azt jelzik, hogy a vizsgdlt anyag 100 mg/l koncent-
rdcidig vagy az adott vizsgélati oldatban val6 oldhat6sdgi hatdrig (a kettS koziil a kisebbikig) nem okoz toxikus
hatést, akkor egy kontrollcsoport és egyetlen (100 mg/l koncentriciénak vagy az adott vizsgdlati oldatban vald
oldhat6sdgi hatdrhoz tartozé koncentrcionak megfelels) expoziciénak kitett csoport dsszehasonlitdséval Ggy-
nevezett hatdrérték-vizsgalat végezhetd. A vizsgilat sordn fokozottan ajdnlatos elemezni az expozicié koncent-
érvényességi feltétel teljesiilését azzal az eltéréssel, hogy kétszer annyi parhuzamos készitményt kell vizsgélni. A
kontrollcsoportban és az expozicionak kitett csoportban tapasztalt novekedés olyan statisztikai probéval (pél-
dédul a Student-féle t-probaval) elemezhets, amely a kozépértékek dsszehasonlitdsdn alapul.

ADATOK ES JEGYZOKONYVEZES

MEGKETTOZODESI IDO

A vizsgélat sordn a levélszdm megkett6z6déséhez sziikséges T4 id6 meghatdrozdsihoz és az erre vonatkoz6 érvé-
nyességi feltétel (4sd az 1.6. szakaszt) ellendrzéséhez a kontrolltenyészetek adataira a kovetkezd dsszefiiggést kell
alkalmazni:

Ty =1In 2/,

ahol pra 2.2.1. szakasz els6 és masodik bekezdése szerint meghatdrozott dtlagos fajlagos novekedési sebesség.

HATASVALTOZOK

A vizsgalat célja annak meghatdrozdsa, milyen hatdst gyakorol a vizsgalt anyag a Lemna-telepek vegetativ nove-
kedésére. Ez a vizsgdlati médszer két hatdsvaltozot tartalmaz, mert a tagallamok igényei és a tagdllamokban érvé-
nyes szabalyozds eltérd. Hogy a vizsgalati eredmények valamennyi tagallamban elfogadhat6k legyenek, a hatast
mindkét aldbbi hatdsvéltozd alapjin meg kell hatdrozni:

a) atlagos fajlagos novekedési sebesség: ezt a hatdsvaltozot a levélszam logaritmusdnak, valamint egy tovabbi
mért paraméter (a levelek Osszteriilete, a szdraz tomeg vagy a nedves tomeg) logaritmusadnak napi véltozdsa
alapjdn szdmitjuk a kontrolltenyészetek és az egyes expozicidnak kitett tenyészetek figyelembevételével. Ezt
a mennyiséget relativ névekedési sebességnek is nevezik (15);

b)  kihozatal: ezt a hatdsvéltozot a levélszam, valamint egy tovabbi mért paraméter (a levelek Ossztertilete, a sza-
raz tomeg vagy a nedves tomeg) értékének napi véltozdsa alapjan szamitjuk a kontrolltenyészetek és az egyes
expozicionak kitett tenyészetek figyelembevételével.

Megjegyzendd, hogy a két hatdsviltozo alapjan szdmitott toxicitdsértékek nem hasonlithatok egymashoz, és a
vizsgélatok eredményeinek felhaszndldsa sordn erre a kiilonbségre tekintettel kell lenni. A jelen vizsgalati m6d-
szerben el6irt vizsgélati koriilmények betartdsa mellett a két szdmitdsi eljdrds matematikai héttere kovetkeztében
az dtlagos fajlagos novekedési sebességen alapuld EC, értékek (E.C,) dltaldban nagyobbra adédnak, mint a kiho-
zatalon alapulé EC, értékek (E,C,). Ezt az eltérést nem szabad tigy értelmezni, hogy egyik hatdsvltozo érzéke-
nyebb lenne a masiknal; egyszertien arrél van sz6, hogy a két érték matematikailag mdst jelent. Az dtlagos fajlagos
novekedési sebesség a békalencse korldtozatlan tenyészetekben tantisitott dltaldnos exponencialis novekedési min-
tdjan alapul, és a toxicitdst a novekedési sebességre kifejtett hatds alapjan, a kontrolltenyészetekben tapasztalhatd
novekedési sebesség abszolat nagysdgatol, a koncentracio—hatds gorbe meredekségétdl és a vizsgélat idGtarta-
métdl fiiggetlenil becsli. A kihozatalbdl szdrmaztatott eredmények ezzel szemben mindezektdl a véltozoktdl is
fuggnek. Az E C, fiigg a békalencse egyes vizsgdlatokban felhaszndlt egyedeinek fajlagos novekedési sebességétdl
ésa legnagyogb fajlagos novekedési sebességtdl, amely fajonként, s6t klononként is eltér§ lehet. Ez a hatdsval-
toz6 nem alkalmas az egyes békalencsefajok vagy klénok toxikus hatdssal szembeni érzékenységében fenndlld
kiilonbségek megitélésére. Bar tudomdnyos szempontbdl a toxikus hatdst indokoltabb az dtlagos fajlagos nove-
kedési sebességbdl meghatdrozni, ez a vizsgdlati modszer a kihozatalon alapuld toxicitdsszamitast is tartalmazza,
mert egyes orszagok hatdlyos jogszabdlyi kovetelményei ezt is sziikségessé teszik.



2009.8.24.

Az Eurdpai Uni6 Hivatalos Lapja

L 220/83

2.2.1.

2.2.2.

A toxicitdst a levélszam és egy tovabbi mérési vdltozo (a levelek osszteriilete, a szdraz tomeg vagy a nedves tomeg)
alapjdn is meg kell hatdrozni, mert bizonyos anyagok egy mdsik mérési véltozot sokkal erésebben befolydsol-
hatnak, mint a levélszdmot. Ez a hatds nem volna kimutathato, ha csak a levélszambdl indulndnk ki.

A levélszdm, valamint a tobbi feljegyzett mérési valtozé (a levelek osszteriilete, a szdraz tomeg vagy a nedves
tomeg) értékét az egyes mérések alkalmdval a koncentraci6értékek szerint tdblazatba kell rendezni. A tovabbi
adatelemzés, azaz az LOEC, az NOEC vagy az EC, meghatdrozdsa sordn a pirhuzamos tenyészetek kiilon-kiilon
vett adataibdl, nem pedig az egyes csoportok kozépértékébdl kell kiindulni.

Atlagos fajlagos névekedési sebesség

Az adott id@szakhoz tartozo atlagos fajlagos novekedési sebességet a novekedést leird valtozok (levélszdm, vala-
mint egy tovabbi mérési valtozo: a levelek Gsszteriilete, szdraz tomeg vagy nedves tomeg) logaritmusdnak nove-
kedéseként szamitjuk a vizsgilati és a kontrolltenyészetek minden egyes példdnydra kiilon-kiilon, a kovetkezd
oOsszefiiggés szerint:

ln(N,) ~In(N)

ahol:

- s az dtlagos fajlagos novekedési sebesség az ,i"-t6l a ,j” id6pillanatig

- N;  amérési valtozd értéke a vizsgilati vagy a kontrolltenyészetben az ,i” idGpillanatban
- Ni  amérési viltozd értéke a vizsgdlati vagy a kontrolltenyészetben a ,j” id6pillanatban
-t az ,i"-tdl ,j’-ig terjedd idStartam.

A vizsgdlati és a kontrollcsoportok mindegyikére meg kell hatdrozni a novekedési sebesség kozépértékét és
tapasztalati szordsnégyzetét.

Az dtlagos fajlagos novekedési sebességet a vizsgdlat teljes idGtartamadra (tehat gy, hogy a fenti osszefiiggésben
7 a vizsgdlat kezdetét, ,j” a vizsgdlat végét jeloli) kell meghatdrozni. Minden egyes vizsgélati koncentréciéra és
kontrollcsoportra meg kell hatdrozni az dtlagos fajlagos novekedési sebesség kozépértékét és tapasztalati szords-
négyzetét. Emellett (példdul a novekedési gorbék logaritmikus transzformaltjanak szemiigyre vételével) becslést
adunk a novekedési sebesség szakaszonkénti értékére is annak érdekében, hogy megitélhetd legyen a vizsgalt
anyag dltal az expozici6s idGszak folyaman kifejtett hatds. Ha a szakaszonkénti novekedési sebesség és az dtlagos
novekedési sebesség kozott nagy kiilonbséget tapasztalunk, az azt jelenti, hogy a névekedés mintdja erésen eltér
az dllandé kitevdjli exponencidlis novekedéstél és kiilondsen ajdnlott a novekedési gorbék részletes vizsgalata.
Ilyenkor a biztonsdg javéra jarunk el, ha az sszehasonlitdst a legnagyobb gatlds id6szakdban a vizsgalt tenyé-
szetekben és az ugyanebben az id@szakban a kontrolltenyészetekben tapasztalt fajlagos novekedési sebesség
kozott végezziik.

A novekedési sebesség 1, szdzalékos gatldsdt ezutdn koncentracionként (készitménycsoportonként) a kovetkezd
osszeftiggésbdl kell meghatdrozni:

%Ifwxwo

He

ahol:

- %I1: az étlagos fajlagos novekedési sebesség szdzalékos gétldsa
- B apkozépértéke a kontrollesoportban

- pp apkozépértéke a vizsgdlt csoportban.

Kihozatal

A kihozatalra gyakorolt hatdst vizsgdlati edényenként, két mérési véltozo: a levélszdm és egy tovabbi mérési vil-
toz6 (a levelek osszteriilete, a szdraz tomeg vagy a nedves tomeg) vizsgalat kezdetén és vizsgélat végén mért érté-
kébdl szamitjuk. A szdraz tomeg és a nedves tomeg esetében a kezdeti élGanyag-tomeget a vizsgdlati edények
tartalmédnak osszedllitdsdhoz (ldsd az 1.7.3. szakasz mdsodik bekezdését) haszndlt tételbdl szdrmazo levelekbdl
vett mintdn hatdrozzuk meg. Minden egyes vizsgdlati koncentrdci6 és kontrollcsoport esetén kiszdmitjuk a
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2.2.3.

2.2.4.

2.3.

kihozatal kozépértékét és tapasztalati szérdsnégyzetét. Az dtlagos szdzalékos kihozatalgdtlds (% I,) készitmény-
csoportonként hatdrozhaté meg a kovetkezs osszeftiggésbol:

ol = (bcfbr)
y

x 100
c

- %l a kihozatal szdzalékos csokkenése

- be az élGanyag-tomeg végss értéke és kiinduldsi értéke kozotti kiilonbség a kontrollcsoportban
- bp az él6anyag-tomeg végss értéke és kiinduldsi értéke kozotti kiilonbség a vizsgdlt csoportban.

A koncentricié-hatis gorbék elkészitése

El kell késziteni a hatdsvéltozohoz tartozo dtlagos szdzalékos gatlds értékét (a 2.2.1., illetve a 2.2.2. szakasz utolsd
bekezdésében meghatdrozott I, vagy [, értéket) a vizsglati koncentracié logaritmusa fiiggvényében dbrdzol6 kon-
centracié—hatds gorbéket.

Az EC, becslése

Az EC, (példdul EC) becslését mind az dtlagos fajlagos novekedési sebesség (E,C,), mind a kihozatal (E,C,) alap-
jan el kell végezni, amelyeket viszont a levélszambdl és egy tovabbi mérési valtozobdl (levelek Osszterilete, sza-
raz tomeg vagy nedves tomeg) egyarant ki kell szdmitani. Ez azért sziikséges, mert egyes vizsgdlati anyagok a
levélszdmra és a mdsodik mérési valtozora eltérd hatdst gyakorolnak. Ennek megfelel6en tehdt minden x gdtldsi
szinthez négy EC, toxicitdsi paramétert dllitunk el6: E.C, (levélszam); E.C, (levelek Osszteriilete, szdraz tomeg vagy
nedves tomeg); E,C, (levélszdmy); és E,C, (levelek dsszteriilete, szdraz tomeg vagy nedves tomeg).

STATISZTIKAI SZAMITASOK

A statisztikai szdmitdsok célja, hogy regresszidszdmitdssal kvantitativ koncentrdcié-hatds osszeftiggést dllitsunk
el8. Lehetdség van arra, hogy a hatdsadatok — példdul probit-, logit- vagy Weibull-modell (16) szerinti — lineari-
zdcios transzforméldsat kovetGen sulyozott linedris regressziot végezziink, de el6nydsebb inkdbb nemlinedris reg-
resszi6t alkalmazni, mert ez jobban kezeli az adatok elkeriilhetetlen irregularitdsat és a sima eloszldstol vald
eltérést. A nulla és a teljes gatlds kornyezetében az irregularitdst a transzformécio felnagyithatja, ami a szdmitds
szempontjabol elénytelen (16). Megjegyzend§, hogy a probit-, logit- vagy Weibull-transzformaltat alkalmazé szo-
késos szamitdsi mddszerek elsGsorban kvantdlt (példdul elhaldlozds kontra tilélés) adatok feldolgozdsara alkal-
masak, igy modositdst igényelnek, ha a novekedési sebességre vagy a kihozatalra kivdnjuk ket alkalmazni. Az
EC,-értékek folytonos adatokbdl vald szamitdsara alkalmas modszereket a (17), (18) és (19) irodalom ismertet.

Az egyes hatdsvdltozok elemzéséhez a koncentricido-vdlasz 6sszefiiggésbdl allitsuk el az EC, egyes pontokban
becsiilt értékét. Ha lehetséges, meg kell hatdrozni az egyes becslések 95 %-os konfidenciahatdrat. A hatdsadatok
regresszios modellhez illeszkedésének josdgat grafikus vagy statisztikai modszerrel kell megdllapitani. A regresz-
szi6szamitdst az egyes vizsgdlati edényeken nyert értékekkel, nem pedig a vizsgalati csoportok kozépértékével kell
elvégezni.

Ha a rendelkezésre all6 regresszios modellek/mddszerek nem alkalmasak a konkrét adatok elemzésére, az ECs-re
vonatkozo becsléseket és a konfidenciahatdrokat ,bootstrap” technikdval egyiitt alkalmazott linedris interpoldci-
6val (20) is elGallithatjuk.

Az LOEC, és igy az NOEC becsiilt értékének elddllitdsa érdekében varianciaanalizis (ANOVA) segitségével dssze-
vetjitk az egyes készitményekhez tartozé kozépértékeket. Az egyes koncentraciokhoz tartozd kozépértékeket ezu-
tdn alkalmasan megvalasztott tobbszoros dsszehasonlité mddszerrel vagy trendprébaval a kontrollcsoporton
nyert kozépértékhez hasonlitjuk. Hasznos lehet a Dunnett- és a Williams-proba alkalmazdsa (21)(22)(23)(24).
Lényeges ellendrizni, hogy fenndll-e az ANOVA-nak a szérdsnégyzetek homogenitdsdra vonatkozé feltevése. Ezt
az ellendrzést grafikusan vagy formdlis probaval (25) végezhetjiik. Erre a célra a Levene- és a Bartlett-préba alkal-
mas. A szorasnégyzetek homogenitdsara vonatkoz6 feltevés nem teljesiilése gyakran kikiiszobolhet az adatok
logaritmikus transzformadldsaval. Ha a szérdsnégyzetek heterogenitdsa tilsdgosan szélsGségesnek bizonyul, és
transzformacioval nem javithatd, akkor célszert megfontolni példdul a 1épésenkénti Jonkheere-trendpréba alkal-
mazdsat. Az NOEC meghatdrozdsihoz tovabbi atmutatdst ad a (19) irodalom.
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A legtijabb kutatdsi eredmények alapjan az az ajanlds fogalmazhat6 meg, hogy az NOEC kiszamitasa helyett cél-
szer(ibb az EC, értékét becsiilni pontonkénti regresszidval. A jelen Lemna-vizsgdlathoz egyel6re nem all rendel-
kezésre alkalmas x érték, bar a 10 és 20 % kozotti tartomdny megfelel6nek latszik (a valasztott hatdsvaltozotol
fuggden), és ajanlott mind az EC,, mind az EC,, értéket jegyzSkonyvbe foglalni.

JEGYZOKONYVEZES

VIZSGALATI JEGYZOKONYV

A vizsgdlati jegyz6konyv tartalmazza a kovetkezd informdcidkat:
Vizsgélt anyag:

- fizikai jelleg és fizikokémiai tulajdonsdgok, vizben valé oldhatésdgi hatér,
- kémiai azonosit6 adatok (pl. CAS-szdm), tisztasag.

Vizsgilt faj:

- tudomdnyos név, klén (ha ismert) és eredet.

Vizsgélati korilmények:

- alkalmazott vizsgilati eljards (statikus, félstatikus vagy éatfolydsos),
-  avizsgdlat megkezdésének idSpontja és idGtartama,

- vizsgélati oldat,

- akisérleti terv ismertetése: vizsgdlati edények és fedSk, oldattérfogatok, telep- és levélszamok vizsgalati edé-
nyenként a vizsgdlat megkezdésekor,

- vizsgélt koncentrdcidk (sziikség szerint névleges és mért értékek) és a parhuzamos tenyészetek szdma
koncentracionként,

- atorzs- és a vizsgalati oldatok elkészitésének modszere, az esetleg alkalmazott oldé- vagy diszpergaldszer,
- hémérséklet a vizsgélat folyamdn,

- fényforrds, a fény intenzitdsa és homogenitdsa,

- avizsgdlati és a kontrolloldatok pH-értékei,

- avizsgalt anyag koncentracidi és az analizis modszere a megfelel6 minéség-ellendrzési adatokkal egyiitt (az
érvényesség vizsgélata, a szords vagy az analizis konfidenciahatara),

- alevélszdm és a tovabbi mérési véltozok (szdraz tomeg, nedves tomeg vagy levélteriilet) meghatdrozdsanak
modszere,

- ajelen vizsgilati mddszertdl valo esetleges eltérések.
Eredmények:

- nyers mérési adatok: levélszdm és a tovabbi mérési vdltozok minden egyes vizsgdlati és kontrolltenyészet-
ben minden adatfelvételkor és analizis alkalmaval,

- az egyes mérési valtozok kozépértékei és szordsai,

- novekedési gorbék minden egyes koncentraciora (logaritmikusan transzformalt mérési valtozékkal ajanlott
megadni, ldsd a 2.2.1. szakasz mdsodik bekezdését),

- megkettdz6dési id6, illetve novekedési sebesség a kontrolltenyészetben, a levélszdm alapjan,
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- hatdsvéltozok szdmitott értéke minden parhuzamos tenyészetre, tovabba vizsgélati csoportonként a kozép-
érték és a szordsnégyzet,

- akoncentrdcié-hatds osszefiiggés grafikus formdban,

- ahatdsviltozok toxikus végpontjdnak becsiilt értékei, példdul ECs,, EC,,, EC, és a hozzdjuk tartozd kon-
fidenciaintervallumok. Ha kiszdmitottuk, az LOEC, illetve az NOEC értéke, tovabbd a szdmitdshoz alkalma-
zott statisztikai mddszer,

- ANOVA alkalmazdsa esetén a hatds kimutatdsanak mérethatdra (példdul a legkisebb szignifikdns kiilonbség),
- avizsgélatok sordn észlelt esetleges novekedésserkentés,
- fitotoxicitdsra utalé esetleges lathatd jelek, valamint a vizsgalati oldatokkal kapcsolatos észrevételek,

- az eredmények szoveges Osszefoglaldsa és értékelése, ezen belill a jelen vizsgdlati modszert6l valé eltérések
vizsgdlati eredményekre gyakorolt hatdsdnak elemzése.
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(6) AFNOR — Association Frangaise de Normalisation. (1996). XP T 90-337: Détermination de l'inhibition de
la croissance de Lemna minor. 10pp.
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1. fuggelék
A Lemna nemzetség leirdsa

A Lemna nemzetséghez tartozo, békalencseként kozismert vizindvények a Lemnaceae csalddba tartoznak, amelynek négy
nemzetsége szdmos vildgszerte elterjedt fajt felolel. Kiilonboz6 megjelenésiiket és rendszertanukat a szakirodalom kimeri-
tGen ismerteti (1)(2). A Lemna gibba és a L. minor a mérsékelt éghajlati ovezet jellegzetes képvisel6i; a toxicitdsi vizsgalatok-
ban tobbnyire ezeket alkalmazzdk. Mindkét fajnak tsz6 vagy aldmeriild, korong alakd levelei és nagyon vékony, az egyes
levelek alsé felszinének kozepérél ereds gyokerei vannak. A Lemna-fajok tobbnyire nem virdgzanak, a szaporodds érdeké-
ben a novények vegetativ tton Gj leveleket hoznak 1étre (3). Az idGsebb novényekhez képest a fiatalabbak dltaldban halvé-
nyabbak, rovidebb gyokereik vannak és két-hdrom, kiilonbozé méretd levélbdl dllnak. A Lemna-novények kis mérete,
egyszerd struktdrdja, ivartalan szaporoddsa és rovid generacios ideje a nemzetség fajait killonosen alkalmassd teszi labora-
tériumi vizsgdlatokra (4)(5).

Mivel az egyes fajok elérelithatéan eltéré mértékben lesznek érzékenyek a kiilonb6z6 behatdsokra, az érzékenységet kiza-
r6lag fajon beliil szabad 6sszehasonlitani.

Példik a vizsgilatokban kordbban mdr alkalmazott Lemna-fajokra, fajonként szakirodalmi hivatkozdsokkal

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. .
phys. Chem., 29: 935-941.

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

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

Swedish Standards Institute (SIS). (1995). Vizmingség. A novekedésgatlds meghatdrozasa (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 (USEPA). (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). Ecotoxi-
col. Environ. Saf., 5:87-96.

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

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

A Lemna-fajok beszerzési forrasai

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

Toronto, Ontario, Canada, M5S 3 B2

Tel. +1-416-978-3641

Fax.+1-416-978-5878

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

North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002
United States

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

SWEDEN

Tel. +46 8 674 7240

Fax +46 8 674 7636

Federal Environmental Agency (UBA)

FG1III 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

Germany

e-mail: lemna@uba.de
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2. fliggelék
A torzstenyészetek tartdsa

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

1d6rél iddre néhdny fiatal, viligoszold novényt csiramentes eljardssal friss tdpoldatot tartalmazé novesztGedénybe helye-
ziink. A javasolt hiivosebb koriilmények kozott elegendd lehet akdr hiromhavonta is dtoltdst végezni.

Kémiailag tiszta (savval lemosott) és steril iveg novesztSedényeket alkalmazzunk, és a kezelés sordn biztositsunk csiramen-
tes koriilményeket. A torzskultdra (példdul algdval vagy gombdkkal torténd) fert6zGdése esetén meg kell kisérelni a
szennyez$ organizmusok eltdvolitdsat. Algak és a legtobb mds szennyez8 organizmus esetén ez feliileti fertGtlenitéssel valo-
sithaté meg. A fert6z6dott névényanyagbdl mintdt vesziink, és a gyokereket levagjuk. A novényeket ezutdn tiszta vizben
intenziven megrazzuk, majd 30 médsodperc és 5 perc kozotti idGtartamra 0,5 térfogatszdzalékos ndtrium-hipoklorit-oldatba
meritjitk. A névényanyagot ezutdn steril vizben toblitjitk, majd tobb részletben friss tdpoldatot tartalmazd novesztSedé-
nyekbe helyezzik. A kezelés eredményeképpen szdmos levél elhal, killonosen hosszabb expozicids id6 esetén, de a fenn-
maradok koziil néhdny dltaldban fert6zésmentes lesz. Ez a tenyészet a késébbiekben tjabbak leoltdsdra hasznélhato fel.
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3. fliggelék

Tépoldatok

L. minor és L. gibba esetén eltérd tapoldatot ajénlott alkalmazni. L. minor esetén a svéd szabvany (SIS) szerinti tdépoldat méodo-
sitott véltozatdt, mig L. gibba esetén a 20X—AAP tdpoldatot javasoljuk. Az aldbbiakban megadjuk minkét tdpoldat sszeté-
telét. A tdpoldatok elkészitése sordn reagens vagy analitikai tisztasdgti vegyiileteket és ionmentesitett vizet kell alkalmazni.

Svéd szabvany (SIS) szerinti Lemna-tdpoldat

- Az I-V. tdrzsoldatot autokldvozdssal (120 °C, 15 perc) vagy membransziréssel (koriilbelil 0,2 pum pérusméret)

sterilizljuk.

— A VL (és szitkség esetén a VIL) torzsoldatot kizdr6lag membransziiréssel sterilizdljuk, autokldvozds nem alkalmazhato.

- Asteril torzsoldatokat hideg, so6tét helyen taroljuk. Az I-V. térzsoldatot hat honap elteltével ki kell 6nteni, mig a VI. (és

sziikség esetén a VIL) torzsoldat eltarthatdsdgi ideje egy honap.

Koncentrécié a | Koncentricié a Kész. tépoldar
Torzsoldat szdma Anyag térzsgglﬁ):atban ké]j: nte'}fnc;l;i])at— Cémiat elern Koncentrécié
(mg/l

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

' KH,PO4 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4

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

IIL CaCl, - 2H,0 7,2 36 Ca; C1 9,8;17,5

Iv. Na,CO, 4,0 20 C 2,3
H;BO, 1,0 1,00 B 0,17
Mndl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040

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

v Na,-EDTA-2H,0 0,28 1,4 - -

VIL MOPS (puffer) 490 490 — —

- Egy liter SIS szerinti tdpoldat elkészitéséhez 900 ml ionmentesitett vizhez a kovetkezSket adagoljuk:

— 10 ml az L. torzsoldatbdl,

- 5mlall térzsoldatbdl,

— 5 mlalll térzsoldatbdl,

—  5mlalV. torzsoldatbdl,

— 1 mlaz V. térzsoldatbdl,

—  5mla VL torzsoldatbdl,

— 1 mla VIL torzsoldatbdl (ha sziikséges).

Megjegyzés: A VIL torzsoldatot (MOPS puffer) bizonyos vizsgalt anyagok esetében kell alkalmazni (ldsd az 1.4. szakasz utols6
bekezdését).

- A pH-értéket 0,1 vagy 1 mol HCl vagy NaOH hozzdaddsaval 6,5 + 0,2 értékre allitjuk, majd a térfogatot ionmentesitett
viz hozzdaddsaval egy literre kiegészitjiik.
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20X-AAP tipoldat

A torzsoldatokat steril desztilldlt vagy ionmentesitett vizzel készitjiik.

A steril torzsoldatokat hideg, sotét helyen tdroljuk. Ilyen koriilmények kozott eltarthatosagi idejitk legaldbb 6-8 hét.

A 20X-AAP tépoldat elddllitdsdhoz 6t, tdpanyagokat tartalmazé torzsoldatot (Al., A2., A3., B és C) készitiink reagens mind-
ségli vegyiiletek felhaszndldsdval. A tdpoldat elédllitdsdhoz kb. 850 ml ionmentesitett vizhez 20 ml-t adunk minden torzs-
oldatbol. A pH-értéket 0,1 vagy 1 mol HCl vagy NaOH hozzdaddsaval 7,5 + 0,1 értékre dllitjuk, majd a térfogatot
ionmentesitett viz hozzdadasaval egy literre kiegészitjiik. Ezutdn a tdpoldatot egy kb. 0,2 pm pérusméretti membransziirén
at steril edénybe sziirjiik.

A vizsgalatok céljara szdnt tdpoldatot egy-két nappal a felhasznalds el6tt kell elkésziteni annak érdekében, hogy pH-értékitk
stabilizdlédhasson. A tdpoldat pH-értékét felhasznalds el6tt ellendrizni kell, és sziikség esetén 0,1 vagy 1 mol HCl vagy NaOH
hozzdaddsaval a fentieknek megfelelGen djra be kell éllitani.

Térzsoldat szdma Anyag Koncentrdci6 a t(")'r— kl;)zIl :;llal(t)ﬁ;iti:n K ‘s
zsoldatban (g/1) () mell) () Kémiai elem Ko(rlﬁ;ﬁ;rg)ao
NaNO, 26 510 Na; N 190; 84
Al. MgCl,-6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl,"2H,0 4,4 90 Ca 24,04
A2. MgSO,-7H,0 15 290 S 38,22
A3. K,HPO,3H,0 | 1,4 30 K; P 9,4:3,7
H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
MnCl,-4H,0 0,42 8,3 Mn 2,3
FeCl;-6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA-2H,0 | 0,30 6,0 - -
> Zncl, 3,3 mg/l 66 pg/l Zn 31 g/l
Co(Cl,"6H,0 1,4 mg/l 29 pgfl Co 7,1 pgfl
Na,MoO,2H,0 | 7,3 mg/l 145 pgfl Mo 58 pgl
Cu(Cl,-2H,0 0,012 mg/l 0,24 pg/l Cu 0,080 pg/l
C. NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

(") Eltérd el8irds hidnydban.

Labjegyzet: Az elméletileg sziikséges hidrogén-karbondt-koncentraci6 (amely mellett nincs szitkség a pH-érték jelentSs mértékd utanallita-
sdra) 15 mg/l, nem 300 mg/l. A 20X-AAP tdpoldattal végzett korabbi vizsgalatok és a jelen mddszerhez kapcsol6dé korvizsgalat
azonban egyarant 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)

Koncentrdcidk és torzsoldatok

- A modositott Steinberg-féle tapoldatot az ISO 20079 kizardlag Lemna minor esetére irja el§ (mert a szabvény csak Lemna
minor alkalmazdsdt engedélyezi), de kordbbi vizsgdlatok Lemna gibba esetén is kedvezd eredményekre vezettek.

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

- A tépoldatot elkészithetjiik torzsoldatokbdl vagy a tizszeres toménységii oldatbél, amely maximélis oldatkoncentra-

ciot tesz lehetévé kicsapdodas nélkiil.
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1. tdbldzat

pH-stabilizlt STEINBERG-féle tipoldat (Altenburger szerint médositva)

Anyag Tapoldat

Makroelemek moltomeg mg|l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NOs), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO, - 7H,0 246,37 100,00 0,41

Mikroelemek moltdmeg 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
Mndl, - 4H,0 197,84 180,00 0,91
FeCl; - 6H,0 270,21 760,00 2,81
Dinatrium-EDTA-dihidrat 372,24 1 500,00 4,03

2. tdbldzat

Toérzsoldatok (makroelemek)

1. Makroelemek (50-szeres toménységii) g/l
1. térzsoldat:
KNO, 17,50
KH,PO, 45
K,HPO, 0,63
2. torzsoldat:
MgSO, - 7H,0 5,00
3. torzsoldat:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75

3. tabldzat

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
7. torzsoldat:
MnCl, - 4H,0 180,0
8. torzsoldat:
FeCl, - 6H,0 760,00
Dinétrium-EDTA-dihidrat 1 500,00
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- A 2.és 3, illetve kilon a 4-7. torzsoldat egyesithetd (a kivant koncentraciok figyelembevételével).

— A hosszabb eltarthatésdg érdekében kezeljitk a torzsoldatokat autokldvban 121 °C-on 20 percig, vagy végezziink
membrénsziréses (0,2 pm) sterilizldst. A 8. torzsoldat esetében fokozottan ajanlott membransziréses (0,2 pm) steri-
lizaldst végezni.

A végleges koncentrici6jii (médositott) STEINBERG-féle tipoldat elkészitése

- A kicsap6dis elkeriilése érdekében mintegy 900 ml ionmentesitett vizhez adjunk az 1., 2. és 3. torzsoldatbdl (2. tab-
ldzat) egyarant 20 ml-t.

- Az oldathoz adjunk a 4., 5., 6., 7. és 8. torzsoldatbdl (3. tdbldzat) egyardnt 1,0 ml-t.
- ApH-<rték 5,5 £ 0,2 legyen (ezt az értéket minél kevesebb NaOH-oldat vagy HCl hozzdaddsdval dllitsuk be).
- Viz hozzdadésdval egészitsiik ki az oldat térfogatdt 1 000 ml-re.

- Haa torzsoldatok sterilizdltak és megfelel6 mindségii vizet alkalmazunk, akkor tovébbi sterilizdlds nem sziikséges. Ha
a végleges tapoldatot sterilizdljuk, a 8. torzsoldatot az autokldvozds (121 °C-on 20 percig) utdn kell hozzdadni.

A 10-szeres toménységii (mddositott) STEINBERG-féle tipoldat elkészitése ideiglenes tiroldsra

- A kicsapddds elkeriilése érdekében mintegy 30 ml vizhez adjunk az 1., 2. és 3. torzsoldatbol (2. tdblazat) egyardnt
20 ml-t.

- Azoldathoz adjunk a 4., 5., 6., 7. és 8. torzsoldatbdl (3. tabldzat) egyardnt 1,0 ml-t. Viz hozzdaddsaval egészitsiik ki az
oldat térfogatdt 1 000 ml-re.

- Haa torzsoldatok sterilizdltak és megfelel6 mindségi vizet alkalmazunk, akkor tovabbi sterilizdlds nem sziikséges. Ha
a végleges tapoldatot sterilizaljuk, a 8. torzsoldatot az autokldvozds (121 °C-on 20 percig) utdn kell hozzdadni.







2009-es eldfizetési dijak (afa nélkil, rendes szallitasi koltségeket beleértve)

Az EU Hivatalos Lapja, L + C sorozat, kizarélag nyomtatott kiadvany | az EU 22 hivatalos nyelvén 1 000 EUR/év (%)
Az EU Hivatalos Lapja, L + C sorozat, kizarélag nyomtatott kiadvany | az EU 22 hivatalos nyelvén 100 EUR/KG ()
Az EU Hivatalos Lapja, L + C sorozat, nyomtatott kiadvany + az EU 22 hivatalos nyelvén 1200 EUR/év
éves CD-ROM
Az EU Hivatalos Lapja, L sorozat, kizarolag nyomtatott kiadvany az EU 22 hivatalos nyelvén 700 EUR/év
Az EU Hivatalos Lapja, L sorozat, kizar6lag nyomtatott kiadvany az EU 22 hivatalos nyelvén 70 EUR/ho
Az EU Hivatalos Lapja, C sorozat, kizardlag nyomtatott kiadvany az EU 22 hivatalos nyelvén 400 EUR/év
Az EU Hivatalos Lapja, C sorozat, kizarélag nyomtatott kiadvany az EU 22 hivatalos nyelven 40 EUR/ho
Az EU Hivatalos Lapja, L + C sorozat, havi CD-ROM (6sszevont) | az EU 22 hivatalos nyelvén 500 EUR/év
A Hivatalos Lap Kiegészit6é Kiadvanya (S sorozat), kzbeszerzés és | tdbbnyelvi: 360 EUR/év
ajanlati felhivasok, CD-ROM, heti 2 kiadvany az EU 23 hivatalos nyelvén (= 30 EUR/ho)
Az EU Hivatalos Lapja, C sorozat — versenyvizsga-kiirasok a vizsgakiiras szerinti 50 EUR/év
nyelv(ek)en
(*) Szamonkeénti értékesités: 32 oldalig: 6 EUR
33 és 64 oldal kozétt: 12 EUR
64 oldal felett: egyedileg meghatarozott ar

Az Europai Unié Hivatalos Lapjanak, amely az Eur6pai Uni¢ hivatalos nyelvein jelenik meg, 22 nyelvi valtozatara
lehet eldfizetni. Az L (jogszabalyok) és a C (tajékoztatasok és kdzlemények) sorozatot foglalja magaban.

Valamennyi nyelvi véltozatra kllén kell eléfizetni.

A 920/2005/EK tanacsi rendelet értelmében, amelyet a Hivatalos Lap 2005. junius 18-i L 156. szama tett kozzé, és
amely eldirja, hogy az Eurdpai Unid intézményei nem kotelesek minden jogi aktust ir nyelven is megszévegezni,
illetve ezen a nyelven kihirdetni, az ir nyelven kiadott Hivatalos Lapok ertékesitése kilon tortenik.

A Hivatalos Lap Kiegészité Kiadvanyara (S sorozat — kézbeszerzés és ajanlati felhivasok) térténd eléfizetés mind a
23 hivatalos nyelvi valtozatot magdban foglalja egyetlen tébbnyelvi CD-ROM-on.

Kérésére az Eurdpai Unio Hivatalos Lapjara térténé eldfizetéssel a Hivatalos Lap kllénféle mellékleteit is meg-
kaphatja. Az eldfizeték a mellékletek megjelenésérél az Eurdpai Unid Hivatalos Lapjaban kozélt ,Az olvaséhoz”
cimul kézlemeénynek kdszénhetéen érteslinek.

Ertékesités és eldfizetés

A Kiadohivatal gondozasaban megjelent, térités ellenében kaphaté kiadvanyok a Kiaddéhivatal forgalmazo partne-
reitdl szerezhetdk be. A forgalmazd partnerek listaja a kdvetkezd cimen talalhaté:

http://publications.europa.eu/others/agents/index_hu.htm

Az EUR-Lex (http:/eur-lex.europa.eu) kozvetlen és ingyenes hozzaférést biztosit az Eurépai Unid
jogahoz. Errél a honlaprdl elérheté az Eurdpai Unié Hivatalos Lapja, valamint tartalmazza a szerzédé-
seket, a jogszabalyokat, a jogeseteket és az el6készité dokumentumokat is.

Tovabbi informaciét az Eurépai Unidrél a http://europa.eu internetcimen talalhat.

A Kindhivatal AZ EUROPAI KOZOSSEGEK HIVATALOS KIADVANYAINAK HIVATALA
g% fadonivata L-2985 LUXEMBURG

* g Kk Publications.europa.eu




