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(Tiestbu akti, kuri pienemti, piemerojot EK/Euratom ligumus, un kuru publiceSana ir obligata)

REGULAS

KOMISIJAS REGULA (EK) Nr. 761/2009
(2009. gada 23. jilijs),

ar kuru, pielagojot tehnikas attistibai, groza Regulu (EK) Nr. 440/2008 par testéSanas metoZu
noteikSanu saskana ar Eiropas Parlamenta un Padomes Regulu (EK) Nr. 1907/2006, kas attiecas uz
kimikaliju registréSanu, vértésanu, licencésanu un ierobeZosanu (REACH)

(Dokuments attiecas uz EEZ)

EIROPAS KOPIENU KOMISIJA,

nemot veéra Eiropas Kopienas dibinasanas ligumu,

nemot veéra Eiropas Parlamenta un Padomes 2006. gada 18. de-
cembra Regulu (EK) Nr. 1907/2006, kas attiecas uz kimikaliju
registré$anu, vertésanu, licencé$anu un ierobezosanu (REACH), un
ar kuru izveido Eiropas Kimikaliju agentiiru, groza Direktivu
1999/45/EK un atce] Padomes Regulu (EEK) Nr. 793/93 un Ko-
misijas Regulu (EK) Nr. 1488/94, ka ari Padomes Direktivu
76/769/EEK un Komisijas Direktivu 91/155/EEK, Direktivu
93/67EEK, Direktivu 93/105/EK un Direktivu 2000/21/EK (1),
un jo Ipasi tas 13. panta 3. punktu,

ta ka:

Komisijas Regula (EK) Nr. 440/2008 (?) ir noteiktas Regu-
las (EK) Nr. 1907/2006 pieméro$anai izmantojamas testé-
Sanas metodes vielu fizikali kimisko Tpasibu, toksicitates un
ekotoksicitates noteiksanai.

Regula (EK) Nr. 440/2008 jaatjaunina, lai ieklautu taja kon-
krétu testéSanas metoZu izmainas un vairakas jaunas ESAO
pienemtas testéSanas metodes. Par $o priekslikumu ir no-
tikusi apspriesanas ar ieinteresétajam personam. Minétie
grozijumi pielago attiecigas metodes zinatnes un tehnikas
attistibai.

() OV L 396, 30.12.2006., 1. Ipp.
() OV L 142, 31.5.2008,, 1. Ipp.

6)

Ir japarskata noteikumi par tvaika spiedienu, lai tajos ie-
klautu jauno eftizijas metodi.

Ir japievieno jauna metode $kiedru vidéja svérta geometri-
ska diametra mérisanai.

Ir lietderigi papildinat Regulu (EK) Nr. 440/2008, ieklaujot
taja ka prioritati jaunu in-vitro testé8anas metodi adas kai-
rindjuma noteikSanai, lai samazinatu izméginajumos iz-
mantojamo dzivnieku skaitu atbilstigi Padomes 1986. gada
24. novembra Direktivai 86/609/EEK par dalibvalstu nor-
mativo un administrativo aktu tuvinasanu attieciba uz to
dzivnieku aizsardzibu, kurus izmanto izméginajumos un
citiem zinatniskiem mérkiem (3). Lai gan in-vitro testésanas
metode adas kairinagjuma noteik$anai joprojam tiek ap-
spriesta ESAO, ir lietderigi $aja iznémuma gadijuma B.46.
metodi ieklaut 3aja regula. B.46. metode ir jaatjaunina ie-
sp&jami driz, tiklidz panakta vienosanas ESAO vai klast
pieejama turpmaka informacija, kas pamato $adu
parskatisanu.

Noteikumi par algu augSanas kavésanas testu ir japarskata,
lai ieklautu tajos vél citas sugas un panaktu atbilstibu pra-
sibam par bistamibas noteikanu un kimisko vielu
klasifikaciju.

Ir japievieno jauna metode virszemes idenu aerobas mi-
neralizacijas noteik3anai ar biodegradacijas imitacijas testu
un jauna metode Lemna gints toksicitates noteik3anai ar
augSanas kavésanas testu.

() OV L 358,18.12.1986., 1. Ipp.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:LV:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:LV: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)  Tapec attiecigi jagroza Regula (EK) Nr. 440/2008. b) ieklauj $is regulas II pielikuma izklastito A.22. nodalu.
(90  Saja regulda noteiktie pasakumi ir saskana ar 2. Pielikuma B dalu groza sadi:

atzinumu, ko sniegusi atbilstigi Regulas (EK)

Nr. 1907/2006 133. pantam izveidota komiteja, ieklauj $is regulas III pielikuma izklastito B.46. nodalu.

3. Pielikuma C dalu groza $adi:
IR PIENEMUSI SO REGULU.
a) tas C.3. nodalu aizstaj ar §is regulas IV pielikuma izklas-
tito C.3. nodaluy;

1. pants
b) ieklauj $is regulas V un VI pielikuma izklastito C.25. un
Regulas (EK) Nr. 440/2008 pielikumu groza $adi. C.26. nodalu.
1. Pielikuma A dalu groza $adi: 2. pants
a) tas A.4. nodalu aizstaj ar §is regulas I pielikuma izklasti- Siregula stajas speka tresaja diena péc tas publicésanas Eiropas Sa-
to A.4. nodalu; vienibas Oficidlaja VestnesT.

Si regula uzliek saistibas kopuma un ir tiesi piemérojama visas dalibvalstis.

Briselg, 2009. gada 23. julija

Komisijas varda —
Komisijas loceklis
Stavros DIMAS
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1.1.

1.2.

I PIELIKUMS

A.4. TVAIKA SPIEDIENS

METODE

$i metode ir ekvivalenta OECD TG 104 (2004).

IEVADS

Saja A.4. metodes (1) parstradataja versija papildus ir ieklauta efiizijas metode — izotermiska termogravimetrija, kas
paredzéta tvaika spiediena noteiksanai vielam, kuram tas ir loti zems (lidz pat 107'° Pa). Nemot véra vajadzibu péc
noteik§anas metodém, ipasi, lai noteiktu tvaika spiedienu vielam, kuram tas ir zems, tiek atkartoti izvértéti citi sie
metodes panémieni izmanto3anai citos spiediena intervalos.

Termodinamiska lidzsvara apstaklos tiras viclas tvaika spiediens ir atkarigs tikai no temperatiiras. Pamatprincipu
aprakstu sk. (2)(3).

Nevienu mérisanas panémienu nevar izmantot visa tvaika spiedienu intervala no mazak ka 107" lidz 10° Pa. Saja
metodika ir ieklautas astonas tvaika spiediena mériSanas metodes, kuras var izmantot dazados tvaika spiediena in-
tervalos. Metozu salidzinajums, nemot véra to pielietojumu un mérfjumu intervalu, dots 1. tabula. Sis metodes var
izmantot tikai testéSanas apstaklos stabilu vielu tvaika spiediena noteiksanai. Ja §is eksperimentalas metodes teh-
nisku iemeslu dé] izmantot nevar, tvaika spiedienu var noteikt péc aprékina metodes, un ieteicama aprékinu me-
tode ir aprakstita pielikuma.

DEFINICIJAS UN MERVIENIBAS
Vielas tvaika spiediens tiek definéts ka piesatinata tvaika spiediens virs cietas vai $kidras vielas.

Jaizmanto SI sistémas spiediena mérvieniba, t. i., paskals (Pa). Citas agrak izmantotas mérvienibas un sakaribas starp
tam ir $adas:

1tors = 1 mm Hg = 1,333 x 10° Pa
latm = 1,013 x 10° Pa

1 bar 10° Pa

SI sistémas temperatiiras mérvieniba ir kelvins (K). Temperatiiru no Celsija skalas gradiem kelvinos parrékina péc
sadas formulas:

T=t+273,15

kur T ir temperatiira kelvinos jeb termodinamiska temperatiira un t ir temperatiira péc Celsija.

1. tabula
Vielas Noveértéta Noveérteta
MeériSanas metode s o leteicamais intervals
Cietas vielas Skidras vielas atkartojamiba reproducéjamiba
Dinamiska metode ar zemu Ja lidz 25 % lidz 25 % 10° Pa
kuganas no 1lidz 5% no1lidz 5% | lidz2 x 10°Pa
temp. 2 x10° Pa
lidz 10° Pa
Statiska metode Ja Ja no51lidz10% | no51lidz10% | no 10 Pa
lidz 10° Pa
no 1072 Pa
lidz 10° Pa (1)
Izoteniskopa metode Ja Ja no 51idz10% | no 51lidz10% | no 10%Pa
lidz 10° Pa
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1.3.

1.4.

1.5.

1.5.1.1.

Vielas Novertéta Noverteta
Meérisanas metode Kiirtoiami N leteicamais intervals
Cietas vielas | Skidras vielas atkartojamiba reproducgjamiba

Eftizijas metode: Ja Ja no 5 lidz 20 % lidz 50 % no 107 lidz 1 Pa
tvaika spiediena svari
Efiizijas metode: Ja Ja no 10 lidz 30 % — no 1071 lidz
Knudsena $iina 1Pa
Eftizijas metode: Ja Ja no 5 lidz 30 % lidz 50 % no 107'° lidz
izotermiska 1Pa
termogravimetrija
Gazes piesatinasanas Ja Ja no 10 lidz 30 % lidz 50 % no 107'° lidz
metode 10° Pa
Rotgjosa rotora Ja Ja no 10 lidz 20 % — no 107* lidz
metode 0,5 Pa

(") Izmantojot kapacitates manometru

METODES PRINCIPS

Kopuma tvaika spiedienu nosaka dazadas temperatiiras. lerobezota temperatiiru intervala tiras vielas tvaika spie-
diena logaritms ir apgriezti proporcionals termodinamiskajai temperatiirai saskana ar vienkarSotu Klapeirona-
Klauziusa vienadojumu.

| AHy

ogp = + constant
&P 2,3RT

kur:

p = tvaika spiediens (Pa)

AHv = iztvaikosanas siltums ] mol™

R = gazu universala konstante 8,314 ] mol™! K!

T = temperatiira K

STANDARTVIELAS

Standartvielas nav nepiecieSamas. Tas galvenokart izmanto metodes veiktspéjas periodiskam parbaudém un péc
dazadam metodém iegiitu rezultatu salidzinasanai.

METODES APRAKSTS

Dinamiska metode (Kotrela metode)

Princips

Tvaika spiedienu nosaka, mérot vielas varisanas temperatiiru pie dazadiem spiedieniem aptuveni no 10° lidz
10° Pa. So metodi ir ieteicams izmantot ari virsanas temperatiiras noteiksanai. Saja noliikd metodi ieteicams iz-
mantot lidz 600 K. Hidrostatiska spiediena dé] skidrumu vir§anas temperatira 3 lidz 4 cm dziluma ir par aptuveni
0,1 °C augstaka neka uz virsmas. Kotrela metodé (4) termometru novieto tvaikos virs skidruma virsmas, un virs-
tosais Skidrums nepartraukti apskalo termometra rezervuaru. Rezervuaru parklaj plans skidruma slanis, kas ir lidz-
svara ar tvaiku pie atmosféras spiediena. Tadgjadi termometrs uzrada faktisko virSanas temperatiru bez kladam,
ko rada skidruma parkarSana vai hidrostatiskais spiediens. Stiknis, kuru pirmo reizi izmantojis Kotrels, ir para-
dits 1. att. Mégené A atrodas virstosais skidrums. Pamatné iekauséta platina stieple B veicina vienmérigu vir$anu.
Sanu caurulite C ir savienota ar dzesinataju, un apvalks D aukstajam kondensatam nelauj nokldt pie termometra E.
Skidrumam A virstot, piltuves uztvertie burbuli un $kidrums pa diviem sitkna F zariem apskalo termometra
rezervuaru.
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1.5.1.2.

1.5.1.3.

1. attels 2. attels

N2 source

Kotrela stiknis (4)

Termoparis

Vakuuma bufertvertne
Manometrs

Vakuums

MeériSanas punkts

o e g N =

Sildelements, apm. 150 W
Aparatiira

Loti precizs aparats, kas darbojas péc Kotrela principa, paradits 2. att. Tas sastav no caurules ar virSanas sekciju
apakséja dala, dzesinataju vidusdala, ka ari izeju un uzmalu augséja dala. Kotrela siikni ievieto virSanas sekcija, ko
silda ar elektrisko sildelementu. Temperatiiru méra, izmantojot termopari apvalka vai pretestibas termometru, ko
ievieto cauri uzmalai no augsas. Izeja savienota ar sistému spiediena reguléSanai. Ta sastav no vakuumsiikna, bu-
fertvertnes, manostata spiediena regulésanai, ievadot slapekli, un manometra.

Procediira

Vielu ievieto virSanas sekcija. Problemas var radit cietas vielas, kas nav pulvera veida, tacu tas dazkart var atrisinat
ar dzeséSanas apvalka sildisanu. Aparatu noslédz pie uzmalas, un vielu atgazo. Putojosam vielam $o metodi iz-
mantot nevar.

Tad iestata zemako nepiecieSamo spiedienu un ieslédz silditaju. Taja pasa laika registr&josajai iericei pievieno tem-
peratiiras sensoru.

Lidzsvars tiek sasniegts, kad pastaviga spiediena tiek registréta nemainiga vir§anas temperatiira. Ipasa uzmaniba ja-
pievers tam, lai novérstu parkarSanu viranas laika. Bez tam dzesinataja ir japanak tvaiku pilniga kondensacija. No-
sakot tvaika spiedienu cietam vielam ar zemu kuSanas temperatiiru, jaraugas, lai tas nenosprostotu dzesinataju.

Péc lidzsvara punkta registrésanas iestata augstaku spiedienu. Procesu adi turpina, lidz tiek sasniegti 10° Pa (ko-
puma apméram 5 lidz 10 mérjjumu punkti). Parbaudei lidzsvara punkti jasasniedz, spiedienu pazeminot.
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1.5.2.

1.5.2.1.

1.5.2.2.

1.5.2.3.

Statiska metode

Princips

Statiskaja metodé (5) tvaika spiedienu termodinamiska lidzsvara stavokli nosaka noteikta temperatiira. St metode
piemérota tvaika spiediena noteiksanai vielam un daudzkomponentu maisijumiem, kas ir Skidras vai cietas vielas,
intervala no 10 lidz 10° Pa, un arf intervala no 1 lidz 10 Pa ar nosacijumu, ka tiek veikti nepieciesamie pasakumi.

Aparatiira

lekarta sastav no vannas, kurd uztur pastavigu temperatiiru (ar precizitati + 0,2 K), parauga konteinera, kas pie-
vienots vakuuma linijai, manometra un sistémas spiediena reguléanai. Parauga kamera (3a. attéls) ir pievienota va-
kuuma linijai ar varstu un diferencidlo manometru (U-veida cauruliti ar piemérotu manometra $kidrumu), ko
izmanto par nulles indikatoru. Diferencialaja manometra atkariba no spiedienu intervala un testéjamas vielas ki-
miskajam Ipasibam var izmantot dzivsudrabu, silikonus un ftalatus. Tomér, riip&joties par vidi, no dzivsudraba iz-
mantosanas biitu péc iesp&jas jaizvairas. Testéjama viela nedrikst ievérojami $kist, kas ir U-veida caurulité, vai ar to
reagét. U-veida caurulites vieta var izmantot manometru (3.b attéls). Manometra dzivsudrabu var izmantot inter-
vala no parast atmosféras spiediena lidz 10 Pa, bet silikona skidrumi un ftalati ir pieméroti spiedieniem, kas ir
zemaki par 10? Pa lidz 10 Pa. Ir citi manometri, ko var izmantot, ja spiediens ir zemaks par 10% Pa, un sildamas
membranas kapacitates manometrus var izmantot pat tad, ja spiediens ir zemaks par 10" Pa. Temperatiiru méra
uz trauka argjas sienas, kura atrodas paraugs, vai pasa trauka.

Procediira

[zmantojot 3a. att. paradito aparatu, uzpilda U-veida cauruliti ar izvéléto skidrumu, kas pirms mérjjumiem paaug-
stinata temperatira ir jaatbrivo no gazém. Test&jamo vielu ievieto aparata un pazeminata temperatira atbrivo no
gazém. Izmantojot daudzkomponentu paraugus, temperatiirai jabut pietickami zemai, lai nenotiktu materiala sa-
stava izmainas. Lidzsvara iestaSanos paatrina ar maisiSanu. Paraugu var atdzesét ar skidro slapekli vai sauso ledu,
raugoties lai nenotiktu gaisa mitruma vai stikpa skidruma kondensacija. Virs parauga trauka atver vakuuma kranu
un paraugu vairakas mindtes atgaiso ar vakuumu. Ja nepieciesams, atgaisoSanu atkarto vairakas reizes.

3.a attels 3.b attéls

: Testéjama viela

: Tvaika faze

: Vakuuma ventilis

: U-veida caurulite
(paligmanometrs)

BWR S

Et ittt Rt ettt A R R

g: t:lanometrs 1: Testéjama viela
- Vanna 2: Tvaika faze
1 7 Te_mlpe_ratﬂras 3: Vakuuma ventilis
4 merierice 4: Manometrs
% 8: Uz v_aku_umsﬂkni _ 5: Spiediena indikators
¢ 9: Ventilacija/slapeklis 6 6: Vanna
§ 7: Temperaturas
: { mérierice
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1.5.3.1.

1.5.3.2.

1.5.3.3.

Sildot paraugu, kad krans ir aizvérts, pieaug tvaika spiediens. Tade] izmainas skidruma lidzsvars U-veida caurulité.
Lai to kompensétu, aparata ievada slapekli vai gaisu, lidz diferencialais spiediena indikators atkal atrodas nulles sta-
vokli. Tam nepieciesamo spiedienu nolasa ar manometru vai precizaku instrumentu. Sis spiediens atbilst vielas tvai-
ka spiedienam mérjjuma temperatiira. Izmantojot 3.b att. paradito aparatu, tvaika spiedienu nosaka ar tiesiem
mérijumiem.

Tvaika spiedienu lidz nepiecieSamajai maksimalajai temperatiirai nosaka piemérotos nelielos temperatiiras inter-
valos (kopuma apméram 5 lidz 10 mérfjumu punkti).

Parbaudei jaatkarto nolasijumi zemas temperatiiras. Ja atkartotos mérijjumos noteiktas temperattiras neatbilst Iik-
nei, kas iegiita, temperatiiru pakapeniski paaugstinot, tam var bat $adi iemesli:

i)  parauga vél ir gaiss (pieméram, izteikti viskozu materialu gadijuma) vai ari vielas ar zemu virSanas tempera-
tiiru, kas izdalas sildisanas laika;

ii) izmantotaja temperatiras intervala viela ar vielu notiek kimiska reakcija (pieméram, sadaliSanas,
polimerizacija).

Izoteniskopa metode

Princips

Izoteniskopa (6) izmanto statiskas metodes principu. Péc §is metodes viclas paraugu parnes rezervuara, kuram uz-
tur nemainigu temperatiiru un ir savienots ar manometru un vakuumsiikni. Piemaisijumi, kuru gaistamiba ir lie-
laka neka testéjamajai vielai, tiek atdaliti ar degazaciju pazeminata spiediena. Parauga tvaika spiediens izvélétaja
temperatiira tiek lidzsvarots ar inertas gazes zinamu spiedienu. Izoteniskops tika izstradats, lai noteiktu atsevisku
skidro ogludenrazu tvaika spiedienu, tas ir piemérots ari cietu vielu analizei. Metode parasti nav piemérota daudz-
komponentu sistémam. Ja paraugs satur negaistosus piemaisijumus, rezultatu klada ir neliela. leteicamais noteik-
Sanas intervals ir no 10* lidz 10° Pa.

Aparatiira

Meérinstrumenta paraugs paradits 4. att. Pilnigaks metodes apraksts ir atrodams ASTM D 2879-86 (6).

Procediira

Analizgjot Skidrumu, pati viela klast par diferenciala manometra kidrumu. Izoteniskopa parnes tik daudz skid-
ruma, lai piepilditu rezervuaru un manometra Iso atzaru. Izoteniskopu pieslédz vakuumam un atgaiso, tad piepil-
da ar slapekli. Atbrivosanu no gazém un attiriSanu atkarto divas reizes, lai izdalitu atlikuso skabekli. Uzpildito
izoteniskopu novieto horizontali ta, lai paraugs plana slani izklatu parauga rezervuaru un manometru. Sistéma
spiedienu samazina lidz 133 Pa, un paraugu uzmanigi silda, lidz tas sak varities (atbrivosanai no izskidusajam ga-
z&m). Tad izoteniskopu novieto t3, lai paraugs iepliistu atpaka] rezervuara un piepilditu manometra iso zaru. Uz-
tur 133 Pa spiedienu. Parauga rezervuara pagarinato galu ar nelielu liesmu silda, lidz sak izdalities un pietickami
izplesas testéjamas vielas tvaiks, izspiezot dalu parauga no rezervuara augséjas dalas manometra zara, un izveido-
jas ar tvaiku pildita telpa, kura nav slapekla. Tad izoteniskopu novieto vanna, kura uztur pastavigu temperatiru,
un regulé slapekla spiedienu, lidz tas ir lidzsvara ar testéjamas vielas parauga tvaika spiedienu. Lidzsvara stavokli
slapekla spiediens atbilst vielas tvaika spiedienam.
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1.5.4.1.

4. attels

A: Spiediena kontrole

B: 8 mm OD caurulite

C: Sauss slapeklis spiediena sistéma
D: Parauga tvaiks

E: Rezervuara pagarinajums

F: Skidrais paraugs

(lzmé&ri mm)

Cietam vielam atkariba no spiediena un temperatiras intervaliem izmanto tadus manometra $kidrumus ka siliko-
nus vai ftalatus. Degazéto manometra skidrumu iepilda izcilni uz izoteniskopa gara zara. Tad testéjamo cieto vielu
ievieto parauga rezervuara un paaugstinata temperattira degaze. P&c tam izoteniskopu noliec ta, lai manometra skid-
rums ieplastu U-veida caurulité.

Efiizijas metode: tvaika spiediena svari (7)

Princips

Test&jamas vielas paraugu karsé neliela krasni, kas novietota zem kupola, no kura atsiknéts gaiss. Krasnij ir vaks ar
sikiem noteikta diametra urbumiem. Vielas tvaiki, izplistot pa vienu no urbumiem, tiek novirziti uz Joti jutigu sva-
ru kausu, kas ari atrodas zem kupola, no kura evakuéts gaiss. Dazas konstrukcijas svaru kausam, uz kura konden-
s€jas izplastosais tvaiks, ir dzeséSanas kamera, nodrosinot siltuma aizvadisanu termiskas kondukcijas cela, un to
atdzesé starojums. Tvaika striiklas energija darbojas ka speks uz svariem. Tvaika spiedienu var aprékinat divos vei-
dos: tiesi, nemot véra spéku, kas darbojas uz svaru kausu, un iztvaikosanas atrumu, izmantojot Herca-Knudsena
vienadojumu (2):

2RT x10°
¢\ —
P M
kur:
G = iztvaikoganas atrums (kg s7' m™?)
M = molmasa (g mol™)
T = temperatiira (K)
R = gazu universala konstante (] mol™" K™)
p = tvaika spiediens (Pa)

leteicamais noteik3anas intervals ir no 107> lidz 1 Pa.
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1.5.4.2.

1.5.5.1.

1.5.5.2.

Aparatiira

Aparata principialo shemu sk. 5. att.

Pamata plaksne
Meérinstruments ar kustigu tinumu
Kupols

Svari ar svaru kausu

g 0w >

Vakuuma meérisanas ierice

Efaizijas metode: Knudsena $iina

Princips

Metodes pamata ir testéjamas vielas masas noteikSana, kas ultravakuuma apstaklos laika vieniba tvaika veida pa
mikroatveri izpliist no Knudsena $tnas (8). Izplidusa tvaika masu var noteikt péc $tinas masas zuduma, vai vielas
tvaikus zema temperatiira kondenséjot un ar hromatografiju nosakot iztvaicétas vielas daudzumu. Tvaika spiedie-
nu aprékina péc Herca-Knudsena vienadojuma (sk. 1.5.4.1.) un izmantojot no aparata parametriem atkarigus ko-

5. attels

m

—

DzeséSanas kamera un dzeséSanas stienis
[ztvaicESanas krasns

Djuara trauks ar kidro slapekli

Parauga temperatiiras mérisana

Test&jama viela

rekcijas koeficientus (9). leteicamais noteiksanas intervals ir no 107'° lidz 1 Pa (10)(11)(12)(13)(14).

Aparatiira

Aparata principialo shému sk. 6. att.
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1.5.6.1.

6. attels

AR A A+ W, W W W W Y

1: Savienojums ar vakuumu 7: Vaks ar vitni
2: Platina pretestibas termometra vai temperatiras 8: Sparnuzgrieznis
regulésanas ierices ligzdas
3: Vakuumkameras vaks 9:  Skriives
4: Blive 10: Nertis€josa térauda eftizijas Stnas
5: Aluminija vakuumkamera 11: Sildelements
6: Mehanisms efiizijas $tinu ievieto$anai un

iznemS$anai

Efiizijas metode: izotermiska termogravimetrija

Princips

Sis metodes pamata ir testdjamas vielas palielinata iztvaikosanas atruma noteiksana paaugstinatas temperatiirds pie
atmosfeéras spiediena, izmantojot termogravimetriju (10)(15)(16)(17)(18)(19)(20). Iztvaikosanas atrumi v tiek ie-
giiti, uz testéjamo vielu iedarbojoties ar Iénu inertas gazes plismu un atbilstosos laika periodos nosakot masas zu-
dumus izotermiskos apstaklos pie definétajam temperatiram T (kelvinos). Tvaika spiedienus p; aprékina no vy
vértibam, izmantojot linearu sakaribu starp tvaika spiediena logaritmu un iztvaikosanas atruma logaritmu. Ja ne-
pieciesams, izmantojot log p; regresiju atkariba no 1/T, var veikt ekstrapolaciju 20 un 25 °C. ST metode ir piemé-
rota vielam, kuru tvaika spiediens ir pat 107'° Pa (107'? mbar) un tiribas pakape ir iesp&jami tuvu 100 %, lai
izvairitos no kladam noteikto masas zudumu interpretacija.
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1.5.6.2.

1.5.6.3.

Aparatiira

Eksperimentalas iekartas principiald shéma 7. att.

7. attels
Mikrosvari
N2 pie —
atmosféras
spiediena 1' |[
=N
1
N2 T
!
£ ! .
Regulégjams Rotametrs | __—Krasns
ventilis
-""‘--._
o Parauga
Sorbcuai iekarta | | neséjplaksnite

I 1 I
I | | |
L | 1

g Reguléjams \

<, Vventilis Vakuumsidknis
Registracijas ierice

Konstantas plusmas rotametrs
ar diafragmu sistému

Parauga neséjplaksniti, kas piekarta mikrosvariem kamera ar kontrolgjamu temperatiiru, izkustina sausa gazveida
slapekla pliisma, kas nes iztvaicétas testéjamas vielas molekulas. Izplastot no kameras, vielu sorbcijas iekarta uz-
tver no gazes plismas.

Procediira

Testéjamo vielu homogéna slant uzklaj uz stikla plaksnites ar nelidzenu virsmu. Analizgjot cietas vielas, plaksni
vienmeérigi samitrina ar vielas skidumu piemeérota 3kidinataja un zaveé inerta atmosféra. Lai veiktu mérfjumus, par-
klato plaksni piekar termogravimetriskaja analizatora, un péc tam masas zudumus méra nepartraukti ka laika
funkciju.

Iztvaikosanas atrumu vy noteikta temperatiira aprékina, izmantojot parauga plaksnes masas zudumu Am

kur F ir ar testgjamo vielu parklatas plaksnites virsmas laukums, parasti parauga plaksnites virsmas laukums, un
t — laiks, kura novéro masas zudumu Am.

Tvaika spiedienu p; aprékina ka funkciju no iztvaikoSanas atruma vy:

log pr = C + D log vy

kur C un D ir ar izmantoto eksperimentalo iekartu saistitas konstantes, kas atkarigas no mérjjumu kameras dia-
metra un gazes pliismas atruma. Sis konstantes janosaka vienreiz, analizgot vairakus savienojumus ar zinamu tvai-
ka spiedienu un aprékinot log p- regresiju atkariba no log v (11)(21)(22).
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1.5.7.1.

1.5.7.2.

Tvaika spiedienu p- atkariba no temperatiiras T (kelvinos) apraksta ar sakaribu
logpr=A+B1/T

kur A un B ir konstantes, ko nosaka, aprékinot log p- regresiju péc 1/T. Izmantojot $o vienadojumu, ar ekstrapo-
laciju var aprekinat tvaika spiedienu jebkura cita temperatira.

Gazes piesatinasanas metode (23)
Princips

Par testgjamo vielu istabas temperattira laiZ inertas gazes plasmu ar noteiktu atrumu, kas ir pietickami mazs, lai
nodroginatu gazes piesatinasanos. Gazes fazes piesatinajumam ir batiska nozime. Parnesto vielu uztver, parasti iz-
mantojot sorbentu, un nosaka tas daudzumu. Ka alternativu tvaika sorbcijai un tai sekojosai vielas daudzuma no-
teik§anai var izmantot analitiskas metodes, kuras notiek vielas parnese, pieméram, gazu hromatografiju, lai
kvantitativi noteiktu parnestas vielas daudzumu. Tvaika spiedienu aprékina pienemot, ka ir spéka idealas gazes li-
kums, un tapéc gazu maisijuma kopéjais spiediens ir vienads ar tas atsevisko komponentu spiedienu summu. Tes-
t€jamas vielas parcialo spiedienu, t. i., tvaika spiedienu, aprékina, zinot gazes kopgjo tilpumu un tas parnestas vielas
masu.

Gazes piesatinasanas metode ir izmantojama vielam $kidru un cietu vielu veida. To var izmantot pat tik zema tvai-
ka spiediena noteiksanai ka 107'° Pa (10)(11)(12)(13)(14). S metode ir drosaka tvaika spiedieniem, kas ir zemaki
par 10° Pa. Virs 10® Pa noteiktas tvaika spiediena vértibas parasti ir paaugstinatas, iesp&jams, acrosolu veidosanis
dé. Ta ka tvaika spiedienu méra istabas temperatiira, nav nepiecieSams ekstrapolét paaugstinatas temperatiras ie-
giitus datus, kas biezi rada nopietnas kladas.

Aparatiira

Jaizmanto kamera, kura uztur pastavigu temperatiru. Shéma 8. att. paradita kamera ar trijiem cietu vielu un tri-
jiem 3kidru vielu paraugu turétajiem, kas dod iespéjas veikt cietas vai kidras vielas parauga analizi trijos atkarto-
jumos. Temperatiru uztur ar precizitati vismaz + 0,5 °C vai ar augstaku precizitati.

8. attels

Kamera ar siltumizolaciju

P Elektriska spuldze
N, izvads uz plismas

:I?Si ;f;ptilators:?_l%‘/ mgrierici
| o | ] o= |

N, pievads —m ———

Cietu vielu paraugu un
sorbenta turétajs

000

oo

M 900 1
Skidru vielu paraugu&

Lisorbenta turétajs

Vara spirales
siltummainis L

ééo’aé%

®

Precizas regulésanas |-| |-|
varsts

Trisce|u varsts . N, izvads
-

Parasti par inertu nes¢jgazi izmanto slapekli, tacu atseviskos gadijumos var bt nepieciesama cita gaze (24). Ne-
s€jgazei jabit sausai. Gazes plismu, ko regulé ar adatvarstiem (apm. 0,79 mm atvere), sadala 6 dalas un pa vara
cauruliti ar iek3¢jo diametru 3,8 mm ievada kamera. Péc temperatiiras lidzsvarosanas gaze plist cauri paraugam,
uztvérgjam ar sorbentu un izplist ara no kameras.
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Cietas vielas paraugu ievieto stikla caurulité ar iek$¢jo diametru 5 mm, un tas abus galus noslédz ar stikla vates
aizbazniem (sk. 9. att). Skidru vielu paraugu turétdjs un sorbcijas sistéma paradita 10. att. Labak reproducgjamus
Skidrumu tvaika spiediena mérijumu rezultatus iegist, ja turétaju piepilda ar stikla loditém vai inertu sorbentu, pie-
meéram, silicija dioksidu, uz kuru virsmas uznesta skidra viela. Otra iespéja ir neséjgazi laist cauri rupjam fritam un
barbotét caur testéjamo vielu, kas ir kidruma veida.

9. attels 10. attels
T N, izvads
N, izvads
Sorbents [ Stikia + Nzpievads
| [ vate
Sorbenta s Stikla lodites
. caurule (ieks. - 120 m
g diam. 5 mm) 5 H 0 mm
vate B
— ||
B | |
H
Cietas | :
vielas /ﬁ\ H
= ¥
« Stikla
vate
«— Skidruma
uztveréjs

N, pievads

Sorbcijas sistéma ir pliismai pretéja un aizmuguréja sorbenta dala. Pie loti zema tvaika spiediena sorbents vielu aiz-
tur tikai nelield daudzuma, un par nopietnu problému var klit adsorbcija uz stikla vates un stikla caurulites
sieninam posma starp paraugu un sorbentu.

Cits efektivs iztvaicétas vielas uztver§anas panémiens ar izmantot uztvéréju, ko dzesé ar cietu CO,. Tas nerada pret-
spiedienu uz piesatinasanas kolonnas, un uztverta viela ir kvantitativi vienkarsi parnesama.

Procediira

Nesgjgazes plismas atrumu méra istabas temperattra. Plismas atrumu eksperimenta laika kontrolé pietickami bie-
7i, lai nodrosinatu, ka nesgjgazes tilpums tick noteikts precizi. leteicams veikt nepartrauktus masas plismas mé-
rijumus. Gazes fazes piesatinasanai var bat vajadzigs visai ilgs kontakta laiks, un tapéc pavisam neliels gazes
plasmas atrums (25).

Eksperimenta beigas prieksjo un aizmuguréjo sorbenta daju analizé atseviski. Vielu no katras sorbenta dalas at-
seviski desorbé ar skidinataju. legiitajos skidumos kvantitativi nosaka no abam sorbenta dalam desorbétas vielas
masu. Analitiskas metodes izvéle (arT sorbenta un desorbcijas 3kidinataja izvéle) ir atkariga no test&jamas vielas ipa-
§ibam. Desorbcijas efektivitati noverté, noteikta lieluma paraugu parnesot uz sorbenta, desorbé&jot un nosakot at-
gustamibu. Desorbcijas efektivitate japarbauda, izmantojot parauga koncentraciju testéSanas apstaklos, vai tai
iesp&jami lidzigu koncentraciju.

Lai parliecinatos par nes¢jgazes piesatinasanos ar testéjamo vielu, noteiksanu veic pie trijiem atskirigiem gazes plis-
mas atrumiem. Ja aprékinatais tvaika spiediens nav atkarigs no plismas atruma, gazi uzskata par piesatinatu.
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1.5.8.2.

2.1.

Tvaika spiedienu aprékina péc sada vienadojuma:

W RT
=— X —
P Vv M
kur:
p = tvaika spiediens (Pa)
W = iztvaikojusas testgjamas vielas masa (g)
V = piesdtinatas gazes tilpums (m°®)
R = gizu universila konstante 8,314 (J mol ™' K™")
T = temperatira (K)
M = testd§jamas vielas molmasa (g mol™)

Javeic izmérita tilpuma korekcija, nemot véra spiediena un temperatiiras atskiribas pliismas meérisanas iericé un pie-
satinasanas kamera.

Rot€josa rotora metode
Princips

Saja metodé izmanto rotgjosa rotora viskozimetru, kurd mérelements ir magnétiskaja lauka piekarta neliela izméra
térauda lodite, kas grieZas rot&josa lauka (26)(27)(28). Uztversanas spoles Jauj noteikt rotacijas atrumu. Kad lodite
ir sasniegusi noteikto rotacijas atrumu, parasti apméram 400 apgr./s, aktivaciju partrauc, un atrums sak palénina-
ties gazes raditas berzes dé]. Rotacijas atruma samazinasanos méra ka laika funkciju. Tvaika spiedienu nosaka péc
térauda lodites paléninajuma, kas atkarigs no spiediena. leteicamais noteiksanas intervals ir no 107* Iidz 0,5 Pa.

Aparatiira

Eksperimentalas iekartas shematisks ziméjums paradits 11. att. Mérelements ir apvalka ar pastavigu temperatiru,
ko regulé ar 0,1 °C precizitati. Parauga konteineru ievieto atseviska apvalka, kura ari regulé temperataru ar 0,1 °C
precizitati. Visas paréjas iekartas dalas tiek uzturéta augstaka temperatira, lai novérstu kondensaciju. Visa apara-
thira ir pievienota sistémai, kas taja rada dzilu vakuumu.

11. attels

//’ VI ASSLISTS e S
"
K %
7 A: Rotéjosa rotora sensora ierice
B: Paraugs
1 A % C: Termostats
| ] D: Vakuumlinija (turbosiknis)
? E: Gaisa termostats
e
cl % - //’
/] 5 ;
— /] 7 o /
D
REZULTATI UN PARSKATS
REZULTATI

Tvaika spiediens, izmantojot jebkuru no minétajam metodém, janosaka vismaz divas temperattras. leteicams iz-
mantot tris vai vairak temperattras intervala no 0 lidz 50 °C, lai parbauditu tvaika spiediena liknes linearitati. Iz-
mantojot eftzijas metodi (Knudsena $unu, izotermisko termogravimetriju) un gazes piesatinaanas metodi,
ieteicamais noteikSanas temperatiiru intervals ir nevis 0 lidz 50 °C, bet gan 120 lidz 150 °C.
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2.2.

TESTESANAS PARSKATS

TestéSanas parskata jaieklauj $ada informacija:

—  izmantota metode,

—  vielas precizs apraksts (identitate un piemaisijumi) un attiriSanas panémieni, ja to veic,

— vismaz divas tvaika spiediena un temperatiiras vértibas — un ieteicams tris vai vairak — intervala no 0 lidz 50 °C
(vai 120 Iidz 150 °C),

— vismaz vienai temperatiirai ir jabat 25 °C vai par to zemakai, ja tas ir iesp&jams saskana ar izvéléto metodi,
—  visi izejas dati,

— log p pret 1/T likne,

— aprékinatais tvaika spiediens 20 vai 25 °C temperattira.

Ja novérojamas test&jamas vielas parvértibas (agregatstavokla maina, sadaliSanas), janorada $ada informacija:

— parvértibas veids;

— temperatiira, kura parvértiba notiek pie atmosféras spiediena;

— tvaika spiediens 10 un 20 °C zem izmainu temperatiiras un 10 un 20 °C virs §is temperatiras (iznemot, ja ir
pareja no cieta agregatstavokla gazveida stavokli).

Janorada visa rezultatu interpretacijai nepiecie$ama informacija, ipasi zipas par piemaisijumiem un vielas fizikalo
stavokli.
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Papildinajums

Apréekina metode

IEVADS
Péc apréekina metodes noteiktas tvaika spiediena vértibas var izmantot:
— lai izvélétos piemérotakas eksperimentalas metodes;

— aptuvenas vértibas vai robezvertibas noteiksanai gadijumos, kad eksperimentala metode nav izmantojama tehnisku ie-
meslu deél.

APREKINA METODE

Skidru un cietu vielu tvaika spiedienu var aprékinat, izmantojot modificétu Vatsona korelaciju (a). Eksperimentali janosaka
tikai virsanas punkts normalos apstaklos. ST metode ir piemérota tvaika spiediena aprékinasanai, kas ir intervala no 10° Pa
lidz 10~ Pa.

Detalizéta informacija par metodi ir sniegta “Handbook of Chemical Property Estimation Methods” (b). Sk. arT OECD Environ-
mental Monograph No 67 (c).

APREKINASANA

Tvaika spiedienu aprékina péc formulas:

m
T
3-2—
AH T "
Inp, = ——2-f1- - 2m(3 -2—| In—
AZ,RT, T T, T,
T,
kur:
T = temperatiira, kurai aprékina tvaiku spiedienu
T, = virSanas punkts normalos apstak]os
P, = tvaika spiediens temperatiira T
AH,, = iztvaikosanas siltums
AZ, = saspiezamibas faktors (novértéts ka 0,97)
m = empirisks koeficients, kas atkarigs no vielas fizikala stavok]a attiecigaja temperatiira
Turklat
AH

vb

=K,(8.75+RInT,)

T,

kur Ky ir empirisks koeficients, kas ir atkarigs no vielas polaritates. Vairakiem savienojumu tipiem K;. koeficienti noraditi li-
teratiiras avota (b).

BieZi ir pieejami dati par virSanas punktu pazeminata spiediena. Saja gadijuma tvaika spiedienu aprékina:

H
L
|
N
2=
3
=4
|
N
E
=
(WS)
|
N
|

AHH
InP_~InP, + -
» AZ,RT,

kur T, ir virSanas punkts pazeminata spiediena P,.
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PARSKATS

[zmantojot aprékina metodi, parskata pilniba jadokumenté viss aprékins.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

I PIELIKUMS

A.22. GARUMU SVERTAIS GEOMETRISKAIS VIDEJAIS §I,(IEDRU DIAMETRS

METODE

IEVADS

Si metode apraksta Garumu svérta geometriska videja skiedru diametra (GSGVD) mériSanas procediiru maksli-
gam mineralajam $kiedram (MMS). Sakara ar to, ka kopumam noteiktais GSGVD ar 95 % varbiitibu atrodas 95 %
ticamibas limenu starpa (GSGVD # divas standartkliidas), tad zinojuma noradita vértiba (testa vértiba) bis ze-
makais parauga 95 % ticamibas limenis (t. i., GSGVD - 2 standartkliidas). ST metode pamatojas uz HSE nozares
procediiras projekta redakciju (1994.gada jiinijs), kas apstiprinata ECFIA un HSE sanaksmé Cestera 26.9.1993.
un izstradata otrajam starplaboratoriju izméginajumam un pamatojoties uz to (1,2). ST mérfjumu metode var tikt
izmantota, lai raksturotu $kiedru diametru nesakartota stavokli eso3am vielam vai produktiem, kas satur MMS,
ieskaitot ugunsizturigas keramikas skiedras (UKS), maksligas stikla skiedras (MSS), kristaliskas un polikristaliskas
Skiedras.

Sveérsana péc garumiem ir lidzeklis ka kompensét paraugu nemsanas vai materiala apstrades nodarita garu skied-
ru parravuma ietekmi uz diametra sadalijumu. Geometriskos statistiskos datus (geometriskos vidgjos) izmanto,
lai novértetu MMS diametru izméru sadalijumu, jo Siem diametriem parasti ir izméru sadalijums, kas aproksi-
méjamas uz logaritmisko normalo.

Gan garuma, gan diametra mériSana ir nogurdinoss un darbietilpigs darbs, bet ja méra tikai tas skiedras, kas pie-
skaras bezgaligai tievai linijai SEM redzes lauka, tad dotas Skiedras izvéles varbiitiba ir proporcionala tas garu-
mam. Ta ka minétais nem véra garumu garuma svérsanas aprékinos, tad vienigais mérijums, kas ir nepieciesams,
ir diametrs, bet GSGVD-2SE var aprékinat ka aprakstits turpmak.

DEFINICIJAS

Dalina: objekts ar garuma pret platumu attiecibu mazaku par 3:1.

Skiedra: objekts ar garuma pret platumu attiecibu (aspekta attieciba) vismaz 3:1.

PIELIETOJUMI UN IEROBEZOJUMI

Si metode ir izstradata, lai apskatitu diametru sadalijumu, kuras vidéji diametri sastdda no 0,5 pm lidz 6 pm. Lie-
lakus diametrus var izmérit, izmantojot mazakus SEM palielinajumus, bet metodes pielietojamiba smalkakam
Skiedru sadaljjumam pakapeniski samazinas, tapéc ieteicams pielietot TEM (transmisijas elektronisko mikrosko-
pu), ja vidgjais diametrs ir mazaks par 0,5 pm.

TESTESANAS METODES PRINCIPS

No skiedru paklaja vai valigam Skiedram nem kadu reprezentativu serdes paraugu skaitu. Valigam $kiedram sa-
mazina garumu, pielietojot sasmalcinasanas procediiru un attiecigi sagatavoto reprezentativo paraugu dispergé
tdent. Alikvotas ekstrahé un filtré caur polikarbonata filtru ar 0,2 pm lielam poram un sagatavo pétiSanai ar ske-
nésanas elektroniskas mikroskopijas (SEM) metodi. Skiedru diametrus méra pie attéla palielinjuma x10 000 vai
vairak (), izmantojot linijas $kérsojuma metodsi, iegiistot nesagrozitu vidéja diametra novértégjumu. Zemako 95 %
ticamibas intervalu (pamatojoties uz vienas puses testu) aprékina, lai novértétu mazako materiala Skiedras geo-
metriska vidéja diametra vértibu.

(1) Si palielinajuma vértiba noradita 3 pm $kiedram, 6 pm $kiedram biitu piemérotaks x 5 000 palielinjums.
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TESTESANAS METODES APRAKSTS
Drosiba/piesardzibas pasakumi

Jasamazina personu ekspozicija gaisa lidojosam $kiedram un jaizmanto velkmes skapis vai kamera ar cimdiem,
stradajot ar sausam kiedram. Periodiski japarbauda personu ekspozicija, lai novértétu aizsardzibas metozu efek-
tivitati. Stradajot ar MMS, javalka vienreizéjas lietosanas cimdi, lai samazinatu adas kairindjumu un novérstu ab-
puséju piesarnosanu.

Aparatiirafiekarta

—  Prese un presforma, kas sp&j nodrosinat 10 MPa.

— Polikarbonata filtri ar kapilarporam 0,2 pm (filtra diametrs 25 mm).

—  Celulozes estera membranas filtrs ar 5 pm poram, kas izmantojams ka paligfiltrs.

—  Stikla ierice filtréSanai (vai vienreizéjas lietosanas filtréSanas sistémas), kas paredzéta 25 mm diametra fil-
tram (piem., Millipore stikla komplekts mikroanalizei, tips XX10 025 00).

—  Svaigs destiléts adens, kas nofiltréts caur filtru ar 0,2 pm lielam poram, lai atdalitu mikroorganismus.
—  Parklajums uzsmidzinatajs ar zelta vai zelta/palladija anodu.
—  Skengjosais elektronu mikroskops ar izskirtspéju lidz 10 nm un palielinajumu x10 000.

— Dazadi piederumi: lapstinas, 24. tipa skalpelis, pincete, SEM lampas, oglekla lime vai oglekla limlente, sud-
raba putekli.

—  Ultraskanas zonde vai galda ultraskanas vanna.

—  Riks serdes paraugu nemsanai vai parauga nemsanas urbis serdes paraugu nemsanai no MMS paklja.
Testa procediira

Paraugu nemsana

Paklaju un segu gadijuma $kérsgriezuma paraugu nemsanai jaizmanto 25 mm riks serdes paraugu nemsanai vai
parauga nemsanas urbis. Paraugus nem vienadas atstarpés maza paklaja gabala platuma vai nem péc nejausibas
principa izvélétas vietas, ja riciba ir garaki paklaja gabali. Tos pasus piederumus var izmantot, nemot paraugus
péc nejausibas principa no valigam Skiedram. Ja iespéjams, janem sesi paraugi, lai atspogulotu nesakartota ma-
teridla telpisko neviendabigumu.

Sesi serdes paraugi jasasmalcina 50 mm diametra presforma pie 10 MPa. Materialu samaisa ar lapstinu un at-
kartoti saspiez pie 10 MPa. Péc tam materidlu iznem no presformas un glaba noslégta stikla trauka.

Paraugu sagatavosana

Ja nepieciesams, no organiskajam saistvielam var atbrivoties, ievietojot Skiedru krasni pie 450 °C aptuveni uz vie-
nu stundu.

Paraugs janoskalda un jasadala Cetras dalas (tas jadara puteklu aizsargkamera).

Mazu parauga daudzumu (< 0,5 g) pievieno ar lapstinu 100 ml svaiga destiléta idens, kas nofiltréts caur 0,2 pm
membranas filtru (var izmantot alternativus augstakas tiribas tidens avotus, ja $o avotu atbilstiba ir pieradita). Ra-
pigi dispergg, pielictojot ultraskanas zondi ar jaudu 100 W, zondi noregulgjot ta, ka notiek kavitacija. (Ja zondes
nav pieejama, japiclieto $ada metode: nepartraukti sakrata un apgroza 30 sekunzu laika; apstrada ar ultraskanu
galda ultraskanas vanna 5 minasu laika; péc tam atkal sakrata un apgroza turpmako 30 sekunzu laika).
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Talit péc skiedras dispérgésanas janem vairakas alikvotas (piem., tris alikvotas pa 3, 6 un 10 ml) ar platmutes
pipeti.

Katrai alikvotai veic vakuuma filtrésanu caur 0,2 pm polikarbonata filtru ar 5 pm lielu poru MEC paligfiltru, iz-
mantojot 25 mm stikla filtra piltuvi ar cilindrisku trauku. Aptuveni 5 ml nofiltréta destiléta tdens jaielej piltuve
un alikvotu Iénam pilina Gdent ar pipetes palidzibu, turot pipetes galu zem meniska. Péc pilinasanas pipete un
trauks riipigi janoskalo, jo tievam Skiedram ir tendence novietoties uz virsmas.

Piesardzigi nonem filtru un atdala no paligfiltra, péc tam ievieto trauka 7avésanai.

Nogriez ceturtdalu vai pusi no nofiltrétas nogulsnes filtra, izmantojot 24.tipa skalpeli ar sapojoso kustibu. No-
griezto dalu piesardzigi piestiprina pie SEM galvinas ar oglekla limlenti vai oglekla limi. Sudraba puteklus jauz-
klaj vismaz tris vietas, lai uzlabotu elektrisko kontaktu filtra un galvinas malas. Kad lime/sudraba putekli ir
izzuvusi, jauzsmidzina aptuveni 50 nm bieza zelta vai zelta/palladija karta uz nogulsnes virsmas.

SEM kalibrésana un darbiba

Kalibrésana

SEM kalibrésana japarbauda vismaz vienu reizi nedéla (ideali batu reizi diena) ar sertificéta kalibréSanas rezga pa-
lidzibu. Kalibrésana jaarbauda péc sertificéta etalona un ja izmérita vértiba (SEM) neatbilst £ 2 % no sertificétas
vertibas, tad SEM kalibrésana jaregulé un japarbauda atkartoti.

SEM jabit spgjigam izskirt vismaz minimalo saskatamu diametru 0,2 pm, izmantojot realo parauga matricu pie
palielindgjuma x 2 000.

Darbiba

SEM japielieto pie palielindgjuma 10 000 (") apstaklos, kas nodrosina labu izskirsanu ar pienemamu attélu pie lé-
niem skenéanas atrumiem, pieméram, 5 sekundes uz kadru. Kaut gan ekspluatacijas prasibas dazadiem SEM var
bat dazadas, parasti labakas redzamibas un izskir§anas nodro$inasanai relativi mazu atomsvaru materialu gadi-
juma japielieto paatrindjuma spriegumi 5-10 keV ar mazu punktu izméru uzstadiSanu un Isu darba attalumu.
Veicot linearo parskatisanu, jaiizmanto 0° slipums, lai minimizétu atkartotu nostadisanu fokusa, vai, ja SEM ir
centréta rezZima, jaizmanto pret centru méramais darba attalums. Mazaku palielinajumu var izmantot, ja mate-
rials nesatur mazas (péc diametra) Skiedras un skiedru diametri ir lieli (> 5 pm)

Izméru noteikSana

Pétijums pie maza paliclinajuma, novértéjot paraugu

Paraugs japéta vispirms pie maza palielindgjuma, meklgjot lielu kiedru sablivésanas pieradijumus un novértéjot
skiedras blivumu. Parmérigas sablivésanas gadjjuma ieteicams sagatavot jaunu paraugu.

Lai nodroSinatu statistisko precizitati, jaméra minimals Skiedru daudzums, turklat ir ieteicams liels skiedru bli-
vums, jo tuksu lauku pétisana ir laikietilpiga un neveicina analizi. Tomér ja filtrs ir parblivéts, tad grati izmérit
visas méramas Skiedras, jo lielakas skiedras var aizsegt mazakas un tas var tikt nepamanitas.

GSGVD parvertesanas tendence iespéjama gadijuma, ja skiedru blivums parsniedz 150 kiedras uz milimetru li-
nearas parskatisanas. Savukart, maza skiedru koncentracija palielina analizes laiku un bieZi izdevigak bitu saga-
tavot paraugu ar Skiedru blivumu, kas tuvaks optimalam, neka turpinat skaitit uz filtra ar mazu Skiedru
koncentraciju. Optimalam $kiedru blivumam jadod vidgji viena vai divas saskaitamas skiedras uz redzeslauku pie
5 000 palielinajuma. Tomeér optimalais blivums ir atkarigs no Skiedru izméra (diametra), tapéc nepieciesams, lai
operators pamatotos uz profesionalu pieredzi, lai noteiktu, vai skiedru blivums ir vai nav tuvs optimalam.

(") Attieciba uz 3 pm Skiedram, skatit iepriekséjo piezimi.
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Skiedru diametra svérSana attieciba pret garumiem

Jaskaita tikai tas Skiedras, kas pieskaras (vai kérso) bezgaligo tievo liniju SEM ekrana. Sim nolitkam janovelk ho-
rizontala (vai vertikala) linija caur ekrana centru.

Alternativa varétu bit viena punkta izmantosana ekrana centra un nepartrauktas skenésanas uzsaksana viena vir-
ziena filtra. Jamera un jaregistré diametrs katrai Skiedrai ar garuma pret platumu attiecibu, kas ir lielaka par 3:1,
un kas pieskaras vai $kérso So punktu.

Skiedru izméru noteik$ana

leteicams izmérit vismaz 300 $kiedras. Katru skiedru méra tikai vienu reizi krustosanas punkta ar punktu vai Ii-
niju, kas novilkta attéla (vai krustoanas punkta tuvuma, ja Skiedras malas ir neskaidras). Ja gadas Skiedras ar ne-
regulariem $kérsgriezumiem, tad javeic mérijums, kas atspogulotu vidgjo skiedru diametru. Jaievéro piesardziba,
nosakot malas un mérot isako atstarpi starp $kiedru malam. Izméru noteikSanu var veikt linijas vai arlinijas, iz-
mantojot saglabatus attélus vai fotografijas. leteicams pielietot pusautomatiskas attéla mérisanas sistémas, kas da-
tus lejupielade tiesi izklajlapa, jo $is sistémas lauj ietaupit laiku, noveérs kopésanas kladas un var automatizét
aprekinus.

Garu $kiedru gali jaapskata pie maza palielinajuma, lai parliecinatos, ka tie nav ielocijusies atpakal méramaja re-
dzes lauka un tiek izmériti tikai vienu reizi.

DATI

REZULTATU APSTRADE

Parasti Skiedru diametriem nav normala sadalijuma. Tomér, veicot logaritmisko parveidoSanu, var iegiit sadali-
jumu, kas aproksiméjama uz normalo.

Apréekina n Skiedru diametru (D) naturala logaritma (InD) aritmétisko vidgjo (vidgjais InD) un standartnovirzi
(SDlnD)'

TInD
n (1)

mean InD =

2(InD ~mean lnD)2

SD, .= —_— 2
InD n-1 ( )

Standartnovirzi dala ar mérfjumu skaita (n) kvadratsakni, ieg@istot standartkladu (SE,p).

s SD
Epp = ﬁ (3)

Divkarsoto standartkladu atskaita no vidéja un aprékina o vértibu eksponenciali (vidgjo atskaitot divkarsoto
standartkludu), ieglistot geometrisko vidéjo (formula apziméts ka LWGMD) minuss divas geometriskas
standartkliidas.

LWGMD — 2SE = e(mean lnD72SElnd) (4)
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3. ZINOJUMS

TESTA PARSKATS
Testa parskata jaicklauj vismaz $ada informacija:
— GSGVD-2SE vértiba.

— Attiecigs pamatojums jebkadam atkapém, it ipasi tadam, kas varétu ietekmeét rezultatu precizitati un
pareizibu.

4. IZMANTOTA LITERATURA
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2. G. Burdett and G. Revell. Development of a standard method to measure the length-weigthed geometric
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Health and Safety Executive. Research and Laboratory Services Division. 1994.
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III PIELIKUMS

B.46. ADAS KAIRINAJUMA NOTEIKSANA AR CILVEKA EPIDERMAS REKONSTRUKCIJAS MODELA

IN VITRO TESTU

METODE

IEVADS

Adas kairinajums ir atgriezeniska audu bojajuma veidosanas ada ne ilgak ka 4 stundas péc testéjamas vielas apli-
c€$anas [saskana ar Apvienoto Naciju Organizacijas (ANO) vielu klasificésanas un markésanas globali harmoni-
z&to sistému (GHS)] (1). Saja testdsanas metodé aprakstita noteik3anas procediira in vitro, péc kuras, atkariba no
vajadzigas informacijas, var noteikt vielu izraisito adas kairindgjumu ka pakapeniskas logiski secigas testésanas
stratégijas (2) atsevisku testu.

Adas kairinajuma noveértéanai parasti veic laboratorijas izméginajumus ar dzivniekiem (sk. B.4. metodi) (3). Lai
dzivniekiem neraditu sapes un cieSanas, nemot véra ar dzivnieku labturibu saistitus apsvérumus, ar B.4. metodi
nosaka adas kairinajumu/kodigu jeb korozivu iedarbibu uz adu péc pakapeniskas logiski secigas testéSanas
stratégijas, izmantojot validétas in vitro un ex vivo metodes. Kodigo ipasibu noteiksanai saskana ar B.4. metodé
paredzéto secigas testéSanas stratégiju var izmantot pavisam tris validétas in vitro testéSanas metodes un testésa-
nas noradijumus, attiecigi B.40., B.40.bis un TG 435 (4, 5, 6).

Saja testdSanas metod€ izmanto cilvéka epidermas rekonstrukcijas modelus (kuriem par $iinu avotu izmanto cil-
veka epidermas keratinocitus, adai reprezentativu audu un citologisko arhitektiiru), kuriem kopuma ir loti lidzi-
gas biokimiskas un fiziologiskas Ipasibas ar cilvéka adas virsgjo dalu, t. i., epidermu. Péc is testéSanas metodes
identifice ANO GHS 2. kat. klasificétas kairinosas vielas. Saja testéSanas metodé noteikti ari veiktsp&jas rakstur-
lielumi tadu lidzigu vai modificétu testéSanas metoZu noveértésanai, kuras izmanto cilvéka epidermas rekonstruk-
cijas modelus (7).

Divam in vitro testéSanas metodém EpiSkin™ un EpiDerm™, kuras izmanto cilvéka epidermas rekonstrukcijas
modelus un kas ir pieejamas tirgd, veikti pirmsvalidacijas, optimizacijas un validacijas pétijumi (8, 9, 10, 11, 12,
13,14, 15,16, 17). Sie standarti balstas uz R 38. Noteikto aspektu parrékinasana GHS mérkiem ir adreséta stan-
darta 25. Metodes ar veik§anu ekvivalentas EpiSkin™ (validéta 1. standartmetode) ir ieteikta par aizstajéju in vivo
testam ar izméginajumu trusiem, kuru izmanto GHS 2. kat. kairino3o vielu klasifikacijai. Metodes ar veiksanu
ekvivalentas EpiDerm™ (validéta 2. standartmetode) ir ieteikta izmantosanai tikai par skrininga testu vai ka pa-
kapeniskas logiski secigas testéSanas stratégijas dalu GHS 2. kat. kairino$o vielu klasifikacijai. Lai cilvéka epider-
mas rekonstrukcijas modela in vitro testéSanas metodes adas kairindgjuma noteikSanai varétu izmantot
reglamentacijas noliikiem, janosaka to ticamiba, piemeérotiba (precizitate) un izmantosanas ierobezojumi, lai at-
bilstosi 3aja testéSanas metodé (papildinajuma) noteiktajiem veiktspéjas standartiem nodrosinatu to salidzinami-
bu ar validéto 1. standartmetodi.

Atbilstosi $aja testésanas metodé noteiktajam prasibam validétas vel divas citas cilvéka epidermas rekonstrukci-
jas modela in vitro testéSanas metodes, un péc tam iegiitie rezultati ir lidzigi rezultatiem, kas iegfiti, izmantojot
validéto 1. standartmetodi (18). Sis metodes ir modificéta EpiDerm™ testésanas metode (modificéta 2. standart-
metode) un SkinEthic RHE™ testéSanas metode (lidziga 1. standartmetodei).

DEFINICIJAS

Saja testésanas metodes apraksta izmanto $adas definicijas.

Precizitite. Péc testéSanas metodes iegiito mérjjumu rezultatu sakritibas pakape ar attiecigajam references vér-
tibam. Tas ir testéSanas metodes veiktspéjas raksturlielums un viens no tas piemérotibas aspektiem. So terminu
biezi izmanto ar nozimi “sakritiba” vai atbilstiba, ar to domajot pareizu rezultatu dalu, ko iegiist péc testéSanas
metodes.

Partijas kontrolviela. Standartviela, kas izraisa audu dzivotspéjas vidéja stipruma reakciju.
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Siinu dzivotspéja. Parametrs, kas raksturo §inu populacijas kop&jo aktivitati, pieméram, $anu mitohondriju de-
hidrogenazu spé&ju reducét vitalo krasvielu MTT (3—(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolija bromids, tiazo-
lilzilais), kas, atkariba no nosakama testéSanas beigu punkta un izmantota testéSanas plana testa, korelé ar dzivo
stunu kopéjo skaitu un/vai dzivotspéju.

ETs,. Ekspozicijas laiks, kas péc noteiktas koncentracijas kimiska markiera aplicésanas nepiecieSams $tunu dzi-
votspéjas samazinasanai par 50 %, sk. ari ICs,,.

§15ietami negativi rezultati. Visu to vielu dala, kuram ir attieciga veida iedarbiba, bet kuras ar konkréto teste-
Sanas metodi tiek kludaini identificétas par vielam bez attieciga veida iedarbibas. Tas ir viens no metodes veikt-
spéjas raksturlielumiem.

Skietami pozitivi rezultati. Visu to (neaktivo) vielu dala, kurdim nav attieciga veida iedarbibas, bet kuras ar kon-
kréto testéSanas metodi tiek kladaini identificétas par vielam ar $adu iedarbibu. Tas ir viens no metodes veikt-
spéjas raksturlielumiem.

Nefikséta deva. Uz adas aplicétais testéjamas vielas daudzums, kas ir lielaks par adas virsmas pilnigai un vien-
mérigai parklasanai nepieciesamo daudzumu.

GHS (Kimisko vielu klasificéSanas un markésanas Globali harmonizéta sistéma): Sistéma, saskana ar kuru
vielas un maisijumus klasificé péc kaitigas iedarbibas veidiem un to intensitates uz cilvéka veselibu un vidi, ka ari
paredz atbilsto$u sazinas elementu izmanto$anu, pieméram, piktogrammas, signalvardus, bistamibas apziméju-
mus, drosibas apziméjumus un drosibas datu lapas, kuru mérkis ir sniegt informaciju, kas nepiecieSama cilveku
(tostarp darba devéju, stradajoso, transporta darbinieku, patérétaju un avarijas dienestu darbinieku) un vides aiz-
sardzibai pret to kaitigo iedarbibu (1) un ieviesta ES ar Regulu (EK) Nr. 1272/2008.

ICs,. Kimiska markiera koncentracija, pie kuras audu dzivotspéja péc noteikta ekspozicijas laika samazinas par
50 % (ICs,), sk. arT ETs,,.

Veiktspéjas standarti. Pamatojoties uz validétu standartmetodi noteikti standarti, péc kuriem novérté péc no-
teik§anas mehanisma vai funkcionalitates zina lidzigu testéSanas metozu salidzinamibu. Tajos ietilpst 1) testésa-
nas metodes batiskie komponenti; IT) obligati izmantojamas standartvielas, kas izraudzitas no tam vielam, kuras
izmantotas attiecigas validétas testéSanas metodes veiktspéjas piepemamibas uzskatamai paradiSanai; ka
arT IIl) salidzinami pareizibas un ticamibas limeni, kuru pamata ir attiecigajai validétajai testéSanas metodei
noteiktie konkrétie limeni un kuru nodrosinasanu ar novértéjamo testéSanas metodi var uzskatami paradit ar
obligati izmantojamajam standartvielam.

Ticamiba. Raksturo péc testéSanas metodes iegiito rezultatu reproducgjamibu, metodi dazados laikos péc viena
protokola atkartoti izmantojot viena un vairakas laboratorijas. To novérté, aprékinot reproducéjamibu viena la-
boratorija un vairakas laboratorijas.

Jutiba. Ar konkréto testéSanas metodi pareizi klasificéto pozitivo jeb aktivo vielu dala, kuram ir attieciga veida
iedarbiba. Jutiba raksturo testéSanas metodes precizitati, ar kadu ieglist neparprotami skaidrus rezultatus, un ta
ir svarigs faktors, kas janem véra, novértéjot testésanas metodes piemérotibu.

Specifiskums. Ar konkréto testéSanas metodi pareizi klasificéto negativo jeb neaktivo vielu dala, kuram nav at-
tieciga veida iedarbibas. Specifiskums raksturo testéSanas metodes precizitati, ar kadu iegtist neparprotami skaid-
rus rezultatus, un tas ir svarigs faktors, kas janem véra, novértgjot testéSanas metodes piemérotibu.

Adas kairinajums. Atgriezeniska audu bojajuma veidosanis ada ne ilgak ka 4 stundas péc testdjamas vielas apli-
céSanas. Adas kairinajums ir vietéja ar imainsistému nesaistita reakcija, kas paradas neilgi péc kairinataja iedar-
bibas (24). Tas svarigaka iezime ir procesu atgriezeniskums, kas saistiti ar iekaisuma reakcijam un ar ickaisuma
procesu saistita kairinajuma raksturigo klinisko pazimju (adas apsarkums, pietikums, niezésana un sapes) liela-
ko dalu.

PIELIETOJUMI UN IEROBEZOJUMI

Cilveka epidermas rekonstrukcijas modela testus, kas aprakstiti $aja testéSanas metodé, var izmantot tikai vielu
ka adas kairinataju klasifikacijai ANO GHS 2. kat. klasé. Ar tiem nav iesp&jams konstatét vielas, kuras var klasi-
ficét ANO GHS 3 kat. klasé, tapéc visas paréjas vielas ar tiem nevar klasificét (noteikt to kategorijas klasi). Atka-
11ba no reglamentacijas vajadzibam, eso3o testu uzlabojumiem un jaunu vai lidzigu testu izstradasanas, ka ari
iesp&jamu jaunu beigu punktu ieklausanu, 31 testéSanas metode var bit regulari japarskata.

Péc §is testéSanas metodes iesp&jams identificét kairinoSas vielas gan atseviski, gan daudzkomponentu maisiju-
mos (19), tacu ta nedod pareizu prieksstatu par vielas kodigumu jeb korozivo iedarbibu uz adu. To nevar iz-
mantot gazu un aerosolu testé$anai, jo $adu maisjjumu un preparatu testéSanas rezultati vél nav novertéti
validacijas pétjjuma.
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1.4.

1.5.

1.6.

METODES PRINCIPS

Test&jamo vielu topikali aplicé uz cilvéka epidermas rekonstrukeijas trisdimensiju modela, kuru veido normali
cilveka epidermas keratinociti, kultivéti t3, lai veidotos labi diferencétas daudzslanu cilvéka epidermas modelis.
Tam ir bazalais, spinalais un granularais slanis, daudzslanu stratum corneum ar lamelariem lipidu starp$inu
slaniem, kuru uzbive ir lidziga ka in vivo.

Cilveka epidermas rekonstrukcijas modela testa princips pamatojas uz premisu, ka difazijas rezultata kairinosas
vielas var noklit stratum corneum un $im vielam ir citotoksiska iedarbiba uz $inam slanos zem ta. Stinu dzivot-
spéju noveérté péc vitalas krasvielas MTT [3—(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolija bromids, tiazolilzilais; EI-
NECS Nr. 206-069-5, CAS Nr. 298-93-1)] konversijas ar dehidrogenazi par zilas krasas formazana sali, kura
daudzumu audu ekstrakta nosaka kvantitativi (20). KairinoSas vielas tiek klasificétas péc $tinu dzivotspéjas sa-
mazina$anas zemak par kadu noteiktu ieprieks pienemtu robezvértibu (kas ANO GHS 2. kat. klases kairinosa-
jam vielam ir < 50 %). Vielas, kuru iedarbiba stnu dzivotspéa nesamazinas zem $is robezvértibas, netiek
klasificétas (t. 1., ja > 50 % bez kat. klases).

Cilveka epidermas rekonstrukeijas modelu sistémas var izmantot cietu vielu, $kidrumu, puscietu materialu un va-
sku test@sanai. Skidrumi var biit Gidens vai netidens $kidumu veida, cietas vielas var biit gan fideni skistogas, gan
neskistoas. Ja iesp&jams, cietas vielas jatesté smalka pulvera veida. Ta ka cilvéka epidermas rekonstrukcijas mo-
delu testu sistému validacijai izmantotas 58 vielas, kas izraudzitas no dazadam vielu klasém, sagaidams, ka $is
metodes izmantojamas gandriz visam klasém piederigo vielu testéSanai (16). Validacija ieklauj 13 GHS 2. kat.
kairinatajus. Tam vajadzétu but pieminétam, ka skabes, bazes, sali un citas neorganiskas vielas, kas nav kodigas
netika ieklautas validacija un dazas zinamas organisko kairinataju klases tadas ka hidroperoksidi, fenoli un virs-
maktivas vielas netika ieklautas vai ieklautas tikai ierobeZota apjoma.

PRASMES DEMONSTRESANA

Pirms sakt plasi izmantot kadu ar $o testéSanas metodi saistitu validétu testu, tehniskas prasmes uzskatamai pa-
radiSanai laboratorijas var izmantot desmit vielas, kas noraditas 1. tab. Péc §is testéSanas metodes atseviski ne-
klasificé vielas, ko var klasificet ANO GHS 3. kat. Lidzigdm jaunam metodém, kas izstradatas saskana ar $o
testéSanas metodi un kuras ir strukturali un funkcionali lidzigas validétam standartmetodém, ka ari validéto me-
tozu modifikacijam jaatbilst §is testéSanas metodes papildinajuma aprakstitajiem veiktspéjas standartiem, kuri ja-
izmanto attiecigas jaunas testéSanas metodes ticamibas un precizitates uzskatamai paradiSanai pirms tas
izmanto3anas testé$anai, kas saistita ar reglamentaciju.

1. tabula.

Papildindjuma minéto standartvielu izlases kopa

Viela CAS Nr. In vivo reakcija Egg‘jllj:: GHS kategorija
Naftalinetikskabe 86-87-3 0 Cietv. Neklas.
Izopropanols 67-63-0 0,3 Skidr. Neklas.
Metilstearats 112-61-8 1 Cietv. Neklas.
Heptilbutirats 5870-93-9 1,7 Skidr. lesp. 3. kat.
Heksilsalicilats 6259-76-3 2 Skidr. lesp. 3. kat.
Ciklamenaldehids 103-95-7 2,3 Skidr. 2. kat.
1-bromheksans 111-25-1 2,7 Skidr. 2. kat.
Butilmetakrilats 97-88-1 3 Skidr. 2. kat.
1-metil-3-fenil-1-piperazins 5271-27-2 3,3 Cietv. 2. kat.
Heptanals 111-71-7 4 Skidr. 2. kat.

METODES APRAKSTS

Turpmak aprakstiti adas kairinajuma noteik$anai izmantojamo cilvéka epidermas rekonstrukcijas modelu testu
komponenti un procediras. Cilvéka epidermas rekonstrukcijas modelus var izveidot, sagatavot vai tie ir nopér-
kami gatavi (pieméram, EpiSkin™, EpiDerm™ un SkinEthic RHE™). EpiSkin™, EpiDerm™ un SkinEthic RHE™
testéSanas metozu standartprotokoli ir atrodami [http:/[ecvam.jrc.ec.europa.eu](21, 22, 23). TestéSana javeic, ie-
vérojot turpmak aprakstitos noteikumus.
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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.

Cilveka epidermas rekonstrukcijas modelu komponenti

Visparigas prasibas par modeli

Epitélija izveidoSanai jaizmanto normali cilvéka keratinociti. Zem funkcionala stratum corneum jabit vairakiem
dzivotspéjigu epitélija $Tinu slaniem (bazalajam slanim, stratum spinosum, stratum granulosum). Stratum corneum ja-
bt daudzslanu, ar raksturigo lipidu profilu, kas izveido funkcionalo barjeru, kura novérs citotoksisko markieru,
pieméram, natrija dodecilsulfata (SDS) vai Triton X-100, atru penetraciju. Barjeras funkciju noverte, nosakot kon-
centraciju, pie kuras kimiskais markieris péc noteikta ekspozicijas laika samazina audu dzivotsp&ju par 50 %
(ICs,), vai nosakot ekspozicijas laiku, péc kura noteiktas fiksétas koncentracijas kimiska markiera iedarbiba audu
dzivotspgja samazinas par 50 % (ET5,). Modela aizturéSanas Ipasibam janovérs ap stratum corneum eso$a mate-
riala pareja dzivotspéjigos audos, kuras dé] var tikt nepareizi modeléta faktiska iedarbiba uz adu. Adas modelis
nedrikst bait kontaminéts ar baktérijam, virusiem, mikoplazmu un sénitém.

Prasibas par modela funkcionalitati

Dzivotspéja

leteicamaka metode dzivotspéjas noteiksanai ir MTT (20). Ar negativo kontroli (NC) apstradato audu krasvielas
ekstrakta (Skiduma) optiskajam blivumam (OD) jabit vismaz 20 reizes lielakam par ekstrakcijas skiduma optis-
ko blivumu. Jadokumenté ar NC apstradato audu stabilitate kultira (jabat ar salidzinamiem dzivotspéjas radi-
tajiem) visas testa ekspozicijas laika.

Barjeras funkcija

Stratum corneum un ta lipidu sastavam jabit tadiem, lai aizturétu citotoksisku kimisko markieru, pieméram, nat-
rija dodecilsulfata (SDS) vai Triton X-100), atru penetraciju, ko nosaka péc ICs, vai ETs,.

Morfologija

Atbilstosi kvalificétam personalam javeic adas/epidermas rekonstrukcijas modela histologiski izmekléjumi, lai de-
monstrétu modela lidzibu cilvéka adas/epidermas struktiirai (ieskaitot daudzslanu stratum corneum).

Reproducéjamiba

Ar konkrétu modeli iegiitajiem rezultatiem uzskatami japarada to reproducéjamiba laika, $im nolikam velams
kontrolei izmantot piemérotu vielu partijas kontrolei (standartvielu) (sk. papildindjumu).

Modela kvalitates kontrole (KK)

Visam lietojamam epidermas mode]u partijam jaatbilst noteiktiem razojuma kvalitates kritérijiem, no kuriem sva-
rigakie ir dzivotspéja (1.6.1.2.1. punkts) un barjeras funkcija (1.6.1.2.2. punkts). Adas modela piegadatajiem (vai
pasiem testétdjiem gadijumos, kad izmanto paSizgatavotus modelus) janosaka ICg, vai ETs, vertibu
pienemamibas intervals (augsgja un apakséja robeza). Péc audu sanemsanas laboratorija japarbauda to barjeras
funkcija. Kairino$as iedarbibas prognozésanai ir derigi tikai ar prasibam atbilstosiem audu modeliem noteiktie
rezultati. Ka piemérs turpmak noraditi validétajam standartmetodém noteiktie pienemamibas intervali.

2. tabula.

Partiju kvalitates kontroles pienemamibas intervali

Apakséja pienemamibas
robezvertiba

Pienemamibas intervala
vidéja vértiba

Augsgja pienemamibas
robezvértiba

Validéta 1. standartmetode
(18 h iedarbiba ar natrija
dodecilsulfatu SDS)

IC5o = 1,0 mg/ml

IC50 = 2,32 mg/ml

IC5, = 3,0 mg/ml

Valideta 2. standartmetode
(1 % Triton X100)

ETs, = 48 h

ETso = 6,7 h

ET,o = 8,7 h
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.1.5.

2.1.

Testejamas vielas un kontrolvielas aplicesana

Testéjamo paraugu un kontrolparaugu sérijam jabiit pietickamam atkartojumu skaitam (katra sérija vismaz tris
atkartojumi). Testéjamas vielas, kas ir $kidras vai cietas vielas, uz adas virsmas vienmériga slani jaaplicé pietie-
kama daudzuma, raugoties, lai netiktu testéta nefikséta deva (sk. definiciju 1.2. punkta), t. i., minimali 25 pljcm?
vai 25 mg/cm?. Testgjot cietas vielas, lai nodrosinatu pietiekami labu kontaktu ar adu, pirms to aplicésanas epi-
dermas virsma jasamitrina ar dejonizétu vai destilétu Gdeni. Ja iesp&jams, cietas vielas jatesté smalka pulvera vei-
da. Ekspozicijas perioda beigas testéjamais materials no adas virsmas riipigi janoskalo ar piemérotu buferskidumu
vai 0,9 % NaCl. Atkariba no lietota cilvéka adas epidermas rekonstrukcijas modela ekspozicijas laiks var biit no
15 lidz 60 min, bet inkubé&anas temperatiira no 20 lidz 37 °C. Sikak par 3o triju metoZu standartoperaciju pro-
cediram (SOP) sk. (21, 22, 23).

Jaizmanto paralélas negativas kontroles (NC) un pozitivas kontroles (PC), lai uzskatami paraditu, ka katra no-
teik§ana $tnu dzivotspéja (NC), barjeras funkcija un audu jutiba (PC) ir ieprieks noteiktaja vértibu pienemamibas
intervala. Par pozitivo kontrolvielu var izmantot natrija dodecilsulfata 5 % $kidumu Gident. Par negativo kontrol-
vielu var izmantot tdeni vai fiziologisko skidumu ar fosfatbuferi (PBS).

Siinu dzivotspgjas noteiksana

TestéSanas procediiras svarigakais elements ir ievérot, ka dzivotspé&jas mérfjumus nedrikst veikt talit péc testéja-
mo vielu ekspozicijas un ka noskalotajiem audiem jauna barotné ir vajadzigs pietiekami ilgs pécekspozicijas in-
kub&anas laiks. Saja laika izziid vaja kairindjuma pazimes un paradas neparprotamas citotoksiskas iedarbibas
izpausmes. TestéSanas optimizacijas posma noskaidrots (9, 10, 11, 12, 13), ka optimalais pécekspozicijas inku-
besanas laiks ir 42 h, un tas tapéc izmantots testéSanas standartmetozu validacija.

Stinu dzivotspéjas mérisanai izmantojama validéta kvantitativa metode ir MTT konversijas noteiksana. Ta ir audu
trisdimensiju modelim piemérota metode. Adas paraugu uz 3 stundam parnes atbilstosas koncentracijas (pie-
meéram, 0,3-1 mg/ml) MTT $kiduma. Péc tam veic nogulsnéta zilas krasas formazana produkta ekstrakciju ar $ki-
dinatdju (pieméram, izopropanolu vai paskabinatu izopropanolu) un nosaka formazana koncentraciju, mérot
optisko blivumu pie vilpa garuma 570 nm + 30 nm.

Test&jamas vielas optiskas ipasibas vai kimiskas reakcijas ar MTT var traucét noteiksanu, un tapéc dzivotspéja
var bit noteikta nepareizi (jo testéjama viela var gan kavét, gan veicinat krasas veido$anos vai atkrasosanos). Tas
var notikt gadijumos, kad test&jamo vielu pilniba nenoskalo no adas vai tad, ja ta penetré epiderma. Ja testéja-
mais materials tiesi iedarbojas uz vitalo krasvielu MTT, tam ir krasa vai krasa izveidojas ekspozicijas laika, tes-
t&jamo vielu radito dzivotspéjas mérfjumu traucéjumu noteiksanai un korekcijam jaizmanto papildu kontroles.
Precizu aprakstu par to, ka noteikt MTT tieSu reducéSanu, sk. validéto standartmetoZu testésanas protokolu (21,
22, 23). Nespecifisks krasojums (NSC), kura célonis ir trauc€jumi, nedrikst bat lielaks par 30 % no NC (korek-
cijam). Ja NSC > 30 %, test€jama viela nav piemérota testéSanai péc §is testéSanas metodes.

Noteiksanas rezultatu pienemamibas kriteriji

No testéSanai derigu audu modelu partijam (sk. 1.6.1.2.5. punktu) ar negativas kontroles vielu apstradatajiem au-
diem noteiktajam optiska blivuma vértibam jaraksturo to kvalitate visos nositisanas un sanemsanas cikla pos-
mos un visos adas kairindgjuma noteikSanas protokola procesos. Negativaja kontrolé noteiktas optiska blivuma
vértibas nedrikst bait zemakas par vésturisko datu noteiktu zemako vertibu. Ari datiem par audiem, kas apstra-
dati ar pozitivas kontroles vielu, t. i., natrija dodecilsulfata (SDS) 5 % skidumu Gdent, katras atseviskas noteiksa-
nas apstaklos jaraksturo audiem saglabajusies jutiba un to spéja reagét uz kimisko kairinagjumu (pieméram, $iinu
dzivotspéja < 40 % validétajai 1. standartmetodei un < 20 % validétajai 2. standartmetodei). Janosaka attiecigi
kritériji par atkartojumos noteikto rezultatu pielaujamo mainibu (pieméram, ja par $adu kritériju izmanto stan-
dartnovirzi, tai jabat < 18 %).

DATI

DATI

Par katru noteikSanu, ari par atkartotiem eksperimentiem, ja tos veic, tabulas veida apkopo visus datus par tes-
t&jama parauga visiem atkartojumiem (pieméram, optiska blivuma vértibas, datus par testéjamas vielas ietekmi
uz $tnu dzivotspéju un tas klasifikacijas datus). Par katru izméginajumu variantu janorada rezultata vidgja vér-
tiba * standartnovirze. Par katru testéjamo vielu un testéjamo vielu, kurai ir krasa, jadokumenté novérota iedar-
biba ar MTT reagentu.
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2.2.

3.1.

REZULTATU INTERPRETACIJA

Katram testéjamajam paraugam iegfitds optiska blivuma vértibas var izmantot dzivotspéjigo $tinu dalas apréeki-
nasanai salidzinajuma ar negativo kontroli (NC), kuru pienem par 100 %. Precizi janosaka un jadokumentg $iinu
dzivotspéjas robezvertiba, péc kuras identificé un atkir testéjamas kairinosas vielas no $adi neklasificétajam vie-
1am, ka ari testésanas rezultatu izveértésanai izmantotas statistiskas procediiras, un uzskatami japarada to piemeé-
rotiba. Veicot testéSanu péc validétajam standartmetodém, kairinoas iedarbibas prognozésanai izmanto $adas
robezvértibas.

Uzskatams, ka testéjama viela izraisa tadu adas kairindjumu, ka ta jaklasifice ANO GHS 2. kat.:

i) ja audu 3tanu dzivotspgja péc ekspozicijas un pécapstrades inkubésanas laika ir mazaka vai vienada ar (<)
50 %.

Testéjamo vielu neklasificé ka adas kairinajumu izraisosu:

i) ja audu $tnu dzivotspéja péc ekspozicijas un pécapstrades inkubésanas laika ir lielaka par (>) 50 %.

ZINOSANA

TESTESANAS PARSKATS

Testésanas parskata jaieklauj $ada informacija.

Testéjamas un kontrolvielas:

—  kimiskais nosaukums, pieméram, [UPAC vai CAS nosaukums un CAS numurs, ja zinams,
— vielas tiriba un sastavs (masas procentos),

—  fizikali kimiskas ipasibas, kas attiecas uz testéSanu (pieméram, fizikalais stavoklis, stabilitate un iztvaikosa-
nas spéja, pH, skidiba Gideny, ja tas ir zinamas),

— testé&jamas/kontrolvielas sagatavosana pirms testé$anas, ja veikta (pieméram, sildiSana, sasmalcinasana),
—  glabasanas apstakli.

Adas modela un testésanas protokola izmantosanas pamatojums.

Testésanas apstakli:

— izmantota $iinu sistéma;

—  $0nu dzivotspéjas mérisanai izmantotas merierices (pieméram, spektrofotometra) kalibrésanas dati un vilpa
garums, pie kura veikti dzivotspéjas mérijumi;

— pilniga informacija par izmantoto adas modeli un ta veiktspéjas raksturlielumiem. Taja janorada vismaz:
i)  sunu dzivotspéja,
ii) barjeras funkcija,
i) morfologija,
iv) rezultatu reproducgjamiba un ticamibas raksturlielumi,
v)  modela kvalitates kontrole (KK);
— informacija par izmantoto testé$anas procediry;

— testéSanai lietotas devas, ekspozicijas laiks un pécekspozicijas inkubésanas laiks;



L 220/30

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

24.8.2009.

ja ir, testeSanas procediiras modifikaciju apraksts;
vésturiskie dati par modeli. No tiem janorada vismaz:

i)  kvalitates kontroles datu pienemamiba saskana ar vésturiskajiem datiem par partiju kontroles
rezultatiem,

ii)  pozitivas un negativas kontroles datu pienemamiba, nemot véra pozitivas un negativas kontroles vi-
dgjas vértibas un vértibu intervalus;

izmantotie novertéanas kritériji un iedarbibas prognozes modelim izraudzito robezvértibu pamatojums.

Rezultati:

tabulas veida apkopoti dati par atseviskiem testa paraugiem;

citu novéroto efektu apraksts.

Rezultatu novertéjums.

Secinajumi.
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Papildingjums

Veiktspéjas raksturlielumu noteiksana adas kairinajuma in vitro testéSanas metodém, kuras izmanto cilveka
epidermas rekonstrukcijas modelus

IEVADS

Izmantojot vielas, kas aptver visu adas reakcijas klasifikacijas Dreiza (Draize) skalu, janosaka ticamiba un precizitate visam
procediiram, kuras izmanto saskana ar $o testéSanas metodi. Novértésanai izmantojot 20 ieteicamas standartvielas (2. tab.),
testéSanas metodém jabat tadam ticamibas un precizitates raksturlielumu vértibam, kas ir salidzinamas ar validétajai 1. stan-
dartmetodei noteiktajam veértibam (3. tab.) (1). Prasibas attieciba uz ticamibu un precizitati noteiktas turpmak Il un III ieda-
la. Ieklautas neklasificétas un (ANO GHS 2. kat.) Klasificétas vielas no attiecigajam vielu klasém ta, ta lai novértéjamas
testéSanas metodes ticamiba un ar izmanto$anu prognozéanai saistito raksturlielumu vértibas (jutiba, specifiskums, skieta-
mi negativo un Skietami pozitivo rezultatu dala, precizitate) varétu salidzinat ar attiecigajam validétajai 1. standartmetodei
noteiktajam vértibam. Pirms jaunu vielu testéSanas janosaka izmantojamas testéSanas metodes ticamiba un iespé&jas ar tas
palidzibu pareizi identificet ANO GHS 2. kat. klasificétas kairinosas vielas.

VEIKTSPEJAS STANDARTI

Veiktspgjas standartiem ir tris 3adi elementi: ) testéSanas metodes butiskie komponenti, II) standartvielas un III) rezultatu
precizitates un ticamibas raksturlielumu vértibas (2). Sie veiktsp&jas standarti noteikti péc ECVAM veikta adas kairinajuma
noteik3anas validacijas pétjjuma rezultatiem (3).

Testésanas metodes butiskie komponenti

Visparigas prasibas par modeli

Epitélija izveidoSanai jaizmanto normali cilvéka keratinociti. Zem funkcionala stratum corneum jabit vairakiem dzivot-
spéjigu epitélija $inu slaniem (bazalajam slanim, stratum spinosum, stratum granulosum). Stratum corneum jabat daudzslanu,
ar raksturigo lipidu profilu, kas izveido funkcionalo barjeru, kura novérs citotoksisko kimisko markieru, pieméram, SDS
vai Triton X-100, atru penetraciju. Barjeras funkciju noverte, nosakot koncentraciju, pie kuras kimiskais markieris péc
noteikta ekspozicijas laika samazina audu dzivotspéju par 50 % (ICs,), vai nosakot ekspozicijas laiku, péc kura noteik-
tas fiksétas koncentracijas kimiska markiera iedarbiba audu dzivotspéja samazinas par 50 % (ET5,). Modela aizturésa-
nas Ipasibam janovers ap stratum corneum eso$a materiala pareja dzivotspéjigos audos, kuras dé| var tikt nepareizi
modeléta faktiska iedarbiba uz adu. Adas modelis nedrikst biit kontaminéts ar baktérijam, virusiem, mikoplazmu un
sénitém.

Prasibas par modela funkcionalitati

Dzivotspéja

leteicamaka metode dzivotspéjas noteikSanai ir MTT (4). Ar NC apstradato audu krasvielas ekstrakta (Skiduma) opti-
skajam blivumam jabat vismaz 20 reizes lielakam par ekstrakcijas $kiduma optisko blivumu. Jadokumenté ar NC ap-
stradato audu stabilitate kultira (jabat ar salidzinamiem dzivotspéjas raditajiem) visas testa ekspozicijas laika.

Barjeras funkcija

Stratum corneum un ta lipidu sastavam jabit tadiem, lai aizturétu citotoksisku kimisko markieru, pieméram, SDS vai Tri-
ton X-100), atru penetraciju, ko nosaka péc ICs, vai ETs,.

Morfologija

Atbilstosi kvalificétam personalam javeic adas/epidermas rekonstrukcijas modela histologiski izmekléjumi, lai demon-
strétu modela lidzibu cilveka adas/epidermas struktirai (ieskaitot daudzslanu stratum corneum).
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1)

Reproducéjamiba

Ar konkrétu modeli iegiitajiem rezultatiem uzskatami japarada to reproducéjamiba laika, $im nolikam vélams kontro-
lei izmantot piemérotu vielu partijas kontrolei (standartvielu) (sk. definicijas 1.2. iedala).

Modela kvalitates kontrole (KK)

Visam lietojamam epidermas modelu partijam jaatbilst noteiktiem razojuma kvalitates kritérijiem, no kuriem svariga-
kie ir dzivotspgja (4. punkts) un barjeras funkcija (5. punkts). Adas modela piegadatajiem (vai pasiem testétajiem gadiju-
mos, kad izmanto pasizgatavotus modelus) janosaka ICs, vai ET s, vértibu pienemamibas intervals (augséja un apakséja
robeza). Péc audu sanemsanas laboratorija japarbauda to barjeras funkcija. Kairino3as iedarbibas prognozésanai ir de-
rigi tikai ar prasibam atbilstosiem audu modeliem noteiktie rezultati. K piemérs turpmak noraditi validétajam stan-
dartmetodém noteiktie pienemamibas intervali.

1. tabula.

Partiju kvalitates kontroles kritériju pieméri

Apakséja pienemamibas Pienemamibas intervala Augséja pienemamibas
robezvértiba vidéja vértiba robezvértiba
Validéta 1. standartmetode IC5, = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC54 = 3,0 mg/ml
(18 h iedarbiba ar SDS)
Validéta 2. standartmetode ETso=4,8h ETso=6,7h ETs,=8,7h
(1 % Triton X100)

Standartvielas

Validétam standartmetodém strukturali un funkcionali pietickami lidzigu tadu jaunu testéSanas metoZu vai nedaudz mo-
dificétu standartmetoZu ticamibas un precizitates noteiksanai, kuras izmanto cilvéka epidermas rekonstrukcijas mode-
lus in vitro, lieto standartvielas, ar kuram iegiist péc attiecigas validétas 1. standartmetodes veiktspéjas zina salidzinamus
rezultatus (1). 2. tab. noraditas 20 standartvielas ir dazadam vielu klasem piederosas kairinoSas vielas, tostarp ari
ANO GHS 2. kat. vielas. No tam 10 ir ANO GHS 2. kat. vielas, 3 ir vielas, ko var klasificét ANO GHS 3. kat., un 7 ir par
kairino§am neklasificéjamas vielas. Péc §Is testéSanas metodes atseviski neklasifice vielas, ko var klasificet ANO GHS
3. kat. Sis standartvielas ir standartvielu minimalais kopums, kas jalieto adas kairindjuma testé$anas metodes precizi-
tates un ticamibas noteik3anai, izmantojot cilvéka epidermas rekonstrukcijas modeli. Gadijumos, kad kada no noradi-
tajam vielam nav pieejama, var izmantot citas vielas, par kuram ir piejami atbilstosi dati in vivo izméginajumos. Ja
nepiecieSams, testésanas metodes precizitates un ticamibas noteik$anas uzlabosanai standartvielu minimalajam kopu-
mam papildus var izmantot citam vielu klasem piederosas vielas, par kuram ir pieejami atbilstosi dati, kas iegtiti in vivo
izméginajumos.

2. tabula.

Standartvielas cilveka epidermas rekonstrukcijas modelu precizitates un ticamibas noteiksanai

)
1-brom-4-hlorbutans 6940-78-9 | 230-089-3 Skidr. 0 2. kat. Neklas.
Dietilftalats 84-66-2 | 201-550-6 Skidr. 0 Neklas. Neklas.
Naftalinetikskabe 86-87-3 | 201-705-8 Cietv. 0 Neklas. Neklas.
Alilfenoksiacetats 7493-74-5 | 231-335-2 Skidr. 0,3 Neklas. Neklas.
Izopropanols 67-63-0 | 200-661-7 Skidr. 0,3 Neklas. Neklas.
4-metil-tio-benzaldehids 3446-89-7 | 222-365-7 Skidr. 1 2. kat. Neklas.
Metilstearats 112-61-8 | 203-990-4 Cietv. 1 Neklas. Neklas.
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)
Heptilbutirats 5870-93-9 | 227-526-5 Skidr. 1,7 Neklas. lesp. 3. kat.
Heksilsalicilats 6259-76-3 | 228-408-6 Skidr. 2 Neklas. lesp. 3. kat.
Triizobutilfosfats 126-71-6 | 204-798-3 Skidr. 2 2. kat. lesp. 3. kat.
1-dekanols 112-30-1 | 203-956-9 Skidr. 2,3 2. kat. 2. kat.
Ciklamenaldehids 103-95-7 | 203-161-7 Skidr. 2,3 2. kat. 2. kat.
1-bromheksans 111-25-1 | 203-850-2 Skidr. 2,7 2. kat. 2. kat.
2-hlormetil-3,5-dimetil-4- 86604-75-3 | 434-680-9 Cietv. 2,7 2. kat. 2. kat.
metoksipiridina hidrohlorids
a-terpineols 98-55-5 | 202-680-6 Skidr. 2,7 2. kat. 2. kat.
di-n-propildisulfids 629-19-6 | 211-079-8 Skidr. 3 Neklas. 2. kat.
butilmetakrilats 97-88-1 | 202-615-1 Skidr. 3 2. kat. 2. kat.
5—(1,1-dimetiletil)-2- 7340-90-1 | 438-520-9 Skidr. 3,3 2. kat. 2. kat.
metilbenzotiols
1-metil-3-fenil-1-piperazins 5271-27-2 | 431-180-2 Cietv. 3,3 2. kat. 2. kat.
Heptanals 111-71-7 | 203-898-4 Skidr. 4 2. kat. 2. kat.

() Sis 20 standartvielas ir to 58 vielu reprezentativa paraugkopa, kuras sakotngji tika izmantotas 1. standartmetodes (EpiSkin™) vali-
dacijai. Testéto vielu pilnigu uzskaitijumu un to izraudziSanas kritérijus sk. (5).

Vielas, kas noraditas 2. tab., ir reprezentativa dala no 58 vielam, kas izmantotas ECVAM starptautiskaja adas kairina-
juma testéSanas validacijas pétijuma (1). To izveles pamata ir $adi kritériji:

— vielas ir komerciali piejamas,

— tas ir visam Dreiza (Draize) adas kairinajuma reakcijas intervalam reprezentativas (no nekairino§am lidz stipri
kairino$am),

— tas ir ar precizi noteiktu kimisko struktairu,

— tas ir reprezentativas validétas metodes reproducéjamibai un izmantojamibai prognozésanai, kas noteikta ECVAM
veiktaja validacijas pétjjuma,

— vielas ir reprezentativas validacijas procesa izmantotajam kimiskajam funkcijam,

—  tas nav ekstrémi toksiskas (pieméram, kancerogénas vai reproduktivajai sistémai toksiskas), un to lieto3ana nav sais-
tita ar parlieku augstam atkritumu apsaimnieckosanas izmaksam.

Rezultatu precizitates un ticamibas raksturlielumu vértibas

TestéSanas metodes veiktspéjas rakstulielumiem, kas saistiti ar rezultatu izmantojamibu prognozé&sanai (jutiba, specifi-
skums, kietami negativie un $kietami pozitivie rezultati, precizitate), jabut ar validétajai 1. standartmetodei noteikta-
jiem (3. tab.) salidzinamiem, t. i., jutibai jabat vienadai vai lielakai (>) par 80 %, specifiskumam jabiit vienadam vai
lielakam (=) par 70 %, un precizitatei jabat vienadai vai lielakai (=) par 75 %. Ar izmantojamibu prognozésanai saistito
raksturlielumu vértibas jaaprékina, izmantojot visas klasifikacijas, kas noraditajam 20 standartvielam noteiktas dazadas
laboratorijas, kas piedalijas validacija. Katras vielas klasifikaciju attiecigaja laboratorija nosaka péc $tinu dzivotspéjas vi-
dgjas vértibas, kas noteikta vairakam testéjamo paraugu sérijam (vismaz tris derigas sérijas).
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3. tabula.

Validétas 1. standartmetodes veiktspé&ja (')

Vielu Skietami Skietami
Testésanas metode Kait Jutiba Specifiskums negativi pozitivi Precizitate
skaits rezultati rezultati
Validéta 1. standartmetode (1) | 58 872% () | 71,1 % (?) 12,8 % 29,9 % 74,7 %
Validéta 1. standartmetode (1) | 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %

(1) Episkin™
(%) Balstoties uz 13 GHS kat. 2 kairinatajiem.
(%) Balstoties uz 45 GHS kat. 3 kairinatajiem vai GHS ne kategorijas kimiskajam vielam.

Novértéjamas testésanas metodes ticamibai jabiit salidzinamai ar validéto standartmetozu ticamibu.

Reproducgjamiba viena laboratorija

Reproducéjamibai viena laboratorija jabit tadai, ka péc viena laboratorija dazadas neatkarigas 20 standartvielu testé-
Sanas sérijas iegiitajiem rezultatiem noteiktas vielu klasifikacijas (2. kat./ neklasificgjamas) sakritiba ir vienada vai liela-
ka (=) par 90 %.

Starplaboratoriju reproducgjamiba

Starplaboratoriju reproducgjamibai nav bitiskas nozimes gadijumos, kad attiecigo testéSanas metodi paredzéts izman-
tot tikai viena laboratorija. Metodém, kuras paredzéts izmantot vairakas laboratorijas, starplaboratoriju reproducéjami-
bai ir jabat tadai, ka péc vismaz trijas laboratorijas dazadas neatkarigas 20 standartvielu testéSanas sérijas iegiitajiem
rezultatiem noteiktas vielu klasifikacijas (2. kat./ neklasificéjamas) sakritiba ir vienada vai lielaka () par 80 %.
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(") 3.tabula noraditas 1. standartmetodes raksturlielumu veiktspéja, jo péc tas iespéjams pareizi identificét kairinosas vielas (ANO GHS 2. kat.) un

sadi neklasificétas vielas (neklasificgjamas vielas un vielas, kuras var klasificet ANO GHS 3. kat.), §is vértibas noteiktas, izmantojot attiecigi 58 un
20 (2. tab.) standartvielas.
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IV PIELIKUMS

C.3. SALDUDENS ALGU UN CIANBAKTERIJU (ZILALGU) AUGSANAS INHIBESANAS TESTS

1. METODE

$1 metode ir ekvivalenta OECD TG 201 (2006).

1.1. IEVADS

Testésanas metodes periodiski parskata un pilnveido, nemot véra zinatnes attistibu. C.3. testéSanas metode bija ja-
parstrada, ieklaujot papildu sugas un izpildot noteiktas prasibas par bistamibas novértgjumu un vielu klasifikaciju.
Metode parstradata, nemot véra plaso praktisko pieredzi, jaunakas zinatniskas atzinas pétijumos par toksisko ie-
darbibu uz a]gém un izmantosanas pieredzi reglamentéanas joma, kas iegtita kops sakotnéjas pienemsanas.

1.2. DEFINICIJAS

Saja testésanas metodé ir izmantotas $adas definicijas un saisindjumi:

Biomasa: ir populacijas dzivas vielas sausais svars (sausna), kas izteikts noteikta tilpuma vieniba; pieméram, mg algu
sausnas|litra testa $kiduma. Parasti “biomasa” tiek definéta ka masa, tacu $aja testéSanas metodes apraksta $is vards
tiek lietots, lai apzimétu masu tilpuma vieniba. Bez tam 3aja testa parasti méra biomasas aizstajéjparametrus, tadus
ka $tnu skaitu, fluorescenci utt., un lietotais termins “biomasa” lidz ar to attiecas ari uz Siem aizstajéjparametru
meérfjumiem.

Variacijas koeficients: ir parametra mainibas bezdimensijas mérs, ko nosaka ka standartnovirzes attiecibu pret vi-
dgjo vertibu. So koeficientu var izteikt ari procentos. Kontroles kultiiru atkartojumu vidéja ipatnéja augSanas atru-
ma vidgjo variacijas koeficientu aprékina $adi:

1. Izmantojot konkréta atkartojuma ikdienas | katras sekcijas augSanas atrumus, aprékina vidéja ipatnéja augs-
anas atruma variacijas koeficientu procentos.

2. Laiiegitu kontroles kultfiru atkartojumu ikdienas | katras sekcijas ipatnéja augSanas atruma vidgjo variacijas
koeficientu, aprékina visu 1. punkta noteikto vértibu vidgjo lielumu.

EC,: ir testa barotné iz3kidinatas testéjamas viclas koncentracija, kas noteiktaja iedarbibas perioda izraisa testa or-
ganisma x % (pieméram, 50 %) augsanas inhibéSanu (periodu norada, ja tas atskiras no pilna vai normala testéSa-
nas laika). Lai neparprotami noraditu efektivas koncentracijas EC vértibu, kas iegiita no augSanas atruma vai ari
iznakuma, izmanto attiecigi simbolus “E,C” un “E,C".

AudzéSanas barotne: ir pilnvértiga sintétiska barotne, kurd aug testa alges, kad tas paklauj testéjamas vielas iedar-

AugSanas atrums (vidéjais ipatnéjais augSanas atrums): ir biomasas pieauguma logaritms iedarbibas laika.

Zemaka noveérojamas ietekmes koncentracija (LOEC): ir zemaka parbaudita koncentracija, kada testéjama vie-
la noteiktaja iedarbibas laika statistiski nozimiga liment, salidzinot ar kontroli, samazina augsanu (pie p < 0,05).
Tomeér visam koncentracijam, kas parsniedz LOEC, ir jarada tikpat kaitiga vai kaitigaka iedarbiba, ka LOEC. Ja abus
nosacijumus izpildit nav iesp&ams, ir riipigi jaizskaidro, ka tika izvéléta LOEC (un lidz ar to ari NOEC).

Nenovérojamas ietekmes koncentracija (NOEC): ir testéjama koncentracija tiesi zem LOEC.
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1.3.

1.4.

1.5.

Atbildes reakcijas mainigais lielums: toksiskuma raditajs, ko ar dazadu aprékina metozu palidzibu iegiist no jeb-
kura mérita parametra, kas apraksta biomasu. Saja metodg atbildes reakcijas mainigie ir augSanas atrums un izna-
kums, ko iegiist tiesi, mérot biomasu vai izmantojot kadu no minétajiem aizstajéjparametri.

Ipatngjais augSanas atrums: ir atbildes reakcijas mainigais, ko definé ka novérojama parametra (3aja testésanas me-
todé — biomasas) naturalo logaritmu starpibu attieciga laika perioda.

Iznakums: ir mérama mainiga vértiba iedarbibas perioda beigas, no kuras ir atnemta mérama mainiga vértiba ie-
darbibas perioda sakuma, t. i., biomasas pieaugums testésanas laika.

TESTA PIELIETOJUMS

Si test@sanas metode ir vieglak izmantojama fident $kisto§dm vielam, kas testa apstaklos, visticamak, paliks fidens
skiduma. Testéjot gaistosas, izteikti adsorbgjosas, krasainas vielas, ka ari tadas vielas, kas slikti skist tiden, vai ari
vielas, kas var ietekmét baribas vielu vai mineralvielu pieejamibu barotné, var bat nepiecieSamas aprakstita procesa
modifikacijas (pieméram, noslégta sistéma, testa trauku kondicionésana). Noradijumi par dazam izmantojamajam
modifikacijam ir sniegti (2)(3) un (4).

METODES PRINCIPS

Si testa mérkis ir noteikt, ka viela ietekmé saldiidens mikroalgu un/vai cianbaktériju auganu. Eksponenciali augo-
Sus testa organismus periodiski audzétas kultiiras paklauj testéjamas vielas iedarbibai laika posma, kas parasti ilgst
72 stundas. Lai gan tests ir diezgan Tslaicigs, tas lauj izvértét iedarbibu uz vairakim paaudzém.

Sistémas atbildes reakcija ir dazadu testéjamas vielas koncentraciju iedarbibai paklauto algu kultiiru sériju (testa vie-
nibas) aug3anas samazinaSanas. Atbildes reakciju vérté ka iedarbibas koncentraciju funkciju, salidzinot ar atkarto-
jumu, iedarbibai nepaklauto kontroles kultiiru, vidgjo augsanu. Lai pilniba izpaustos sistémas reakcija uz toksisko
iedarbibu (optimala jutiba), kultiiram Jauj neierobezoti eksponenciali augt, nodrosinot pietickami daudz baribas vie-
lu un nepartrauktu gaismu pietiekami ilgu laiku, lai varétu izmerit ipatnéja augsanas atruma samazinasanos.

Augganu un augSanas inhibéSanu skaitliski nosaka, izmérot algu biomasu ka laika funkciju. Algu biomasu definé
ka sausnas masu tilpuma vieniba, tas ir, mg algu litra testa $kiduma. Tomér sausnas masa ir griti mérama, tapéc
tiek izmantoti aizstajejparametri. Visbiezak izmantotais no $iem aizstajéjiem parametriem ir $tinu skaits. Citi aiz-
stajéjparametri ir $tnu tilpums, fluorescence, optiskais blivums, u. c. Janosaka parrékinasanas koeficients attieciga
aizstajéjparametra parvérsanai biomasa.

Testa mérkis ir augSanas inhibéSana, ko izsaka ka biomasas logaritmisko picaugumu (vidéjais ipatngjais augSanas
atrums) iedarbibas perioda laika. Izmantojot testgjamajos skidumos noteiktos vidjos Ipatnéjos augsanas atrumus,
aprékina koncentraciju, kas izraisa augSanas atruma konkréto x % inhibéanu (pieméram, 50 %), un izsaka ka E,C,
(pieméram, E Cs).

Sis metodes veiksanai ES noteiktajos ietvaros rezultatu aprekinasana vajadzétu biit balstitai uz vidgjo specifisko
augsanas atrumu apstakliem, kas aprakstiti zemak 2.2. sadala. Saja test&anas metodé izmantotais atbildes reakcijas
papildu mainigais ir iznakums, kas var bit nepiecieSams, lai izpilditu dazu valstu specifiskas reglamentéjosas pra-
sibas. To definé ka biomasu iedarbibas perioda beigas, no kura atnem biomasu iedarbibas perioda sakuma. Izman-
tojot testéjamo Skidumu sérijas noteikto iznakumu, aprékina koncentraciju, kas izraisa iznakuma konkréto x %
inhibésanu (pieméram, 50 %) un izsaka ka E,C, (piem., E,Cs).

Turklat zemako novérojamas ietekmes koncentraciju (LOEC) un koncentraciju, pie kuras ietekme nav novérojama
(NOEC), var noteikt statistiski.

INFORMACIJA PAR TESTEJAMO VIELU

TestéSanas apstak]u noteiksanai var bit noderiga informacija par testéjamas vielas struktarformulu, tiribas pakapi,
stabilitati gaisma, stabilitati testéSanas apstaklos, gaismu absorbgjosajam Ipasibam, pKa, ka ari transformacijas pé-
tijumu rezultatiem, ieskaitot biologiskas noardisanas spéju tiden.
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1.6.

1.7.

1.8.

1.8.1.

Jazina parbaudamas vielas $kidiba tident, sadalijuma koeficients sistéma oktanols/Gdens (P,,,) un tvaika spiediens,
un jabat pieejamai validétai metodei vielas daudzuma noteiksanai parbaudamaja skiduma ar zinamu atgtistamibu
un kvalitativas noteiksanas robezu.

STANDARTVIELA

Standartvielas, pieméram, 3,5-dihidrofenolu, ko izmanto starptautiskajas starplaboratoriju salidzino$as testésanas
programmas (4), var lietot testéSanas procediiras parbaudei. Zalalgém par standartvielu var izmantot kalija dihro-
matu. TesteSanu ar standartvielam vélams veikt vismaz divas reizes gada.

TESTA DERIGUMS
Lai tests butu derigs, ir jaizpilda 3adi veiktspéjas kritériji:

—  Kontroles kultiiru biomasai 72 stundu laika ir japieaug eksponenciali, vismaz 16-kartigi. Tas atbilst ipatnéjam
augsanas atrumam 0,92 diena . Biezak izmantotajam sugdm augSanas atrums ir bitiski lielaks (skatit I pie-
likumu). So kritériju var neizpildit, ja izmanto sugas, kas aug 1énak par I pielikuma noraditajam. Tada gadi-
juma testéSanas laiks japagarina, lai iegtitu vismaz 16-kartigu kontroles kultiiru pieaugumu, visu testa laiku
saglabajot eksponencialu augsanu. Testa laiku var saisinat lidz vismaz 48 stundam, lai testa laika saglabatu ne-
ierobezotu eksponencialu augSanu, kamér ir sasniegts minimalais pieauguma koeficients 16.

—  Katras sekcijas ipatnéjo augSanas atrumu vidéjais variacijas koeficients (0.-1. diena, 1.-2. diena un 2.-3. diena
72 stundu testam) kontroles kultiiras (sk. “Variacijas koeficients” sadalu 1.2) nedrikst parsniegt 35 %. Par ka-
tras sekcijas Tpatnéja augganas atruma aprékinasanu sk. 2.2.1 otraja dala. Sis kritérijs attiecas uz kontroles kul-
tiru atkartojumu variacijas koeficientu vidéjo vértibu.

—  Testa laika kontroles kultiru atkartojumu vidgjo ipatnéjo augsanas atrumu variacijas koeficients testos ar Pseu-
dokirchneriella subcapitata un Desmodesmus subspicatus nedrikst parsniegt 7 %. Mazak analizétam sugam 3ai vér-
tibai nevajadzétu parsniegt 10 %.

METODES APRAKSTS

Aparatiira

Traukiem un citai aparatiirai, kas saskaras ar testa Skidumiem, jabiit no stikla vai cita kimiski inerta materiala. Prieks-
meti ir rlipigi jamazga, lai novérstu iesp&jamo organisko vai neorganisko piesarnotaju ietekmi uz algu augsanu vai
testéajmo $kidumu sastavu.

TestéSanai izmantojamie trauki parasti ir stikla kolbas, kuram jabut pietiekami lielam, lai nodrosinatu kultaras til-
pumu, kas nepiecieSams mérijumiem testa laika, ka ari atbilstosai CO, masas parnesei no atmosféras (sk. 1.8.9. otro
da]u). Janem véra, ka skidruma tilpumam jabat analitiskajam noteik$anam pietickami lielam (sk. 1.8.11 piekto dalu).

Turklat nepiecie$ama kada no $im iekartam vai tas visas:

— iekarta kult@iras audzésanai: ir ieteicams izmantot skapi vai kameru, kura vajadzigo inkubacijas temperattru
var uzturét ar precizitati 2 °C,

— instrumenti apgaismojuma mériSanai: jauzsver, ka mérjjuma rezultatu ietekmé gaismas intensitates mérisanas
metode un Ipasi uztveréja (kolektora) tips. Mérjjumus ieteicams veikt, izmantojot sférisku (4n) uztveéréju, kas
reagé uz tie$o un atstaroto gaismu visos lenkos virs mérijjuma plaknes un zem tas, vai 2 n uztvéréju, kas reagé
uz visu gaismu virs mérijjumu plaknes,

— iekartas algu biomasas noteiksanai. Stinu skaitu, kas ir biezak izmantotais algu biomasas aizstajéjparametrs,
var noteikt, izmantojot dalinu elektronisko skaititaju, mikroskopu ar skaitiSanas kameru vai ari plismas ci-
tometru. Citus biomasas aizstajéjparametrus var mérit, izmantojot plismas citometru, fluorimetru, spektro-
fotometru vai kolorimetru. Aprékinos ieteicams izmantot parrékinasanas koeficientu $tinu skaita parvérsanai
sausnas masa. Lai ar spektrofotometru iegtitu derigus mérijumus pie zemas biomasas koncentracijas, var biit
nepiecieSams izmantot kivetes ar optisko celu vismaz 4 cm.
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1.8.2.

Testa organismi

Var izmantot vairakas brivi dzivojosu mikroalgu un zilalgu sugas. 1. pielikuma uzskaititie celmi ir pieradijusi savu
piemérotibu izmanto$anai $aja testéSanas metodé izklastitajai procediirai.

[zmantojot citas sugas, janorada celms un/vai izcelsme. Ir jaapstiprina, ka izvéléto testa algu eksponencialo aug-
Sanu, saglabajot noteiktos apstaklus, ir iesp&jams nodroinat visu testa laiku.

Audzésanas barotne

leteicams izmantot divas alternativas barotnes: OECD un AAP barotnes. So barotnu sastavs noradits 2. pielikuma.
Jaievéro, ka sakotnéjais pH un buferietilpiba (spéja uzturét nemainigu pH) abam barotném ir atkiriga. Tapéc tes-
téSanas rezultati atkariba no izmantotas barotnes var bat dazadi, ipasi analizgjot vielas, kas jonizgjas.

Barotnes var bit nepiecieSams modificét noteiktiem mérkiem, pieméram, analiz&jot metalus vai helatus veidojosas
vielas, vai ari veicot testéSanu pie dazadam pH veértibam. Modificétas barotnes izmantosana ir siki jaapraksta un ja-
pamato (2)(3).

Biomasas sikotnéja koncentracija

Testa kultiiru sakotnéjai biomasai ir jabit vienadai visas testa kultiiras un pietiekami mazai, lai kulttira visu inku-
bacijas periodu varétu augt eksponenciali, neiztéréjot baribas vielas. Sakotnéja biomasa nedrikst parsniegt 0,5 mg/l
sausnas masas. Sis ir ieteiktas sakotngjas $tnu koncentracijas:

Pseudokirchneriella subcapitata: 5 x 10°-10*  $@inas/ml
Desmodesmus subspicatus 2-5x 10° Stnas/ml
Navicula pelliculosa 10* Stnas/ml
Anabaena flos-aquae 10* Stinas/ml
Synechococcus leopoliensis 5x10%10°  stnas/ml

Test&jamas vielas koncentracija

Koncentraciju intervalu, kura iespéjama iedarbiba, var noteikt, nemot véra intervala noteiksanas testu rezultatus.
Galigajam definitivajam testam ir jaizvélas vismaz piecas koncentracijas, kas veido geometrisko progresiju ar ka-
pinataju, kas neparsniedz 3,2. Testéjamajam vielam ar lézenu koncentracijas atbildes reakcijas likni, iesp&jams, ir
jaizmanto lielakas kapinataja vértibas. Koncentraciju sérijam biitu janodrosina 5-75 % algu augSanas atruma
inhibé&sana.

Atkartojumi un kontroles

TestéSanas plana japaredz tris atkartojumi katram testéjamas koncentracijas variantam. Ja NOEC noteikt nav ne-
piecieSams, testéSanas planu var mainit, palielinot koncentraciju skaitu un samazinot katras koncentracijas atkar-
tojumu skaitu. Kontrolei nepiecieSami vismaz tris atkartojumi, bet ideali to skaitam ir jabit divas reizes lielakam
par katra testgjamas koncentracijas varianta atkartojumu skaitu.

Test&jamas vielas koncentracijas analitiskai noteik3anai var sagatavot atseviskus testéjamos skidumus (sk. 1.8.11.
ceturto un sesto dalu).

Ja testgjamas vielas skidinasanai izmanto $kidinataju, testéSanas plana jaieklauj papildu kontroles, kas satur skidi-
nataju tada pasa koncentracija, kada tas izmantots testa kultiram.

Inokulacijas kultiiras sagatavosana

Lai pielagotu testa alges testéSanas apstakliem un nodrosinatu, ka testéjamo $kidumu inokulacijai izmantotas alges
atrodas eksponencialas augSanas faz¢, 2—4 dienas pirms testa sakuma sagatavo inokulacijas kultiiru. Algu biomasa
ir jakorigg, lai lidz testa sakumam inokulacijas kultiira dominétu eksponenciala augsana. Inokulacijas kultiru in-
kubé tados pasos apstaklos ka testa kultiiras. Lai parliecinatos, ka testa celms kultiveanas apstaklos aug normali,
nosaka inokulacijas kulttiras biomasas picaugumu. Algu kultiiru audzésanas piemeérs izklastits 3. pielikuma. Lai no-
vérstu §tinu sinhronu daliSanos testa laika, inokulacijas kultiira, iespéjams, biis japarsgj atkartoti.



L 220/40

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

24.8.2009.

1.8.8.

1.8.9.

1.8.10.

1.8.11.

Testa Skidumu sagatavosana

Visos testégjamajos $kidumos jabat vienadai barotnes koncentracijai un testa algu sakotnéjai biomasai. Izvélétas kon-
centracijas testa $kidumus parasti sagatavo, samaisot testéjamas vielas izejas Skidumu ar barotni un inokulacijas kul-
tiru. Izejas Skidumu parasti sagatavo, izskidinot vielu testa vide.

Lai testa videi pievienotu vielas ar zemu $kidibu iideni, ka nesgjus var izmantot $kidinatajus, pieméram, acetonu,
t-butilspirtu un dimetilformamidu (1)(2). Skidinataja koncentracija nedrikst parsniegt 100 pl/l, un visam testa sé-
rijas kultdiram (ieskaitot kontroles) skidinatajs japievieno vienada koncentracija.

Inkubacija

Testa traukus noslédz ar gaisu caurlaidigiem aizbazniem. Traukus sakrata un ievieto kultivéSanas aparata. Testa lai-
ka alges nepieciesams turét suspensijas stavokli un veicinat CO, parnesi. Sim nolitkam izmanto pastavigu kratisa-
nu vai maisiSanu. Kultdras ir audzé temperatiira no 21 lidz 24 °C, ko uztur ar £ 2 °C precizitati. Sugam, kas nav
minétas 1. pielikuma, pieméram, tropiskajam sugam, var bt piemérotas augstakas temperatiras ar nosacjjumu, ka
iesp&jams izpildit deriguma kritérijus. Kolbas ir ieteicams izvietot nejausa seciba un katru dienu mainit to stavokli
inkubatora.

Kontroles barotnes pH testa laika nedrikst palielinaties vairak par 1,5 vienibam. Lai iegiitu reproducéjamus un pre-
cizi definétus rezultatus metaliem un savienojumiem, kas testa pH atbilsto$a Gidepraza jonu koncentracija dalgji jo-
nizgjas, var bt jaierobezo pH izmainas. Tehniski iespéjams panakt par 0,5 pH vienibam mazakas izmainas, kas
sasniedzams, nodrosinot adekvatu CO, masas parnesi no apkartéja gaisa testa $kiduma, pieméram, palielinot kra-
tidanas atrumu. Tapat, samazinot sakotngjo biomasu vai ari testa ilgumu, var samazinat kulttiras CO, vajadzibu.

Virsmai, uz kuras tiek inkubétas kultiiras, jasanem pastavigs, viendabigi fluorescgjoss, pieméram, “vési baltas” vai
“dienasgaismas” tipa apgaismojums. Algu un cianbaktériju gaismas prasibas ir atskirigas. Gaismas intensitate ir ja-
izvélas atbilstosi izmantotajam testa organismam. leteicamajam zalalgu sugam gaismas intensitate $kidumu limeni
ir jaizvelas intervala 60-120 pE-m 2™, ar atbilstodu uztvérgju mérot pie fotosintétiski efektivo vilnu garuma, t. i.,
400-700 nm. Dazas sugas, Ipasi Anabaena flos-aquae, labi aug zemakas intensitates gaisma un var tikt bojatas, ja
gaismas intensitate ir augsta. $3dam sugam vidéja gaismas intensitate ir jaizvélas intervala 40-60 pE-m s . (Ap-
gaismojuma mériSanas instrumentiem, kas ir kalibréti luksos, ekvivalents 4 440-8 880 Ix aukstas baltas gaismas
intervals aptuveni atbilst ieteiktajai gaismas intensitatei 60-120 pE:m 2s™'). Gaismas intensitate no vidgjas gais-
mas intensitates virs inkubacijas virsmas nedrikst at3kirties vairak par + 15 %.

Testa ilgums

Tests parasti ilgst 72 stundas. Tomér var izmantot islaicigakus vai ilglaicigakus testus ar nosacijumu, ka tiek ievé-
roti 1.7. sadala minétie deriguma kritériji.

Meérijumi un noteikSanas analizes

Algu biomasa katra kolba testéSanas laika janosaka vismaz vienu reizi diena. Ja mérjjumus veic, izmantojot ar pi-
peti no testa $kiduma nemtus nelielus tilpumus, tos nedrikst aizstat.

Biomasu méra, skaitot $iinas ar mikroskopu vai izmantojot dalinu elektronisko skaititaju (péc $tinu skaita un/vai
biologiska tilpuma). Citas metodes, pieméram, plismas citometriju, in vitro vai in vivo hlorofila fluorescences (6)(7)
vai optiska blivuma mérijumi ir izmantojami ar nosacijumu, ka var demonstrét testéSanas apstaklos ieglistamas bio-
masas pietickami ciesu korelaciju ar $adu alternativu parametru.

Testa sakuma un beigas janosaka skidumu pH.

Ja izmantoto koncentraciju diapazona piecjama analitiska procediira testéjamas vielas noteiksanai, testa skidumi jaa-
naliz¢, lai apstiprinatu sakotngjas koncentracijas un iedarbibas koncentraciju saglabasanos visa testésanas laika.
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1.8.12.

1.8.13.

1.8.14.

Ja sagaidas, ka iedarbibas koncentraciju nominalas vértibas testéSanas laika mainisies ne vairak par 20 %, iespé-
jams, ka pietiks noteikt testéjamas vielas koncentraciju zemas un augstas koncentracijas variantos testa sakuma un
beigas, ka ari koncentraciju, kas aptuveni atbilst ECs,. Ja koncentracijas, visticamak, nesaglabasies 80-120 % ro-
bezas no nominalas koncentracijas, ieteicams analizét visas parbaudamas koncentracijas testa sakuma un beigas.
Lai precizak noteiktu gaistosu, nestabilu vai izteikti adsorbgjosu testéjamo vielu zudumus, iedarbibas laika ar 24
stundu intervalu laika ieteicams npemt analizém papildu testéjamas vielas paraugus. Sim vielim biis nepieciesami
papildu atkartojumi. Visos gadijumos testéjamas vielas koncentracijas ir janosaka tikai no viena katras parbauda-
mas koncentracijas atkartojuma (vai ari vairakos viena atkartojuma apvienotos traukos).

ledarbibas koncentraciju analizei testa laika Ipasi sagatavotas barotnes jaapstrada identiski testa izmantotajam, t. i.,
tas jainokul€ ar algém un jainkubé identiskos apstaklos. Ja janosaka izskidusas testéjamas vielas koncentracija, ie-
sp&jams, ka alges jaatdala no barotnes. AtdaliSanu ieteicams veikt centriftiga pie relativi neliela centrbédzes spéka,
kas ir pietiekams algu izgulsnésanai.

Konstatgjot, ka testéjamas viclas koncentracija visa testa laika ir saglabajusies + 20 % no nominalas vai noteiktas
sakotngjas koncentracijas, rezultatu analizei var izmantot nominalas vai noteiktas sakotnéjas vértibas. Ja novirze
no nominalas vai arT noteiktas sakotnéjas koncentracijas parsniedz * 20 %, rezultatu analizei jaizmanto vidgja geo-
metriska koncentracija iedarbibas laika, vai arT modeli, kas apraksta parbaudamas vielas koncentracijas samazina-
$anos (3)(8).

Algu augsanas inhibéSanas tests ir dinamiskaka testa sistéma neka lielaka dala citu Islaicigo testu, ko izmanto tok-
siskuma noteik$anai Gdens vidé. Lidz ar to faktiskas koncentracijas var biit griti nosakamas, pasi adsorbé&josam
vielim zemas koncentracijas. Sados gadijumos vielas izzusana no $kiduma, adsorbéjoties uz pieaugosas algu bio-
masas nenozimg, ka tas testa sistéma vairs nav. Analizgjot testéSanas rezultatus japarbauda, vai lidz ar testéjamas
vielas koncentracijas samazinasanos testa laika samazinas arT augSanas inhibésana. Ja ta notiek, var apsvért iesp&jas
izmantot piemérotu modeli testéjamas vielas koncentracijas samazinasanas (8) aprakstiSanai. Ja né, rezultatu ana-
lizei var izmantot sakotngjas (nominalas vai izméritas) koncentracijas.

Citi novérojumi

Lai parliecinatos par inokuléjamas kulttiras normalu un veseligu izskatu, ka arT konstatétu visas algu anomalijas (ko
var izraisit testéjamas vielas iedarbiba), testa beigas javeic mikroskopiski izmekl&jumi.

Robezvértibu tests

Dazos gadijumos, pieméram, ja ieprieksjais tests norada, ka testéjamas vielas koncentracijam lidz 100 mg1™" vai
ar lidz skidibas robezai testa vidé (atkariba no ta, kura no vértibam ir mazaka) nav toksiskas iedarbibas, var veikt
robezvértibu testu, kura salidzina reakciju kontroles grupa un viena apstrades varianta grupa (100 mg1™! vai kon-
centracija, kas atbilst $kidibas robezai). To ieteicams papildinat ar iedarbibas koncentracijas analizi. Uz robezvér-
tibas testu attiecas visi ieprieks aprakstitie testa nosacijumi un deriguma kritériji, iznemot to, ka nepiecieSami vismaz
sesi katra apstrades varianta atkartojumi. Reakcijas mainigos kontroles grupa un apstrades grupa var analizgt, iz-
mantojot statistisku testu vid¢jo vértibu salidzinasanai, pieméram, Stjiidenta t-testu. Ja abu grupu dispersija nav vie-
nada, javeic nevienadam dispersijam pielagots t-tests.

Modifikacijas stripri krasainam vielam

Iradiacijai (vieglas intensitates) vajadzétu but augstakai diapazona beigas, ka aprakstits $aja testéSanas metodé:
120pE m-2 s-1 vai augstak.

Gaismas celam vajadzétu but isakam pie testa skiduma tilpuma samazinasanas (diapazona 5-25 ml).

Pietickamu sakratiSanu (pieméram, mérenu sakratiSanu) vajadzétu veikt, lai iegtitu augstas iedarbibas biezumu uz
algém un augstu irridaciju uz kultaras virsmu.



L 220/42

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

24.8.2009.

2.

2.1.

2.2

DATI

AUGSANAS GRAFIKI

Biomasu testa traukos var izteikt mérjjumam izmantota aizstajéjparametra vienibas (pieméram, $inu skaits,
fluorescence).

Lai konstruétu aug$anas grafikus, tabulas veida apkopo datus par biomasas koncentracijam testa kultiiras un kon-
trolés un testéjamas vielas koncentracijam un mérjjumu terminiem, ko registré ar precizitati vismaz lidz veselam
stundam. Saja pirmaja posma var izmantot gan logaritmisko, gan linedro mérogu, tacu logaritmisko skalu izman-
tot ir obligati, un ta kopuma labak attélo auganas izmainas testéSanas laika. Janem véra, ka eksponencialo augsanu
logaritmisko koordinatu sistéma attélo ar taisnu liniju, un linijas virziena koeficients (slipums) raksturo ipatnéjo
augsanas atrumu.

Izmantojot grafikus, parbauda, vai kontroles kultiiras testa laika aug eksponenciali un paredzamaja atruma. Kritiski
izvérté visus datu punktus un grafiku veidu, ka ari parbauda izejas datus un procediiras, vai tajos nav klidu. Ipasu
uzmanibu pieveér§ visiem datiem, kas, ka skiet, atskiras par sistematisku kladu. Ja dati norada uz kladam procediira
un tas irfvai var tikt uzskatitas par loti ticamam, attiecigo datu punktu atzimé ka izkritosu un neieklauj turpmakaja
statistiskaja analizé. (Ja algu koncentracija viena no diviem vai trim varianta atkartojumu traukiem atbilst nullei, tas,
iesp&jams, norada, ka trauki nav pareizi inokuléti vai pietiekami tiri). lemesli, kapéc datu punkts tika atzits par iz-
kritosu, ir skaidri janorada testéSanas parskata. Pienemamie iemesli ir tikai (reti) kliidas procediira un nevis vien-
karsi zema precizitate. Statistiskas procediiras izkrituso vértibu identificéSanai 3i tipa problémam ir izmantojamas
ierobeZoti, un tas nevar aizstat eksperta vértéjumu. Izkritusas veértibas (atbilstosi identificétas) ieteicams atstat starp
grafikos vai tabulas attélotajiem datu punktiem.

ATBILDES REAKCIJAS MAINIGIE

Si testa mérkis ir noteikt, ka testgjama viela ietekmé algu augsanu. Saja testéSanas metodé aprakstiti divi atbildes
reakcijas mainigie, jo dalibvalstim ir atskiriga to izvéle un dazadas ar reglamentaciju saistitas vajadzibas. Lai testa
rezultati tiktu atziti visas dalibvalstis, efekti ir jaizverté, izmantojot abus reakcijas mainigos (a) un (b), kas aprakstiti
turpmak.

(a) Vidgjais ipatnéjais augSanas atrums: 3o reakcijas mainigo aprékina, péc testa laika konstatéta biomasas loga-
ritmiska pieauguma, ko izsaka vieni dienai.

(b) Iznakums: Sis reakcijas mainigais ir biomasa testa beigas, no kuras atnem biomasu testa sakuma.

Sis metodes veiksanai ES noteiktajos ietvaros, rezultatu aprékinasanai vajadzétu biit balstitai uz vidgjo specifisko
augsanas atrumu apstakliem, kas aprakstiti zemak. Jaatzimé, ka toksiskas iedarbibas aprékinu rezultats ir atkarigs
no izmantota atbildes reakcijas mainiga, kas nav salidzinami, un §is atskiribas janem véra, izmantojot testa rezul-
tatus. Nemot véra katras pieejas matematisko bazi un stingri ievérojot 3aja metodé noteiktos testéSanas apstaklus,
uz vidgjo Ipatngjo auganas atrumu (E.C,) balstitas EC, vértibas kopuma biis augstakas par rezultatiem, kas apre-
kinati péc iznakuma (E,C,). To nevar interpretét ka abu atbildes reakcijas mainigo jutibas atskiribas, jo $is vértibas
ir matematiski dazadas. Vidéja ipatnéja augsanas atruma koncepcija ir balstita uz algu visparéja eksponencialas augs-
anas modela neierobezotas kultiras, kuras toksisko iedarbibu vérté, nemot véra ietekmi uz aug$anas atrumu, ne-
atkarigi no kontroles kultiiras absoliita patnéja augSanas atruma, koncentracijas un atbildes reakcijas grafika
slipuma vai testéSanas ilguma. Pretgji tam uz iznakumu balstitie rezultati ir atkarigi no visiem $iem mainigajiem.
E,C, ir atkarigs no katra testd izmantoto algu sugu Ipatn&ja augsanas atruma un maksimala Tpatnéja augsanas at-
ruma, kas dazadam sugam un pat atskirigiem algu celmiem var biit dazads. So reakcijas mainigo nevar izmantot,
lai salidzinatu dazadu algu sugu vai pat atskirigu celmu jutibu pret toksiskajam vielam. Lai gan vidéja ipatnéja aug-
Sanas atruma izmantosanai toksiskas iedarbibas novértésana no zinatniska viedokla batu dodama prieksroka, dazas
valstis speka esoo reglamentéjoso prasibu izpildei $aja testa metodé ir icklauts ari uz iznakumu balstits toksiskas
iedarbibas noveért&jums.
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2.2.1.

2.2.2.

Vidgjais augSanas atrums

Katram kontroles un apstrades varianta traukam vidéjo ipatnéjo augsanas atrumu noteiktam periodam aprékina ka
biomasas logaritmisko pieaugumu saskana ar vienadojumu:

.- lnX). -InX, (diena ™)
o 6=t
kur:
W - ir vidgjais Tpatnéjais augsanas atrums no laika i lidz j;
X; - ir biomasa laika i;
X;-  ir biomasa laika j.

Katra apstrades varianta grupa un kontroles grupa aprékina vidéjo augsanas atrumu un ta dispersiju.

Apréekina vidgjo Tpatnéjo augSanas atrumu visa testa laika (parasti 0-3 dienas), par sakuma vértibu izmantojot no-
minali inokuléto biomasu, nevis noteikto sakuma vértibu, jo 3ada veida parasti var sasniegt lielaku precizitati. Ja
biomasas mérisana izmantotas iekartas lauj pietickami precizi noteikt zemu inokulétas kultiras biomasu (pieme-
ram, plismas citometrs), tad var izmantot noteikto sakotnéjo biomasas koncentraciju. Tapat izvérté katras sekcijas
augsanas atrums, ko aprékina ka katras testa dienas (0.-1. diena, 1.-2. diena un 2.-3. diena) ipatnéjo augsanas at-
rumu un parbauda, vai kontroles augsanas laiks ir pastavigs (sk. deriguma kritérijus 1.7. sadala). Par vid&jo kop&jo
ipatnéjo augsanas atrumu bitiski zemaks Ipatnéjais augSanas atrums pirmaja diena var liecinat par kultiras atra-
Sanos kavesanas faze, kura ta attistas 1éni. Lai gan kavésanas fazi kontroles kultaras var lidz minimumam samazi-
nat un praktiski novérst, atbilstosi pavairojot pirmskultiiru, kavésanas faze apstrades variantu kulttiras var liecinat
par kultiiras atveselosanos péc sakotnéja toksiska stresa, vai par sakotnéji samazinatu iedarbibu testéjamas vielas
zudumu dé] (ieskaitot sorbciju algu biomasa). Lidz ar to, lai izvértétu testa vielas ietekmi visas iedarbibas laika, var
noteikt katras sekcijas aug8anas atrumu. Batiska atskiriba starp katras sekcijas augsanas atrumu un vidéjo augSanas
atrumu norada uz novirzi no pastavigas eksponencialas augsanas un liecina par nepiecieSamibu sikak izpétit aug-
$anas liknes.

Augganas atruma inhibéanu procentos katram apstrades atkartojumam aprékina 3adi:

%l =——T1x100
.
Be

kur:
%I, vidgja Ipatnéja augSanas atruma inhibésana procentos;
pe: kontroles grupas vidgjais ipatnéjais augSanas atrums ();

P apstrades varianta atkartojumu vidgjais ipatnéjais augSanas atrums.

Ja testéjamo Skidumu gatavosanai lieto skidinatajus, inhibéanas procentu aprékinasana jaizmanto nevis kontroles
bez skidinatajiem, bet gan kontroles ar skidinatajiem.

Iznakums

Iznakumu aprékina no katra kontroles trauka un apstrades varianta trauka biomasas testa beigas, atnemot bioma-
su testa sakuma. Katrai testéjamajai koncentracijai un kontrolei aprékina vidéjo iznakumu un ta dispersiju. Izna-
kuma inhib&Sanu procentos (%) katram atkartojumam var aprékinat:

%1 iznakuma inhibéSana procentos
Yo iznakuma vidgja veértiba kontroles grupa

Yy:  apstrades varianta atkartojumu iznakuma vértiba
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2.3.

2.4,

KONCENTRACIJAS-ATBILDES REAKCIJAS GRAFIKS

Inhibésanas vertibas procentos atkariba no testéjamas vielas koncentracijas logaritma atliek uz grafika, nenemot
véra punktus, kas atziti par izkritusiem testéSanas pirmaja posma. Ar roku vai izmantojot datorizétu interpolaciju,
starp datu punktiem izvelk gludu liniju, lai iegfitu pirmo iespaidu par koncentracijas-atbildes reakcijas sakaribu, tad
turpina, lietojot precizaku metodi, ieteicams, datorizétu statistisku metodi. Atkariba no planota datu izmantosanas
veida, to kvalitates (precizitates) un apjoma, ka ari datu analizes instrumentu pieejamibas, var pienemt lémumu (un
dazreiz tas ir pamatoti) partraukt datu analizi $aja posma, un no grafika vienkarsi nolasit galvenos parametrus ECs,
un EC,, (un/vai EC,) (sk. ari sadalu par veicino$u iedarbibu turpinajuma). Iemesli, kas attaisno statistiskas meto-
des neizmanto3anu:

— Dati nav pieméroti datorizétam metodém, lai iegfitu drosakus rezultatus par tiem, ko var iegiit ar eksperta vér-
t&jumu — $ajas situacijas ar dazam datorprogrammam, iesp&jams, pat nevarés iegiit risindjumu (iteracijas var
nekonverget, u. c.).

— Lietojot pieejamas datora programmas, nav iesp&jams adekvati izmantot datus par augsanas stimulaciju (sk.
turpmak).

STATISTISKAS PROCEDURAS

Meérkis — izmantojot regresijas analizi, iegtit kvantitativu koncentracijas-atbildes reakcijas sakaribu. Lai gan péc at-
bildes reakcijas datu linearas transformésanas iesp&jams izmantot svérto linearo regresiju, pieméram, probit vai lo-
git, vai Weibull vienibas (9), tomér ieteicams izmantot nelinearas regresijas metodes, kas labak apraksta neizbégamas
datu kliidas un novirzes no nesimetriskajiem sadalijumiem. Tuvojoties nullei vai pilnigai inhibé&anai, $adas novir-
zes var palielinat analizi apgriitinoa transformacija (9). Janem véra, ka analizu standartmetodes, kas izmanto pro-
bit, logit vai Weibull parveidojumus, ir paredzétas tadu datu analizei, kas ir galigi lielumi (pieméram, mirstibas vai
izdzivosanas datiem), un tas jamodifice, piemérojot augsanas vai biomasas datiem, kas ir nepartraukti gadijuma lie-
lumi. Ipasas procediras EC, vértibu noteikSanai, izmantojot datus, kas ir nepartraukti lielumi, ir aprakstitas
(10),(11) un (12). Nelinearas regresijas analize sikak aprakstita 4. pielikuma.

Lai izskaitlotu punktu EC, vértibas, katram analizéjamajam reakcijas mainigajam izmanto koncentracijas-atbildes
reakcijas sakaribu. Ja iesp&jams, katrai vértibai janosaka 95 % ticamibas limeni. Atbildes reakcijas datu atbilstiba re-
gresijas modelim jaizvérté vai nu grafiski, vai statistiski. Regresijas analize javeic, izmantojot nevis apstrades va-
riantu grupu vidéjos raditajus, bet atsevisku atkartojumu atbildes reakcijas. Ja tomér nelineara grafika izmantosana
ir grati istenojama datu lielas izkliedes dél, problému var apiet, veicot regresiju grupas vidéjam veértibam, jo ta ir
praktiska iesp&ja, ka samazinat iesp&jamo izkrituso veértibu ietekmi. Ja atseviskie atkartojumi nedod labu rezultatu,
par §is iespéjas izmanto$anu ka par novirzi no parastas procediirasa janorada testéSanas parskata.

Ja pieejamie regresijas modeli/metodes datiem nav pieméroti, EC;, vértibas un ticamibas limenus var iegat ari, iz-
mantojot linearo interpolaciju ar bootstrapping — statistisku metodi datu kopas parbaudei, izveidojot to pseidoat-
kartojumus péc gadijuma izvéles principa (13).

Lai izvértétu LOEC un lidz ar to ar NOEC, ka ari test&jamas vielas ietekmi uz aug8anas atrumu, izmantojot disper-
sijas analizes metodes, jasalidzina ar to apstrades variantu grupu vidgjas veértibas. Katras koncentracijas vidéja vér-
tiba péc tam, izmantojot atbilstou daudzkartigu salidzinajumu vai trenda testa metodes, ir jasalidzina ar kontroles
vidgjo vértibu. lespéjams, biis noderigs Dunnett vai Williams tests (14)(15)(16)(17)(18). Janovérté, vai ir speka
pienémums par dispersijas homogenitati. So izvért&jumu var veikt grafiski vai arf izmantojot formalu testu (18).
Piemeéroti ir Levene vai Bartlett testi. Dispersijas nehomogenitati dazreiz var korigét ar datu logaritmisko transfor-
maciju. Tomér, ja dispersijas heterogenitate ir Joti liela un to nav iesp&jams novérst ar transformaciju, baitu jalemj
par tadu metozu ka Jonkheere trenda testa izmanto$anu. Sikaki noradijumi par NOEC noteiksanu aprakstiti (12).

Zinatnes jaunakas atzinas ir pamata ieteikumam atteikties no NOEC jédziena, tas vieta izmantojot EC, vértibas, ko
nosaka ar regresijas analizi. Sim algu testam nav noteikta piemérota x vértiba. Piemérotakais acimredzot ir 10 lidz
20 % intervals, (atkariba no izvéléta reakcijas mainigd), un testéSanas parskata vélams noradit EC,, un EC,, vértibas.



24.8.2009.

Eiropas Savienibas Oficialais Veéstnesis

L 220/45

2.5.

2.6.

3.1.

AUGSANAS VEICINASANA

Dazkart zemas koncentracijas novéro aug$anas veicinasanu (negativo inhibéanu). Ta iemesls ir vai nu hormézes
paradiba (“toksiska stimulacija”), vai arT augSanu veicino$u faktoru pievieno$ana izmantotajai minimalajai barotnei
ar testéjamo vielu. Janem véra, ka neorganisko baribas vielu pievienosanai nedrikstétu bt tiesas ietekmes uz attis-
tibu, jo testa vidé visa ta laika ir jabat baribas vielu parakumam. Aprékinot ECs,, zemu devu stimulacijas efektu
parasti var nenemt veéra, ja vien ta nav ekstrémi liela. Tomer, ja ta ir ekstrémi liela vai arT EC, vértiba jaaprékina pie
maziem X, var biit nepiecieSamas Ipasas proceddiras. Ja iesp&jams, no datu analizes nevajadzétu izslégt veicinoSas
reakcijas, un, ja ar izmantojamo grafiku veidoSanas programmatiiru nav iesp&jams akceptét nelielu stimulaciju, var
izmantot linedro interpolaciju ar bootstrapping, lai izdaritu secindjumus par paréjiem datiem. Ekstrémas stimulacijas
gadijuma, iesp&jams, ka var biit jaizmanto hormézes modelis (19).

NETOKSISKA AUGSANAS INHIBESANA

Gaismu absorbgjosas testéjamas vielas var samazinat augsanas atrumu, jo noénojums samazina pieejamas gaismas
daudzumu. Sada fiziska iedarbiba, modificgjot testa apstaklus, ir janodala no toksiskas iedarbibas, un fiziska iedar-
biba ir janorada atseviski. Norades ir pieejamas (2) un (3).

PARSKATS

TESTESANAS PARSKATS

TestéSanas parskata jaieklauj $ada informacija:

Test&jama viela:

— fizikalais stavoklis un batiskas fizikali kimiskas ipasibas, ieskaitot skidibu Gdeni,
— kimiskas identifikacijas dati, ieskaitot tiribu.

Testa sugas:

—  celms, piegadatajs vai izcelsmes avots un izmantotie kultivéSanas apstakli.
TestéSanas apstakli:

— testéSanas sakuma datums un ilgums,

— test€Sanas plana apraksts: testa trauki, kultiras tilpumi, biomasas blivums testa sakuma,
— barotnes sastavs,

— testéjamas koncentracijas un atkartojumi (pieméram, atkartojumu skaits, testéjamo koncentraciju variantu
skaits un izmantota geometriska progresija),

— testa $kidumu sagatavoSanas apraksts, ieskaitot $kidinataju izmantosanu, u. c.,
— kultivéSanai izmantota aparatiira,

— gaismas intensitate un kvalitate (avots, homogenitate),

— temperatiira,

— test&jamas koncentracijas: nominalas testé§jamas koncentracijas un visi rezultati, kas iegfiti analizés ar mérki
noteikt testéjamas vielas koncentraciju testa traukos. Parskata janorada testéjamas vielas atgiistamiba un kvan-
titativas noteiksanas robeZa testa matrica,

—  visas novirzes no $is testéSanas metodes,
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— biomasas noteiksanas metode un noteikta parametra korelacijas pieradijumi ar sausnas masu.
Rezultati:

—  pH vértibas testa sakuma un beigas visos izméginajuma variantos,

— katras kolbas biomasa visos mérjjumu punktos un biomasas mériSanas metode,

— augsanas grafiki (biomasas izmainas laika),

— katra varianta atkartojumam aprékinatie atbildes reakcijas mainigie ar vidéjam vértibam un variacijas koefi-
cientiem atkartojumos,

— koncentracijas/iedarbibas sakaribas grafiskais att€lojums,

—  atbildes reakcijas mainigo toksiskas iedarbibas raditaju pieméram, ECs,, EC,, EC,, aprékinatas vértibas un to
ticamibas intervali. Ja aprékina, ari LOEC un NOEC vértibas, janorada to noteik3anai izmantotas statistiskas
metodes,

— ja izmanto dispersijas analizi, nosakamas iedarbibas apjoms (pieméram, mazaka butiska starpiba),
—  jebkada augSanas veicinasana, kas konstatéta kada no variantiem,
—  citi novérojumi, pieméram, algu morfologiskas izmainas,

— rezultatu izvértéjums, noradot ari atkapes no §is testéSanas metodes, kuram varétu biit ietekme uz testéSanas
rezultatiem.
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1. papildinajums
Metodei piemérotie celmi

Zalalges

—  Pseudokirchneriella subcapitata, (agrak pazistama ka Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278[4, 61.81 SAG

—  Desmodesmus subspicatus (agrak pazistama ka Scenedesmus subspicatus) 86.81 SAG

Diatomejas

—  Navicula pelliculosa, UTEX 664

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

Celmu avoti
leteiktie celmi ir pieejami ka algu tirkultGras no $adam kolekcijam (alfabétiska seciba):

ATCC: American Type Culture Collection
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

ASV

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

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria

LA22 OLP

Apvienota Karaliste

Sammlung von Algenkulturen
Albrecht-von-Haller-Institut
Universitdt Gottingen
Nikloausberger Weg 18
D-37073 Géttingen

VACJA

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

ASV
Ieteikto sugu izskats un ipasibas
P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa Anabaena S. leopoliensis
’ P - SUbsp P flos-aquae - eop

Izskats Izliektas, Ovalas, parasti | Nijinas Ovalu $tnu Nujinas

savitas atseviskas kedes

atseviskas Stnas

Stinas
Izmérs (L x W) um 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5 x 3 6x1
Stinu tilpums (um?/[$tina) 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (") 30-40 (1) 2,5 ()
Stinas sausnas masa (mg/f3iina) | 2-3 x 1078 3-4x10°% 3-4x107°% 1-2x 1078 2-3x 1077
Augsanas atrums (3) (diena’l) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(") Noteikts, izmantojot dalinu elektronisko skaititaju
(?) Aprekinats, nemot véra izméru

(%) Parasti novérojamie augsanas atrumi OECD barotng, pie gaismas intensitates aptuveni 70 pE~m’2-s"

un 21 °C temperatiira.
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Noradijumi par jeteicamo testa sugu kultivéSanu un uzturéSanu

Pseudokirchneriella subcapitata un Desmodesmus subspicatus

Sis zalalges kopuma ir viegli audzéjamas dazadas barotnés. Informacija par piemérotam barotném ir pieejama kultiiras ko-
lekcijas. Stinas parasti attistas atseviski, un $tinu blivumu var viegli izmérit ar dalinu elektronisko skaititaju vai mikroskopu.

Anabaena flos-aquae

Rezerves kultiiras uzturéSanai var izmantot dazadas barotnes. Ipasi svarigi ir nelaut periodiski audzétajai kultiirai atjauno-
joties pariet no augSanas kavésanas fazes nakamaja augSanas fazg, jo tas apgritina kulttiras ataudzésanu.

Anabaena flos-aquae veido ciesi saistitu $iinu kédes. So agregatu izméri atkariba no kultivésanas apstakliem var atskirties. Lai
biomasas noteik§ana izmantotu mikroskopu vai dalinu elektronisko skaititaju, Sie agregati, iespéjams, biis jasadala.

Lai samazinatu skaiti$anas rezultatu mainibu, kédes var izjaukt, apstradajot ar ultraskanu. Ultraskanas iedarbiba, kuras il-
gums parsniedz kéZu izjauksanai nepiecie$amo, var iznicinat $tinas. Visi varianti ir jaapstrada ar ultraskanu vienadi ilgi.

Lai kompensétu mainigumu, ir jaizskaita pietickami daudz laucinu uz hemocitometra (vismaz 400 $tunas). Tas uzlabo mi-
kroskopiskas noteiksanas ticamibu.

Lai noteiktu kopéjo Anabaena $tinu tilpumu, péc $tnu atdaliSanas ar saudzigu sonifikaciju var izmantot dalinu elektronisko
skaititaju. Sonifikacijas energijai ir jabut tadai, lai nesagrautu Stnas.

Lai testa trauku inokulacija izmantota algu suspensija biitu labi sajaukta un homogéna, maisiSanai izmanto vorteksu.

Testa trauki ir janovieto uz kratitaja platformas, kas izdara orbitalas vai turp/atpakal svarstibas apm. 150 reizes minaté. Lai
samazinatu Anabaena ticksmi veidot pikas, var veikt maisiSanu ar partraukumiem. Ja ir izveidojusas pikas, japievér§ uzma-
niba reprezentativu paraugu iegiisanai biomasas mérjjumiem. Lai izjauktu algu pikas, pirms paraugu nemsanas var biit ne-
piecieSama energiska kratiSana.

Synechococcus leopoliensis

Pamatkultiiras uzturéSanai var izmantot dazadas barotnes. Informacija par piemérotam barotném ir pieejama kultiras
kolekcijas.

Synechococcus leapoliensis attistas ka atseviskas niijinveida finas. Stinas ir loti sikas, kas apgriitina biomasas mérfjumus, skai-
tiSanai izmantojot mikroskopu. leteicams izmantot elektroniskos dalinu skaititajus, kas ir aprikoti, lai skaititu pat apméram
1 pm liclas dalinas. Var izmantot ari in vitro fluorometriskos mérjjumus.

Navicula pelliculosa

Pamatkultiiras uzturésanai var izmantot dazadas barotnes. Informacija par piemérotam barotném ir pieejama kultiiras ko-
lekcijas. Jaievéro, ka barotnei japievieno silikats.

Navicula pelliculosa noteiktos augSanas apstaklos var veidot agregatus. Izdaloties lipidiem, algu $tinas dazkart var veidot plévi
uz virsmas. Sajos apstaklos ir javeic Ipasi pasakumi, lai iegfitu reprezentativu paraugu, nemot paraugus biomasas noteiksa-
nai. lesp&ams, biis nepiecieSama intensiva kratiSana, pieméram, izmantojot vorteksu.
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Barotnes

Var izmantot kadu no $im divam barotném:

OECD barotne: Sakotnéja OECD TG 201 barotne, ari saskana ar ISO 8692

ASV. EPA barotne AAP, ari saskana ar ASTM.

Sagatavojot §is barotnes, jaizmanto reagenta vai analitiskas tiribas pakapes vielas un dejonizéts tidens.

AAP barotnes (ASV EPA) un OECD TG 201 barotnes sastavs

Sastavdala 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
MgCl,-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
MnCl,-4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
ZnCl, 0,00327 0,000024 0,00300 0,0000220
CoCl, 6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,MoO,-2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 0,0000289
Cu(l,.2(H,0) 0,000012 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 81

() EDTA molara attieciba pret dzelzi nedaudz parsniedz stehiometrisko. Tadéjadi novérs dzelzs izgulsné-
Sanos, vienlaikus lidz minimumam samazinot smago metalu jonu helatu veidosanos.

Testa ar diatomejam Navicula pelliculosa abas barotnes japapildina ar Na,SiO5-9H,0, lai iegfitu 1,4 mg Si/l.

Barotnes pH iegiist, karbonatu sistémai vidé lidzsvarojoties ar CO, parcialo spiedienu atmosféras gaisa. Aptuvena attieciba

starp pH 25 °C temperat@ira un bikarbonata molaro koncentraciju ir:

pHeq = 11,30 + log [HCO,]

Ar 15 mg[l NaHCO;, pH,, = 7,5 (ASV EPA barotne), un ar 50 mg/l NaHCO;, pH,, = 8,1 (OECD barotne).
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Testa barotnes elementu sastavs

Elements EPA OECD

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

OECD barotnes sagatavosana

Baribas viela Koncentracija izejas $kiduma
Izejas skidums Nr. 1: makroelementi
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™!
Izejas skidums Nr. 2: dzelzs
FeCl;-6H,0 64 mgl™!
Na,EDTA-2H,0 100 mg 1™
Izejas skidums Nr. 3: mikroelementi
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™!
Izejas $kidums Nr. 4: bikarbonats
NaHCO, 50 g1
Na,Si05'9H,0

Izejas skidumus sterilizg, izmantojot membranu filtraciju (vidgjais poru diametrs 0,2 pm) vai arT autoklava (120 °C, 15 min).

Skidumus glaba tumsa 4 °C temperatiira.

Izejas Skidumus Nr. 2 un Nr. 4 neapstrada autoklava, bet sterilize, izmantojot membranu filtraciju.

Barotni sagatavo, tidenim pievienojot atbilstosu 1.—4. izejas $kiduma tilpumu:

Apm. 500 ml sterila Gdens pievieno:
— 10 ml izejas kiduma Nr. 1

— 1 ml izejas skiduma Nr. 2

— 1 mlizejas $kiduma Nr. 3

— 1 ml izejas skiduma Nr. 4
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Ar sterilu tideni uzpilda lidz 1 000 ml tilpumam

Atvél pietickami daudz laika, lai barotne varétu lidzsvaroties ar atmosféras CO,, ja nepiecieSams, dazas stundas barbotgjot
sterilu filtrétu gaisu.

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.

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

Al1.3.9.

Al.4.
Al.5.

Al.6.

AAP barotnes sagatavosana

Pa 1 ml no katra A1.2.1-A1.2.7 minéta izejas $kiduma pievieno apm. 900 ml dejonizéta vai destiléta Gidens un tad
atskaida lidz 1 litram.

Makroelementu izejas $kidumus gatavo, 500 ml dejonizéta vai destiléta tidens iz8kidinot turpmak minétas vielas.
Reagentus A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3, un A1.2.4 var apvienot viena izejas Skiduma.

NaNO; -12,750¢

MgCl,-6H,0 — 6,082 g

CaCl,2H,0 - 2,205 g

Mikroelementu izejas Skidums (sk. A1.3.)
MgSO,-7H,0 — 7,350 g

K,HPO, - 0,522 g

NaHCO; - 7,500 g

Na,Si0;-9H,0 (sk. A1.1 piezimi)

Al.1 piezime. Izmantot tikai diatomeju sugam: var pievienot tiesi (204,4 mg) vai arl izmantojot izejas skidumu, lai
Si galiga koncentracija barotné batu 20 mg/l.

Mikroelementu izejas $kidumu sagatavo, 500 ml dejonizéta vai destiléta aden izskidinot:
H,BO, — 92,760 mg

MnCl,-4H,0 — 207,690 mg

ZnCl, — 1,635 mg

FeCl;-6H,0 — 79,880 mg

CoCl,"6H,0 - 0,714 mg

Na,Mo0,,-2H,0 — 3,630 mg

CuCl,2H,0 — 0,006 mg

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

[etilendiamintetraetikskabes dinatrija sals]

Na,SeO,-5H,0 — 0,005 mg (sk. A1.2 piezimi)

A1.2 piezime. Izmantot tikai diatomeju rezerves kulttiram paredzétam barotném.
izmantojot 0,1 N vai 1,0 N NaOH vai HCl, korigé pH lidz 7,5 £ 0,1.

Barotni filtré sterila trauka caur 0,22-pm membranas filtru, ja izmanto dalinu skaititaju, vai 0,45-pum filtru, ja da-
linu skaititaju neizmanto.

Lidz lietosanai barotni glaba tumsa apméram 4 °C temperattira.
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Algu kultiveSanas piemérs

Visparigas piezimes
Kultivé§anas mérkis $aja gadjjuma ir iegat algu kultdras toksiskas iedarbibas noteiksanai.

Jaizmanto piemérotas metodes, kas nodrosina, ka algu kultiras nav inficétas ar baktérijam. lespéjams, biis vélamas no ci-
tiem organismiem brivas kult@iras, tacu ir nepieciesams izveidot un izmantot algu tirkultaras.

Visas darbibas ir javeic sterilos apstaklos, lai izvairitos no piesarnosanas ar baktérijam vai citam algém.

Iekartas un materiali

Skatit “Testa metode”™: Aparatiira.

Algu kultiiru iegiiSanas procediiras

Baribas vielu skidumu (barotnu) sagatavosana:

Visi barotné esoo baribas vielu sali tiek sagatavoti koncentrétu izejas skidumu veida, ko glaba tumsa un vésa vieta. Sos $ki-
dumus sterilizé filtréjot vai autoklavéjot.

Barotni sagatavo, atbilstosu izejas Skiduma tilpumu pievienojot sterilam destilétam @idenim ta, lai novérstu inficésanos. Lai
ieghitu cieto barotni, pievieno 0,8 procentus agara.

Pamatkultiira:

Pamatkultiiras ir nelielas algu kultiiras, ko regulari parnes svaiga barotné izmantoanai par testa sakotnéjo materialu. Ja kul-
tliras neizmanto regulari, tas s&j mégenés uz slipagara. Parsgj svaiga barotné vismaz reizi divos ménesos.

Pamatkultiiras audzé koniskas kolbas, kas satur atbilstoso barotni (tilpums apméram 100 ml). Alges inkubgjot 20 °C tem-
peratlira pastaviga apgaismojuma, tas ir japars€j katru nedélu.

Parsésanas laika daJu “vecas” kultdiras ar sterilam pipetém parnes kolba ar svaigu barotni ta, lai strauji augosam sugam sa-
kotnéja koncentracija bitu apméram 100 reizu mazaka neka vecaja kultara.

Sugas aug$anas atrumu var noteikt, izmantojot augsanas grafiku. Ja tas ir zinams, var noteikt blivumu, pie kura kultira ir
japarnes uz jaunu barotni. Tas jadara, pirms kultiira sasniegusi bojaejas fazi.

Pirmskultiira:

Pirmskultiira jaiegtst testa kultfiru inokulacijai piemérots algu daudzums. Pirmskultfiru inkubé testa apstaklos un izmanto
tas eksponencialas augSanas fazé, parasti péc 2—4 dienu ilgas inkubacijas. Ja algu kultiiras satur deformétas vai nenormalas
$tinas, tas neizmanto.
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Datu analize, izmantojot nelinearo regresiju

Visparigi apsvérumi

Atbildes reakcija algu un citu mikroorganismu augSanas testos — dabiska biomasas augsana, to raksturojot ar procesa atru-
mu, ir nepartraukts vai metriskais mainigais lielums, un ta integralis laika, ja izmanto biomasu. Tie abi ir saistiti ar atbilstoso
vidgjo atbildes reakciju, kas kontroles atkartojumos uzrada maksimalo vértibu, reaggjot testéSanas apstakliem, no kuriem
algu testa noteicosie faktori ir gaisma un temperatiira. Sistémai ir normalais sadalijums vai ta ir homogéna, un biomasu var
uzskatit par nepartrauktu lielumu, nenemot véra atseviskas $iinas. Sadas sistémas reakcijas mainiba ir atkariga tikai no eks-
perimentaliem faktoriem (ko parasti apraksta log-normalais vai normalais kladas sadalijums). Tas atskiras no tipiskam
biologiska testa reakcijam, ko raksturo dati, kas ir diskréti lielumi, kuriem bieZi par galveno mainigo komponentu uzskata
atsevisku organismu toleranci (kam parasti ir binominalais sadalijums). Kontroles atbildes reakcijas $aja gadijuma atbilst nul-
lei vai fona limenim.

Parasti normalizéta vai relativa reakcija r monotoni samazinas no 1 (nulles inhibésana) lidz 0 (100-procentiga inhibéSana).
Nemot vera, ka visam reakcijam piemit ar tam saistitas kladas, aprékinata skietami negativa inhibésana izskaidrojama tikai
ar gadijuma kladu.

Regresijas analize

Modeli

Regresijas analizes mérkis ir kvantitativi aprakstit reakciju atkariba no koncentracijas, izmantojot matematisku regresijas
funkciju Y = f (C) vai arf biezak F (Z), kur Z = log C. Izmantojot apgriezto funkciju C = f! (Y), var aprékinat EC,, ieskaitot
ECsq, ECy un EC,, ka arl to 95 % ticamibas limenus. Vairakas vienkarSas matematiskas funkcijas labi apraksta algu aug-
$anas inhib&sanas testos iegiito koncentracijas-reakcijas sakaribu. Sadas funkcijas ir, pieméram, logistiskais vienadojums, ne-
simetriskais Weibull vienadojums un log-normala sadalijuma funkcija, kas visas ir sigmoidas liknes, kuras asimptotiski tiecas
uz vértibu viens, ja C —> 0, un uz nulli, ja C —> e (bezgalibu).

Nepartrauktu sliek$na funkciju modelu izmanto$ana (pieméram, Koimana [Koyman] modelis “populacijas augsanas inhibé-
Sanai”, Kooijman et al. 1996.) ir nesen ieteikts vai alternativs asimptotiskajiem modeliem. Saja modeli pienem, ka nav neka-
das iedarbibas pie koncentracijam, kas mazakas par noteiktu slieksni ECO+, ko nosaka, ekstrapolgjot reakcijas un
koncentracijas sakaribu, un nosakot tas krustosanas punktu ar koncentraciju asi, izmantojot vienkar$u nepartrauktu funk-
ciju, kas koordinatu sakuma punkta nav diferencéjama.

Janem véra, ka analize var biit vienkarsa atlikuma kvadratu summas samazinasana (pienemot pastavigu dispersiju) vai ari
svérto kvadratu summa, ja dispersijas heterogenitate ir kompenséta.

Procediira

Procediira kopuma ir 3ada: izvélas atbilstosu funkciju Y = f (C), ko, izmantojot nelinearu regresiju, pieméro datiem. Lai no
datiem iegiitu iesp&jami vairak informacijas, ieteicams izmantot katra atseviska atkartojuma mérfjumus, nevis atkartojumu
vidgjas vertibas. No otras puses, ja datu izliede ir liela, praktiska pieredze liecina, ka atkartojumu vidgjas vértibas var nodro-
§inat daudz robustaku matematisko novértéjumu, jo, lai gan satur sistematisko kladu, tas mazak ietekmé gadijuma klidas,
neka tas notiktu, saglabajot katru individualo datu punktu.

Izveido atbilstosu grafiku, atliek izméritos datus un parbauda grafika atbilstibu. Saja noliika ipasi noderiga var biit atlikuma
dispersijas analize. Ja koncentracijas un reakcijas sakaribas izteik3anai izraudzita funkcionala sakariba pietiekami labi ne-
apraksta visu likni vai tas batisku dalu, pieméram, atbildes reakciju zemas koncentracijas, simetriska grafika vieta izvélas citu
iesp&ju, pieméram, nesimetrisku grafiku, tadu ka Weibull funkcija. InhibéSanas negativas vértibas var biit problematiskas, pie-
méram, izmantojot log-normala sadalfjuma funkciju, un attiecigi ari nosakot vajadzibu izmantot citu regresijas funkciju.
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Sadam negativam atbildes reakcijam nav ieteicams pieskirt nulles vai nelielu pozitivu vértibu, jo tadgjadi rodas kladas sada-
lijuma kroplojumi. Iesp&jams, lai novértétu EC,, ,, dazas grafika dalas, pieméram, zemas inhibéSanas dalu, bis nepieciesa-
mas atseviskas liknes. [zmantojot attiecigo vienadojumu (“apgriezto funkciju”), aprékina C = f! (Y), raksturigo punktu
vertibas EC,, un testéSanas parskata norada vismaz ECs, un vienu vai divas EC,, , vértibas. Veiktajos testos iegiita pieredze
liek secinat, ka algu testa precizitate parasti lauj pietiekami adekvati novértét 10 % inhibésanu, ja datu punktu skaits ir pie-
tiekams, ja vien zemas koncentracijas neveicina augSanu, lidz ar to apgritinot vértéSanu. Ta ka EC,, parasti atrodas uz
koncentracijas-atbildes reakcijas liknes centralas dalas, kas ir aptuveni lineara, tas noteikSanas precizitate biezi ir daudz aug-
staka par EC,, noteik3anas precizitati. Dazreiz EC,, var bat graiti interpretét augSanas stimulacijas de]. Tapéc, lai ar parasti
EC,, vértibu var noteikt pietickami precizi, parskata vienmeér ieteicams noradit ari EC,,,.

lesvara koeficienti

Eksperimenta dispersija parasti nav konstanta, un taja ietilpst proporcionalitates komponents, lidz ar to parasti izdevigak
veikt svérto regresiju. Saja analize iesvara koeficientus parasti uzskata par apgriezti proporcionaliem dispersijai:

W, = 1/Var(r)

Daudzas regresijas programmas lauj veikt svérto regresijas analizi ar tabula noraditajiem iesvara koeficientiem. Ertibas labad
iesvara koeficientus normalizg, tos reizinot ar n/S w (n ir datu punktu skaits), ta, lai to summa batu viens.

Normalizetas atbildes reakcijas

Normalizé$ana, izmantojot vidéjo kontroles reakciju, rada dazas principialas problémas un diezgan komplicétu dispersijas
struktdiru. Dalot atbildes reakcijas ar vidéjo kontroles reakciju inhibésanas procenta iegisanai, ievie$ papildu neprecizitati,
ko rada kontroles vidgjas vértibas klada. Ja vien kliida nav nenozimigi maza, regresijas un ticamibas limenu iesvara koefi-
cienti jakorigé, nemot véra kovariaciju ar kontroli (17). Jaievéro, ka kontroles vidéjas reakcijas augsta precizitate ir svariga,
lai samazinatu relativas atbildes reakcijas kop@jo dispersiju. Si dispersija ir $ada:

apaksgjais indekss i attiecas uz koncentracijas limeni i un apakséjais indekss 0 attiecas uz kontrolém)

Y, = relativa atbildes reakcija = r;fry = 1 - 1= (C)

ar dispersiju:

Var (Y;) = Var (r;fr,) = (3Y; | 0 r;)*Var(r) + @ Y,/ 0 ro)>Var (ro)

un ta ka

@Y,/ 9 1) = 1Jrgun @ Y; [ 0 1o) = 1yfry :

datiem ar normalu sadalfjumu, ka ari m; un m,, atkartojumiem:

Var(r) = 6*|m;

lidz ar to relativas atbildes reakcijas kopgja dispersija Y; ir:

Var(Y) = 0°/(ry® my) + 1,6%[ry* m,,

Kontroles vidgjas vertibas kltda ir apgriezti proporcionala kontroles atkartojumu vidéja skaita kvadratsaknei, un dazreiz ir
vélams ieklaut vésturiskos datus, tadgjadi batiski samazinot kladu. Alternativa procediira ir datu normalizaciju neveikt un
izmantot atbildes reakcijas un ari kontroles reakcijas datu absolitas vértibas, tacu ieviesot kontroles reakcijas vértibas ka pa-
pildu parametru, kura vértibas nosaka ar nelinearu regresiju. Izmantojot parasto divu parametru regresijas vienadojumu, péc
§1s metodes jaizmanto tris parametri, lidz ar to vajadzigs arf vairak datu punktu, neka veicot nelinearo regresiju datiem, ko
normaliz¢, izmantojot ieprieks noteiktu kontroles atbildes reakciju.
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Ticamibas intervalu apgrieztas vertibas

Nelinearas regresijas ticamibas intervalu izskaitlo3ana, izmantojot apgrieztas vértibas, ir diezgan sarezgita un nav pieejama
parastajas datorprogrammu paketés, ko izmanto statistisko aprékinu veikanai. Aptuvenus ticamibas limenus var iegit, iz-
mantojot standarta nelinearas regresijas programmas ar atkartotu parametrizaciju (Bruce and Versteeg, 1992), kas paredz par-
veidot matematisko vienadojumu, izmantojot nepiecieSamo punktu vértibas, pieméram, EC,, un ECs, ka nosakamos
parametrus. (St funkcija ir I = f (o, f koncentracija), un nepieciesams izmantot definicijas sakaribas f (a, , EC;0) = 0,1 un f (a,
B, EC50) = 0,5, lai f ((a, p koncentracija) aizstatu ar ekvivalentu funkciju g (EC,,, ECs,, koncentracija).

Tiesaks aprekins (Andersen et al, 1998.) ir izmantot sakotnéjo vienadojumu kopa ar Teilora ekspansiju ap vidéjam r; un r,
vértibam.

perimentalos datus, no kuriem izveido pseidoatkartojumus péc gadijuma izvéles principa, izmantojot nejauso skaitlu
generatoru.
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V PIELIKUMS

C.25. AEROBA MINERALIZACIJA VIRSZEMES UDENI - BIOLOGISKAS NOARDISANAS IMITACIJAS TESTS

1.1.

1.2.

METODE

Si metode ir lidzvértiga metodei OECD TG 309 (2004) (1)

IEVADS

Péc 3is metodes nosaka testéjamas vielas biologiskas noardisanas gaitu mazas koncentracijas aerobos apstaklos da-
biga fideni, un novérojumus kvantitativi izsaka ar kinétisko atrumu. Sis imitacijas tests ir laboratorijas metode, iz-
mantojot paraugu sériju kratiSanu kolbas, lai noteiktu organisko vielu acrobas biologiskas noardisanas atrumu
dabiga virszemes Gdens (saldiidens, saliidens vai jiras tidens) paraugos. Tas pamata ir ISO/DIS 145921 (2), ie-
klaujot arT C.23. un C.24. testéSanas metodes (3)(4) elementus. Lai noverstu testa mikrovides bojasanos ilgstosas
testéSanas laika, darbibas ar paraugu sérijam var aizstat ar pusnepartraukto panémienu. Imitacijas testa galvenais
mérkis ir noteikt testéjamas vielas mineralizaciju virszemes Gideni, un noardisanas kinétiku izsaka péc mineraliza-
cijas. Otrs sekundarais mérkis ir iegtit informaciju par primaro noardisanos un galveno parveidosanas produktu
veidoanos. Parveidosanas produktu identificésana un, ja iespéjams, to koncentraciju kvantitativa noteik3ana ir ipa-
§i svariga vielam, kas mineralizjas loti léni (pieméram, vielam, kuru kopéja atlikuma '*C sadalisanas pusperiods
parsniedz 60 dienas). Galveno parveidosanas produktu identificé$anai analitisko ierobezojumu dé| parasti ir jaiz-
manto lielakas testéjamas vielas koncentracijas (pieméram, > 100 pg/l).

Zema koncentracija $aja metodé nozimé koncentraciju (pieméram, mazaku par 1 pg/l lidz 100 pg/l), kas ir pietie-
kami maza, lai nodrosinatu, ka testéSanas apstaklos noteikta biologiskas noardisanas kinétika raksturo dabas vide
sagaidamo. Salidzinajuma ar biologiski noardamu oglekli saturoso vielu kop&o masu, ko satur testa izmantoja-
mais dabigais tidens, testéjama viela maza koncentracija kalpo ka sekundarais substrats. Tas nozimg, ka sagaida-
mas biologiskas noardiSanas reakciju kinétika ir pirmas kartas (“neaugo$a” kinétika) un ka testéjama viela var
noardities “kometabolisma” procesa. Pirmas kartas noardiSanas reakcijas noardisanas atrums (mg/l/diena) ir pro-
porcionals substrata koncentracijai, kura samazinas laika. Istas pirmas kartas kinétikas gadijuma ipatnéja noardi-
$anas atruma konstante k nav atkariga no laika un koncentracijas. Tas ir, k ievérojami nemainas eksperimenta laika
un nemainas, palielinot koncentraciju cita eksperimenta. Péc definicijas Ipatnéja noardianas atruma konstante ir
vienada ar koncentracijas relativajam izmainam laika: k = (1/C) - (dC/dt). Kaut ari Seit noraditajos apstaklos parasti
ir sagaidama pirmas kartas kinétika, var biit gadijumi, kad procesu labak apraksta citi kinétisko reakciju mehanis-
mi. Novirzes no pirmas kartas kinétikas var bait novérojamas, pieméram, ja biologiskas parveidosanas atrumu ie-
robezo nevis pasu biologisko reakciju atrums, bet ar masas parneses procesiem saistitas paradibas, pieméram,
diftizijas atrums. Tomer datus gandriz vienmér var aprakstit ar pseidopirmas kartas kinétiku, izmantojot no kon-
centracijas atkarigu reakcijas atruma konstanti.

Lai atvieglotu eksperimenta planosanu un rezultatu interpretaciju, pirms testa jabiit pieejamai informacijai par tes-
t&jamas vielas biologisko noardisanos lielakas koncentracijas (piemérm, no standarta skrininga testiem), ka arf in-
formacijai par abiotisko noardisanos, parveidosanas produktiem un attiecigajam fizikali kimiskajam ipasibam. Ar
14C fezimétu testdjamo vielu izmantosana un '*C fazu sadalijuma noteiksana testéanas beigas dod iespéjas no-
teikt galigo biologisko noardisanos. Ja izmanto ar izotopiem neiezimétu test&jamo vielu, galigo biologisko noar-
disanos var noteikt, tikai testéjot to augstakas koncentracijas, un ja ir zinami visi tas svarigakie parveidosanas

produkti.

DEFINICIJAS

Primara biologiska noardiSanas: vielas struktiiras izmainas (parveidosanas) mikroorganismu iedarbiba, kuru dé|
ziid tas kimiska identitate.

Funkcionala biologiska noardiSanas: vielas struktiiras izmainas (parveidosanas) mikroorganismu iedarbiba, kuru
dél zid kada tas specifiska ipasiba.

Galiga aeroba biologiska noardisanas: vielas noardisanas skabekla klatbiitné lidz oglekla dioksidam, Gidenim un
citu klatesoso elementu mineralsaliem (mineralizacija) mikroorganismu iedarbiba, veidojoties jaunai biomasai un
jaunam organiskam vielam, kas ir mikrobu biosintézes produkti.
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1.3.

Mineralizacija: vielas noardisanas skabekla klatbitné lidz oglekla dioksidam, tidenim un citu klatesoSo elementu
mineralsaliem mikroorganismu iedarbiba.

Kavesanas faze: laiks no testéSanas sakuma lidz noardoso mikroorganismu adaptacijai, kurd vielas vai organiska
materiala biologiskas noardisanas pakape ir sasniegusi nosakamu limeni (pieméram, 10 % no maksimalas teoré-
tiskas vai mazak, atkariba no noteik$anas metodes precizitates).

Biologiskas noardiSanas maksimalais limenis: vielas vai organiska materiala procentos izteikta biologiskas noar-
disanas pakape testa apstaklos, virs kuras testéSanas laika turpmaka biologiska noardisanas nenotiek.

Primarais substrats: dabiga oglekla un energijas avotu kopums, kas nodrosina mikrobu biomasas augganu un
uzturéSanu.

Sekundarais substrats: komponents, kas substrata ir tik zema koncentracija, ka tam noardoties, aktivajiem mi-
kroorganismiem tiek piegadati tikai nenozimigi oglekla un energijas daudzumi, salidzinot ar galveno substrata
komponentu (primaro substratu) noardisana piegadato oglekli un energiju.

NoardiSanas atruma konstante: pirmas kartas vai pseidopirmas kartas kinétiskas reakcijas atruma konstante
k (d7), kas raksturo noardisanas procesu atrumu. Eksperimentali k nosaka no noardisanas liknes sikuma dalas, ko
ieglist péc kavesanas fazes beigam.

PussadaliSanas periods, t,, (d): termins, ko izmanto, lai raksturotu pirmas kartas reakcijas atrumu. Tas ir laika
intervals, kura koncentracija samazinas 2 reizes. Pussadali$anas perioda un noardisanas atruma konstantes sav-
starpgjo sakaribu izsaka ar vienadojumu t,, = In2/k.

PusnoardiSanas laiks, DT, (d): termins, ko izmanto, lai kvantitativi izteiktu biologiskas noardiSanas testésanas
rezultatus. Tas ir laika intervals, ieklaujot kavesanas fazi, kas vajadzigs, lai biologiskas noardisanas pakape sasnieg-
tu 50 %.

Noteiksanas robeZza (LOD) un kvantitativas noteiksanas robeza (LOQ): kvalitativas noteikSanas robeza (LOD)
ir vielas koncentracija, zem kuras vielas identitate nav atSkirama no analitiskiem artefaktiem. Kvantitativas noteik-
Sanas robeza (LOQ) ir vielas koncentracija, zem kuras ta nav nosakama ar pienemamu precizitati.

Izskidusais organiskais ogleklis (DOC): Gidens parauga eso$a ta organiska oglekla dala, ko nevar atdalit ar no-
radito fazu atdaliSanu, pieméram, ar centrifugéSanu pie 40 000 ms™> 15 min vai ar membranas filtraciju, izman-
tojot membranas ar poram 0,2 pm-0,45 pm diametra.

Kopéja organiska '*C aktivitate (TOA): kop&ja '“C aktivitate, kas saistita ar organisko oglekli.
Iz8kidusa organiska '*C aktivitate (DOA): kopé&ja '*C aktivitate, kas saistita ar izskidugo organisko oglekli.

Dalinu organiska '*C aktivitate (POA): kopgja '*C aktivitate, kas saistita ar dalinu organisko oglekli.

TESTA PIELIETOJAMIBA

Sis imitacijas tests ir pielietojams negaistosdm vai maz gaisto§3m organiskam vielam, ko testé mazas koncentra-
cijas. Lietojot kolbas, kuras var pieklit atmosféras gaiss (pieméram, ar vates aizbazniem), vielas, kuru ar Henrija
konstante ir mazaka par aptuveni 1 Pa-m’/mol (apm. 10> atm-m’/mol), var uzskatit par praktiski negaistosam.
Lietojot noslégtas kolbas ar augspusé tuksu telpu, ir iesp&jams bez zudumiem no testéSanas sistémas testét maz
gaistosas vielas (Henrija konstante < 100 Pa‘m’/mol jeb < 10 *> atm'm’/mol). Var notikt ar '*C ieziméto vielu zu-
dums, ja neveic pasakumus ar CO, izdaliSanos saistito zudumu novéranai. Tada situacija var biit nepiecieSams uz-
tvert CO, icksgja absorbera ar sirmu vai izmantot argjo CO, absorbcijas sistému (tiesa '*CO, noteiksana, sk.
3. pielikumu). Biologiskas noardisanas kinétikas noteiksanai testéjamas vielas koncentracijam jabait mazakam par
tas $kidibu ideni. Tomér jaatzimé, ka $kidiba Gideni péc literatiiras datiem var biit ievérojami augstaka par teste-
jamas vielas skidibu dabigajos iidenos. Tpasi slikti skistosu test&jamo vielu skidibu var noteikt, izmantojot testam
lietojamos dabigos tdenus.

Metodi var izmantot biologiskas noardiSanas imitacijai virszemes tideni, kura nav rupju dalinu (pelagiskais tests)
vai dulkaina virszemes ideni, pieméram, @ideni tuvu Gdens/nosédumu robezvirsmai (suspendéto nosédumu tests).
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1.5.

TESTA PRINCIPS

Testu veic sériju veida, inkubgjot testéjamo vielu tikai ar virszemes tideni (pelagiskais tests) vai ar virszemes tideni,
kam pievienotas suspendétas cietds dalinas/sedimenti 0,01 lidz 1 g/l sausnas masas (suspendéto sedimentu tests),
lai imitétu Gdeni ar suspendétam cietim dalinam vai atkartoti suspendétiem sedimentiem. Suspendéto cieto
dalinu/sedimentu koncentracija minéta intervala zemakaja dala ir tipiska lielakajai dalai virszemes fidenu. Testa kol-
bas inkubé tumsa apkartéjas vides temperatiird aerobos apstaklos kratot. Lai noteiktu noardiSanas kinétiku, ir ja-
izmanto vismaz divas dazadas testéjamas vielas koncentracijas. Koncentracijam sava starpa ir jaatskiras 5 lidz 10
reizes, un jaatbilst vides apstaklos sagaidamajam koncentraciju diapazonam. Testéjamas vielas maksimala koncen-
tracija nedrikst parsniegt 100 pg/l, bet vélama ir maksimala testéjamas vielas koncentracija 10 pg/l vai mazaka, lai
nodroginatu, ka biologiska noardisanas notiek atbilstosi pirmas kartas kinétikai. Mazaka koncentracija nedrikst par-
sniegt 10 pg/l, bet velama mazakas testéjamas vielas koncentracijas ir 1-2 pg/l, vai mazakas par 1 pg/l. Parasti $a-
das mazas koncentracijas var pareizi noteikt, izmantojot komerciali pieejamas ar '*C izotopu iezimétas vielas.
Analitisko ierobezojumu dé] biezi nav iespgjams izmérit testa vielas koncentraciju ar vajadzigo precizitati, ja tes-
t&jamas vielas koncentracija < 100 pg/l (sk. 1.7.2. iedalas otro rindkopu). Lielakas testgjamas vielas koncentracijas
(> 100 pg/l un dazreiz > 1 mgfl) var izmantot galveno parveidosanas produktu identificéanai un kvantitativai no-
teikanai vai gadijuma, ja nav piecjama specifiska analizes metode ar pietickami zemu noteiksanas robezu. Ja tes-
t&jamas vielas koncentracija ir augsta, iegfitie rezultati var nebiit izmantojami pirmas kartas noardisanas reakcijas
konstantes un pussadalisanas perioda noteiksanai, jo noardisanas, iespéjams, var neatbilst pirmas kartas kinétikai.

Noardisanas procesu kontrolé piemérotos laika intervalos, mérot atlikusa '“C izotopa vai testéjamas vielas atliku-
$o koncentraciju, ja izmanto specifisku kimisko analizi. Molekulas stabilakas dalas ieziméSana ar '*C nodrosina
kopéjas mineralizacijas noteikSanu, bet mazak stabilas molekulas dalas iezimésana ar '*C, ka arf specifiskas ana-
lizes izmanto3ana dod iesp&u novertét tikai primaro biologisko noardisanos. Tomér stabilaka dala ne vienmer ie-
klauj molekulas attiecigo funkcionalo grupu (kura var biit saistita ar specifisku ipasibu, tadu ka toksiskums,
bioakumulacija, u. c.). Tada gadijuma, lai izsekotu specifiskas ipasibas zusanu, var bit lietderigi izmantot funkcio-
nalaja dala ar '*C izotopu iezimétu test&jamo vielu.

INFORMACIJA PAR TESTEJAMO VIELU

Saja testa var izmantot gan ar radioaktivajiem izotopiem iezimétas, gan neiezimétas vielas. leteicams izmantot ie-
zimésanas metodi ar '*C, un markierim parasti jabiit molekulas stabilakaja(-as) dala(-as) (sk. ari 1.4. iedalu). Vie-
lam, kas satur vairakus aromatiskos gredzenus, vélams ar '*C iezimét vismaz vienu oglekla atomu katra gredzena.
Turklat ir vélams ar '*C iezimét vienu vai vairakus oglekla atomus abas pusés no viegli noardimam saitém. Tes-
t€jamas vielas kimiskajai un/vai radiokimiskajai tiribai jabiit > 95 %. Ar radioaktivajiem izotopiem iezimétam vie-
lam vélama ipatnéja aktivitate ir aptuveni 50 pCi/mg (1,85 MBq) vai augstaka, lai atvieglotu '*C mérijumus testos,
ko izdara ar mazam sakotn&am koncentracijam. Par testéjamo vielu jabiit pieejamai $adai informacijai:

—  skidiba tideni [A.6. metode],

— disociacijas konstante (pKa), ja vielai ir tieksme pievienot vai zaudét protonus [OECD TG 112] (5),

— tvaika spiediens [A.4. metode] un Henrija konstante,

— kimiska stabilitate ideni un tumsa (hidrolize) [C.7. metode].

Ja tdent slikti 3kistosas vielas testé jiiras tideni, var biit noderigi ari zinat izsaliSanas konstanti (jeb Se¢enova kon-
stanti) K*, ko aprékina péc vienadojuma: log (S/S) = K* C,,,, kur S un §’ attiecigi ir vielas $kidiba saldideni un jaras
tdeni un C,,, ir sals molara koncentracija.

Ja testéSanu veic “suspendéto sedimentu testa” veida, jabat pieejamai ari $adai informacijai:

— sadalfjuma koeficients sistéma n-oktanols/adens [A.8. metode],

— adsorbcijas koeficients [C.18. metode].
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1.7.

1.8.

1.8.1.

Cita noderiga informacija var bit:
—  koncentracija vidg, ja ta ir noteikta vai aprékinata,
— testéjamas vielas toksiskums mikroorganismiem [C.11. metode],

— biologiskas noardisanas sp&ja un/vai potenciala biologiska noardamiba [metodes C.4 A-F, C.12, C.9, OECD
TG 302 (5)],

— Dbiologiskas noardisanas spéja augsné aerobos vai anaerobos apstaklos un sedimentu/tdens transformacijas
pétijumi [C.23., C.24. metode].

STANDARTVIELAS

Par standartvielu jaizmanto viela, kas parasti viegli noardas aerobos apstaklos (pieméram, anilins vai natrija ben-
zoats). Sagaidamais anilina un natrija benzoata noardiSanas laika intervals parasti ir mazaks par 2 nedélam. Stan-
dartvielu izmantosanas noliiks ir nodrosinat, ka testa tidens mikrobu aktivitate ir zinamas robeZas, t. i., ka @idens
satur aktivu mikrobu populaciju.

KVALITATES KRITERIJI

Atgiistamiba

Tiilit péc testéjamas vielas pievienosanas katra sakotnéja testéjama koncentracija ir japarbauda, mérot '*C aktivi-
tati, vai veicot neiezimétu vielu kimisko analizi vismaz dublikatu paraugiem. Tas sniedz informaciju par analiti-
skas metodes pielietojamibu, par tas atkartojamibu un par testéjamas vielas sadalijuma viendabigumu. Parasti
izmérito sakotngjo '*C aktivitati vai testéjamas vielas faktisko koncentraciju — un nevis nominalo koncentraciju —
izmanto turpmakajai datu analizei, jo ar to kompensé sorbcijas raditos zudumus un dozésanas kliidas. Ar '*C ie-
zImétas testéjamas vielas atgiistamibu eksperimenta beigas nosaka péc masas bilances (sk. 1.8.9.4. iedalas pédgjo
rindkopu). Ideala gadijuma ar radioaktivo izotopu iezimétas vielas masas bilancei jabiit diapazona no 90 % lidz
110 %, ievérojot, ka neiezimétu testa vielu analitiskajai precizitatei janodrosina sakotnéja atgiistamiba 70 % lidz
110 %. Noraditie diapazoni uzskatami par mérka vértibam, un tie nav jaizmanto ka testéSanas rezultatu
pienemamibas kritériji. Analitisko precizitati testéjamai vielai var noteikt pie zemakas koncentracijas neka sakot-
néja koncentracija, vai ari to noteikt svarigakajiem parveidosanas produktiem.

Analitiskas metodes atkartojamiba un jutiba

Analitiskas metodes atkartojamiba (arT sakotnéjas ekstrakcijas efektivitate) testéjamas vielas vai attiecigos gadiju-
mos svarigako parveidosanas produktu kvantitativai noteik3anai japarbauda ar virszemes tidens piecu atsevisku
ekstraktu atkartotam analizém.

Testéjamas vielas un parveidosanas produktu analitiskas metodes kvalitativas noteik$anas robezai (LOD), ja iespé-
jams, jabiit vismaz 1 % no testéSanas sistéma pievienota sakotnéja daudzuma. Kvantitativas noteikSanas robezai
(LOQ) jabit vienadai vai mazakai par 10 % no izmantotas koncentricijas. Daudzu organisko vielu un to parvei-
dosanas produktu kimiskajai analizei biezi nepieciesams, lai testgjamas vielas koncentracija biitu relativi augsta, t. i.,
> 100 pg/l

TESTESANAS METODES APRAKSTS

Aparatiira

Testu var veikt piemérota tilpuma (pieméram 0,5 vai 1,0 1) koniskajas vai cilindriskajas kolbas, kas noslégtas ar
silikona vai gumijas aizbazniem, vai seruma kolbas ar CO, necaurlaidigiem vacipiem (pieméram, ar butilkaucuka
blivém). Testu var veikt ari ar vairakam kolbam vienam variantam, un analizei nem visas kolbas saturu, katra pa-
raugu intervala vismaz divos atkartojumos (sk. 1.8.9.1. iedalas pédéjo rindkopu). Negaistosam test&jamajam vie-
lam, kas nav iezimétas ar radioaktivajiem izotopiem, gazi necaurlaidigi aizbazni vai vacini nav vajadzigi, un ir
pieméroti valigi vates aizbazni, kas novérs piesarnosanos no gaisa (sk. 1.8.9.1. iedalas otro rindkopu). Maz gais-
toas vielas jatesté biometra tipa sistéma, uzmanigi maisot Gdens virsmu. Lai baitu drosi, ka nenotiek bakteriala
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piesarnosanas, traukus pirms lietoSanas var sterilizét karsgjot vai apstradajot autoklava. Turklat tiek izmantots $ads
standarta laboratorijas aprikojums:

—  kratitajs vai magnétiskie maisitaji testa kolbu nepartrauktai maisisanai,
—  centrifiiga,

—  pH metrs,

— turbidimetrs nefelometriskiem dulkainibas mérijumiem,

—  Zzavgjamais skapis vai mikrovilnu krasns sausnas masas noteik3anai,
— membranfiltracijas aparats,

— autoklavs vai skapis stikla trauku termiskai sterilizésanai,

— ierices darbam ar '*C iezimétam vielam,

— aprikojums '*C aktivitates kvantitativai noteikSanai CO, absorbcijas skidumu paraugos un vajadzibas gadi-
juma sedimentu paraugos,

—  analitiskais aprikojums testéjamas vielas (un standartvielas) noteik3anai, ja izmanto specifisku kimisko analizi
(pieméram, gazu hromatografu, augstspiediena skidruma hromatografu).

Test&jamas vielas izejas standartskidums

Testéjamas vielas un standartvielas izejas standartskidumu gatavoSanai izmanto dejonizétu tideni (sk. 1.8.7. ieda-
las pirmo rindkopu). Dejonizétaja ideni nedrikst biit mikroorganismiem toksisku vielu, un izskidusajam organi-
skajam ogleklim (DOC) jabiit ne vairak par 1 mg/l (6).

Virszemes iidens paraugu nemsana un transportésana

Paraugu nemsanas vieta virszemes tidens savaksanai katra konkrétaja situacija jaizraugas atbilstosi testéSanas no-
likam. Izraugoties paraugu nemsanas vietas, janem véra iesp&jamo lauksaimniecibas, riipniecibas vai majsaimnie-
cibas vielu ievadiSanas vésture. Ja zinams, ka tidens vide iepriek3gjo cetru gadu laika ir piesarnota ar testéjamo vielu
vai tas struktiras analogiem, testéjama Gidens paraugus no tas nenem, iznemot gadijumus, kad izpétes mérkis ir
noskaidrot noardiSanas atrumu tas iedarbibai paklautajas vietas. Parauga nemsanas laika jaizméra idens pH un
temperatira. Turklat ir jaatzimé paraugu nemsanas dzilums un tidens paraugu izskats (pieméram, krasa un dul-
kainiba) (sk. 3. iedalu). Lai paraditu, ka apstakli ir acrobi — ja vien tas nav acimredzami, sprieZot péc aréjam pazi-
mém un vietas véstures, jaméra skabekla koncentracija un/vai redokspotencials ideni un nosédumu virsmas slani.
Virszemes tidens jatransporté pilnigi tira konteinera. Parauga temperatiira transportéSanas laika nedrikst ievéroja-
mi parsniegt temperatiiru testéSanas laika. Ja transportéSanas laiks ir ilgaks par 2 lidz 3 stundam, tdens paraugu
ieteicams atdzesét lidz 4 °C temperatiirai. Udens paraugu nedrikst sasaldét.

Virszemes idensparaugu glabasana un sagatavosana testéSanai

TestéSanu vélams sakt vienas dienas laika péc paraugu nemsanas. Ja paraugi jaglaba, glabasanas laikam jabat ie-
sp&jami 1sam, un tas nedrikst parsniegt 4 nedélas. Lidz lictoanai Gidens paraugs jaglaba 4 °C temperatiira aeréjot.
Pirms izmanto$anas jaatdala rupjas dalinas, pieméram, filtréjot caur neilona filtru ar aptuveni 100 pm acu izméru
vai caur rupju papira filtru, vai nostadinot.

Ar sedimentiem papildinata iidens sagatavosana (neobligati)

Suspendéto sedimentu testam kolbas, kas satur dabigo @ideni (filtrétu, lai atdalitu rupjas dalinas, ka aprakstits
1.8.4. iedala), pievieno sedimenta virskartu suspensijas iegiianai; suspendéto cieto vielu koncentracijai jabit no
0,01 Iidz 1 g/l. Sedimenta virskartu nem no tas pasas vietas, kur nemts tidens paraugs. Atkariba no konkrétas tidens
vides sedimentiem var bt raksturigs liels organiska oglekla saturs (2,5-7,5 %) un smalka tekstiira vai mazs orga-
niska oglekla saturs (0,5-2,5 %) un rupja tekstira (3). Sedimenta virskartas paraugu var sagatavot $adi: lietojot caur-
spidigu plastmasa cauruli, iznem vairakus sedimenta griezumus, nekavéjoties atdala augsgjos aerobos slanus (no
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virsmas lidz maksimali 5 mm dzilumam) un tos apvieno. Tada veida izveidotais apvienotais sedimentu paraugs ja-
transporté konteinera ar plasu gaisa telpu, lai sedimentus uzglabatu acrobos apstaklos (atdzesét lidz 4 °C, ja trans-
portéSanas ilgums parsniedz 2-3 stundas). Sedimentu paraugs jasuspendé testa Gdeni attieciba 1:10 un lidz
lieto$anai jaglaba 4 °C temperatiira aergjot. Ja sedimenti jaglaba, glabasanas laikam jabat iesp&ami isam, un tas ne-
drikst parsniegt 4 nedélas.

Pusnepartraukta procediira (neobligati)

llgstosa inkub&Sana (vairakus ménesus) var biit nepiecieSama, ja, pirms var izm@rit testéjamas vielas ievérojamu
tojot pusnepartraukto procediiru, kas Jauj periodiski atjaunot dalu testéjama Gidens prauga vai suspensijas (sk.
2. pielikumu). Parasto sériju testu var parveidot par pusnepartraukto testu, ja, izmantojot sériju procediru, aptu-
veni 60 dienu laika nav novérojama vielas biologiska noardisanas (sk. 1.8.8.3. iedalas otro rindkopu).

Test&jamas vielas (vai standartvielas) pievienoSana

Vielam, kas labi 3kist @ideni (> 1mgfl) un ir maz gaistosas (Henrija konstantes < 1 Pa-m’/mol jeb
< 107* atm'm?®|mol), izejas standartskidumu var sagatavot dejonizéta fideni (sk 1.8.2. iedalu); lai sasniegtu vaja-
dzigo koncentraciju, atbilstosu izejas standartskiduma tilpumu pievieno testa traukos. Pievienotais izejas standart-
$kiduma tilpums nedrikst parsniegt praktisko minimumu (ja iesp&jams, < 10 % no galiga skidruma tilpuma). Par

organisko $kidinataju lietoanas alternativu var uzskatit ari test&jamas vielas 3kidinasanu lielaka testa Gidens tilpuma.

Negaisto3u vielu ar mazu $kidibu tdeni izejas standartskidumi jagatavo, izmantojot organisku skidinataju, ja no ta
nevar izvairities, bet testéjamai sistémai pievienota skidinataja daudzums nedrikst parsniegt 1 % tilp., un tas ne-
natajs jalieto nieciga daudzuma, ta, lai tas ievérojami nepalielinatu testa Gidens vai suspensijas izskidusa organiska
oglekla (DOC) koncentraciju. Tas japarbauda ar vielai specifisku analizi vai, ja iesp&jams, DOC analizi (6). Jaraugas,
lai parnesta skidinataja daudzums neparsniegtu absolti nepiecie$amo, un testéjamas vielas daudzums izskistu tes-
ta idens galigaja tilpuma. Var izmantot citas metodes test&jamas vielas ievadiSanai testa traukos, ka aprakstits (7) un
(8). Ja testéjamas vielas pievieno$anai izmanto organisko skidinataju, tad lidzigi ka ar aktiva testa traukiem, kuros

pievienota testa vicla ar $kidinataju ka neséju, ir jarikojas ar kontroles traukiem, kas satur testa Gideni (bez pievie-

notam vielu piedevam) un testa iideni ar pievienotu standartvielu. Skidinataja kontrole vajadziga, lai konstatétu ie-
sp&jamo skidinataja nevélamo iedarbibu uz mikrobu populaciju, par ko liecina standartvielas noardisanas.

Testésanas apstakli

Testesanas temperatiira

Inkubacijai janotiek tumsa (vélams) vai izkliedéta apgaismojuma temperattira, ko uztur ar precizitati + 2 °C, un var
bat apkartéja temperatiira vai standarta temperatiira 20-25 °C. Apkartéja temperatiira var biit parauga faktiska
temperatiira parauga nemsanas laika vai vidéja temperatiira parauga nemsanas vieta.

Maisisana

Maisi$ana ar nepartrauktu kratianu vai maisisanu javeic, lai dalinas un mikroorganismi visu laiku biitu suspensija.
MaisiSana ari atvieglo skabekla parnesi no virs¢jas tuksas telpas skidruma ta, lai varétu uzturét acrobus apstakjus.

Kolbas novieto kratitaja (aptuveni 100 apgr./min kratiSana) vai izmanto magnétisko maisitaju. MaisiSanai jabit ne-
partrauktai. KratiSanai vai maisisanai jabit iesp&ami saudzigai, kas tomér saglaba homogénu suspensiju.
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Testesanas ilgums

TestéSanas laiks parasti nedrikst parsniegt 60 dienas, ja neizmanto pusnepartraukto procediiru ar testa suspensijas
periodisku atjaunosanu (sk. 1.8.6. iedaJu un 2. pielikumu). Tomér testéSanas ilgumu sériju testa var paildzinat mak-
simali lidz 90 dienam, ja test&jamas vielas noardisanas ir sakusies pirmo 60 dienu laika. NoardiSanos piemérotos
laika intervalos kontrolé, nosakot atlikusa **C aktivitati vai izdalijusos '*CO, (sk. 1.8.9.4. iedalu) un/vai ar kimis-
ko analizi (1.8.9.5. iedala). Lai novértétu noardisanas procesu, inkubacijas laikam jabat pietiekami ilgam. Vélams,
lai noardisanas pakape bitu lielaka par 50 %; vielam, kas noardas léni, noardisanas pakapei jabiit pietickami lielai
(parasti lielakai par 20 %), lai varétu noteikt noardiSanas kinétiska atruma konstanti.

Javeic regulari pH un skabekla koncentracijas mérijumi, iznemot gadijumus, kad pieredze ar taja pasa vieta nem-
tiem Gidens un nosédumu paraugiem liecina, ka $adi mérjjumi nav vajadzigi. Dazkart primaro substratu metabo-
lisms daudz lielakas koncentracijas ar Gideni un nosédumiem var izraisit pietickamu CO, veido$anos un skabekla
patérinu, kas ievérojami atskiras no eksperimenta apstakliem testéSanas laika.

Procediira

Kolbu sagatavosana pelagiskajam testam

Piemérotu testa Gidens tilpumu parnes testa kolbas apméram lidz vienai tredalai no kolbas tilpuma, bet ne mazak
par 100 ml. Ja izmanto vairakas kolbas (lai varétu izmantot visas kolbas saturu katra parauga nemsanas laika), pie-
mérotakais testa idens tilpums arT ir ap 100 ml, jo mazi paraugu tilpumi var ietekmét kavésanas fazes ilgumu. Tes-
t&jamo vielu pievieno no izejas standartskiduma, ka aprakstits 1.8.2. un 1.8.7. iedala. Lai noteiktu noardisanas
kinétiku un aprékinatu noardisanas kinétisko atruma konstanti, jaizmanto vismaz divas testéjamas vielas koncen-
tracijas, kas atskiras 5 lidz 10 reizes. Abam izraudzitajam koncentracijam jabtt mazakam par 100 pg/l un vélams
diapazona < 1-10 pg/l.

Kolbas noslédz ar gaisu un CO, necaurlaidigiem aizbazniem vai vaciniem. Ar '*C neiezimétam negaistosam testa
vielam ieteicams izmantot valigus vates aizbaznus, kas novér§ piesarnosanos no gaisa (sk. 1.8.1. iedalu), ja galve-
nie noardiSanas produkti ir negaistosi un CO, nosaka netiesi (sk. 3. pielikumuy).

Kolbas inkubé izraudzitaja temperatiira (sk. 1.8.8.1. iedalu). Paraugus kimiskajai analizei vai '*C mérfjumiem nem
testéSanas sakuma (t. i., pirms sakusies biologiska noardianas, sk. 1.7.1. iedalu) un péc tam piemérotos laika in-
tervalos testéSanas laika. Paraugus var nemt, nemot apak$paraugus (pieméram, 5 ml alikvotas) no katra atkarto-
juma, vai izmantojot visas kolbas saturu katra parauga nemsanas reize. Testa vielas mineralizaciju var noteikt tiesi
vai netiesi (sk. 3. pielikumu). Parasti noardisanas fazes laika (t. i., péc kavéSanas fazes) ir vajadzigi vismaz pieci pa-
raugu nemsanas punkti, lai ticami noteiktu atruma konstanti, ja vien nav ietickama pamatojuma uzskatit, ka trs
paraugu nemsanas punkti ir pietieckami vielam, kuras atri noardas. Vielam, kas nenoardas atri, noardisanas faze
viegli var izdarit vairakus mérjjumus, un tapéc konstantes noteiksanai jaizmanto vairak datu punktu. Paraugu nem-
$anai fiksétu grafiku nevar noteikt, jo biologiskas noardisanas atrums ir katrai vielai at3kirigs, tomér ieteicams nemt
paraugus reizi nedéla, ja noardiSanas notiek 1éni. Ja testéjama viela noardas atri, paraugi janem tris dienas péc kar-
tas vienreiz diena, un péc tam katru otro vai treSo dienu. Dazos gadijumos, pieméram, ar vielam, kas loti atri hi-
drolizgjas, paraugi var bat janem ar dazu stundu intervalu. Pirms testéSanas ieteicams veikt orientgjosu pétijumu,
lai noteiktu piemérotakos paraugu nemsanas intervalus. Ja paraugi nepiecie$ami turpmakam analizém, ieteicams
nemt vairak paraugu un péc tam izvéléties tos, kas analizéjami eksperimenta beigas saskana ar atpakalgaitas
stratégiju, t. i, pédéos paraugus analizé vispirms (sk. noradjjumus par paraugu stabilitati glabasanas laika
1.8.9.5. iedalas otraja rindkopa).

Kolbu un paraugu skaits

Nokomplekté pietickamu testa kolbu skaitu, lai bitu:

— testa kolbas, katrai testéjamas vielas koncentracijai vismaz divos atkartojumos (vélams vismaz 3), vai vairak,
ja katra paraugu nemsanas reizé izmanto visu kolbas saturu (apzimé ar Fy),

— testa kolbas masas bilances aprékinasanai katrai testa vielas koncentracijai vismaz divas kolbas (apzimé ar Fy,),
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— tukSais méginajums bez testéjamas vielas, vismaz viena testa kolba, kura satur tikai testa Gdeni (apzimé ar Fy),

— standartvielas kontroles méginajums; divas kolbas ar standartvielu (pieméram, anilinu vai natrija benzoatu
10 pgfl) (apzimé ar F). Standartvielas kontroles noliks ir apstiprinat mikrobu aktivitates minimumu. Ja ie-
sp&jams, var izmantot ar radioaktivo izotopu iezimétu standartvielu arT tad, ja testéjamas vielas noardisanos
kontrolé ar kimiskajam analizém,

— sterila kontrole; viena vai divas kolbas, kas satur sterilizétu testa tideni, lai konstatétu iesp&jamu abiotisku
noardisanos vai citadu ar biologiskiem procesiem nesaistitu testéjamas vielas izmanto3anu (apzimé ar Fy).
Biologisko aktivitati var apturét, testa Gideni sterilizéjot autoklava (121 °C; 20 min) vai pievienojot toksisku
vielu (pieméram, natrija azidu (NaN;) 10-20 g/l, dzivsudraba hloridu (HgCl,) 100 mg/l vai formalinu
100 mg/l), vai apstarojot ar gamma stariem. Ja izmanto HgCl,, tas testa tdens jalikvidé ka toksiskie atkritu-
mi. Udenim ar lielu pievienoto sedimenta daudzumu sterilitati panakt nav viegli, tada gadijuma ieteicama at-
kartota apstrade autoklava (pieméram, tris reizes). Janem véra, ka sterilizacija autoklava var mainit sedimentu
sorbcijas Tpasibas,

— skidinataja kontrole; satur testa tideni un testa Gideni ar standartvielu; divas kolbas, ar to pasu skidinataja dau-
dzumu un izmantojot to pasu procediiru ka testéjamajai vielai. Noltks ir konstatét iespéjamo nevélamo 3ki-
dinataja ietekmi, nosakot standartvielas noardianos.

Testésanas plana janem vera, vai svarigak palielinat atkartojumu skaitu, vai arT pemsanas laiku skaitu. Precizs va-
jadzigo kolbu skaits ir atkarigs no noardisanas mérfjjumiem izmantojamas metodes (sk. 1.8.9.1. iedalas tre3o rind-
kopu, 1.8.9.4. iedalu un 3. pielikumu).

No katras kolbas katra paraugu nemsanas laika janem divi apaksparaugi (pieméram, 5 ml alikvotas). Ja vienam va-
riantam izmanto vairakas kolbas, lai varétu izmantot visu kolbas saturu, katram paraugu nemsanas laikam jaiz-
manto vismaz divas kolbas (sk. 1.8.9.1. iedalas pirmo rindkopu).

Kolbu sagatavosana suspendeto nosedumu testam [neobligati]

lepilda vajadzigos testa Gidens un, ja vajadzigs, sedimentu tilpumus testa traukos (sk. 1.8.5. iedalu). Kolbu sagata-
vosana suspendéto sedimentu testam ir tada pati ka pelagiskajam testam (sk. 1.8.9.1. un 1.8.9.2. iedalu). Izmanto,
vélams, seruma pudeles vai lidzigas formas kolbas. Noslégtas kolbas horizontali novieto uz kratitaja platformas.
Acimredzot, atvértas kolbas ar '*C neiezimétam negaisto§am vielam ir janovieto vertikali, tada gadijuma ieteicams
izmantot magnétisko maisitaju un magnétiskos stieniSus ar stikla parklajumu. Aerobus apstaklu nodrosinasanai
veic pudelu satura aeraciju.

Radiokimiskas noteiksanas metodes

Izdalijusos '*CO, daudzumu nosaka tieos vai netiesos mérjumos (sk. 3. pielikumu). Netiesi '*CO, nosaka péc
starpibas starp sakotngjo '*C aktivitati testa fideni vai suspensija un kopéjo atlikuma aktivitati parauga nemsanas
laika, mérot péc parauga paskabinasanas lidz pH 2-3 un CO, izdaliSanas. Tada veida tiek aizvadits neorganiskais
ogleklis, un izmérita atlikuma aktivitate attiecinama uz organisko vielu. Netiesu 14C0, noteiksanu neizmanto, ja
testéjamas vielas noardiSanas laika radusies svarigakie parveidosanas produkti ir gaistosi (sk. 3. pielikumuy). Ja ie-
spéjams, '*CO, izdalisanas jameéra tiesi (sk. 3. pielikumu) katra paraugu nemsanas laika vismaz viena testa kolba;
§1 procediira rada iespéjas kontrolét gan masas bilanci, gan biologiskas noardisanas procesu, tacu metodi var iz-
mantot tikai testiem, ko veic ar noslégtam kolbam.

Ja radusos '*CO, méra tiesi testa laika, $aja noliika testa sakuma jasagatavo vairak kolbu. Tiesu '*CO, noteiksanu
veikt ir ieteicams, ja testéjamas vielas parveidosanas laika radusies svarigakie parveidoSanas produkti ir gaistosi. Kat-
13 mérfjumu punkta testa papildu kolbas paskabina lidz pH 2-3 un '*CO, uztver iek3gja vai argja absorbera (sk.
3. pielikumuy).

Péc izvéles ar '*C izotopu iezimétu test&jamo vielu un to galveno parveidosanas produktu koncentraciju var no-
teikt ar radiohromatografiju (pieméram, planslana hromatografiju, RAD-TLC) vai HPLC ar radiokimisko
detektésanu.
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Péc izvéles var noteikt atlikuma radioaktivitates fazu sadalijumu (sk. 1. pielikumuy), un testéjamas vielas nesadali-
jusos atlikumu vai tas parveidoSanas produktus.

Test&sanas beigas tiesos ' *CO, mérijumos nosaka masas bilanci, izmantojot atseviskas testa kolbas, no kuram tes-
teSanas laika netika nemti paraugi (sk. 3. pielikumuy).

Kimisko analizu metodes

Ja ir iesp&jams izmantot jutigu analizes metodi, primaro biologisko noardi§anos var novértét, izmérot testéjamas
vielas atlikuma kopéjo koncentraciju bez ieziméSanas a radioaktivo izotopu. Ja izmanto ar radioaktivu izotopu ie-
zimétu test&jamo vielu (lai noteiktu kop&jo mineralizaciju), paraléli var izdarit specifisku kimisko analizi, lai snieg-
tu noderigu papildu informaciju un kontrolétu procediiru. Specifiskas kimiskas analizes var izmantot ari, lai méritu
parveidosanas produktus, kas veidojas testa vielas noardisanas laika, un tas ir ieteicams vielam, kuru mineralizé-
$anas pusperiods ir lielaks par 60 dienam. Katram parauga nemsanas laikam jaméra un jaregistré testéjamas vielas
un parveidosanas produktu koncentracija (koncentracijas veida un ka procentualais daudzums no lietotas). Vispar
ir jaidentificé parveidosanas produkti, kas ir detektéti pie > 10 % no lietotas koncentracijas katra parauga nemsa-
nas reizg, ja nav pienacigi pamatots citadi. Jaapsver ari tadu parveidosanas produktu identifikacijas nepieciesami-
ba, kuru koncentracija pastavigi palielinas, pat ja to koncentracija neparsniedz ieprieks noradito robezu, jo tas var
noradit uz noturigumu. Jaapsver parveidosanas produktu analizéSanas nepiecieSamiba sterilaja kontrolé ja uzska-
ta, ka iespgjama test&jamas vielas atra abiotiska parveidosanas (pieméram, hidrolize). Vajadziba identificét un kvan-
titativi noteikt parveidosanas produktus jaapsver, katru gadijumu izskatot atseviski, un tas pamatojumu sniedzot
testéSanas parskata. Ekstrakcijas metodes ar organisku $kidinataju jaizmanto saskana ar attiecigas analitiskas pro-
cediiras apraksta sniegtajiem noradijumiem.

Visi paraugi jaglaba 2—4 °C temperatiira un bez gaisa piekluves, ja analizi veic 24 stundu laika (vélams). Ilgakai gla-
basanai paraugi ir jasasaldé zem — 18 °C vai kimiski jakonservé. Paraugu konservésanai paskabinasana nav ietei-
cama, jo paskabinati paraugi var biit nestabili. Ja paraugus neanalizé 24 stundu laika un tie tiek glabati ilgak, ir
javeic pétijums par stabilitati glabajot, lai paraditu, ka nosakama viela, glabajot — 18 °C temperatiira vai konservé-
Sanas apstaklos ir stabila. Ja analitiskaja metode ietilpst ekstrakcija ar $kidinataju vai cietas fazes ekstrakciju (CFE),
ekstrakcija javeic talit péc paraugu nemsanas vai péc glabasanas vésuma ne ilgak par 24 stundam.

Atkariba no analitiskas metodes jutibas var bit vajadzigi lielaki parauga tilpumi neka noradits 1.8.1. iedala. Tes-
téSana €rti izdarama ar viena litra paraugiem 2-3 litru tilpuma kolbas, kas dod iesp&jas analizém nemt apméram
100 ml tilpuma paraugus.

DATI UN TESTESANAS PARSKATS

REZULTATU APSTRADE

Datu atlik$ana

Paraugu nemsanas laiku noapalo lidz veselam stundam (ja vien viela ievérojami nenoardas minasu lidz dazu stun-
du laika), bet nevis lidz veselam skaitam dienu. Test&jamas vielas atlikuma aktivitati (ar '*C iezimétam vielam) vai
atlikuma koncentraciju (neiezimétam vielam) atkariba no laika atliek uz grafika linearas un puslogaritmiskas ko-
ordinatés (sk. 1.a, 1.b attélu). Ja ir notikusi noardisanas, salidzina rezultatus no kolbam F; ar rezultatiem no kol-
bam Fq. Ja rezultatu vidgjie lielumi no kolbam ar testéjamo vielu (Fy) un no sterilajam kolbam (F;) atSkiras mazak
par 10 %, var pienemt, ka novérota noardisanas galvenokart ir abiotiska. Ja noardisanas kolbas Fj ir mazaka, skait-
Jus var izmantot, lai korigétu tos, kas iegti ar kolbam F; (atnemot) novértétu biologiskas noardisanas pakapi. Ja
veic svarigako parveidosanas produktu analizes, to veidosanas un samazinasanas grafiki ir jasniedz papildus tes-
t¢jamas vielas daudzuma samazinaSanas grafikam.
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Péc noardisanas liknes (puslogaritmiskais grafiks) nosaka kavésanas fazes ilgumu t, ekstrapolgjot tas linearo dalu
uz nulles noardisanos vai nosakot laiku, kura noardijusies aptuveni 10 % vielas (sk. 1.a un 1.b att.). No pusloga-
ritmiska grafika novérté pirmas kartas atruma konstanti k un tas standartkladu péc naturala logaritma In linearas
regresijas (**C atlikuma aktivitatei vai testa vielas atlikuma koncentracijai) atkariba no laika. Jo 1pasi ar '*C méri-
jumiem izmanto tikai datus, kas piederigi liknes sakotnéjai linearajai dalai péc kavésanas fazes beigam, un dod
prieksroku dazu reprezentativu datu izvélei, nevis lielaka skaita mazak drosu datu izvélei. Nenoteiktiba Saja gadi-
juma ieklauj kliidas, kas piemit ieteicamajai izmerito '*C atlikuma aktivitagu izmantosanai (sk. turpmak). Dazkart
var biit jaaprékina divas dazadas atruma konstantes, ja noardisanis notiek divas fazés. Saja noliika definé divas at-
skirigas noardiSanas liknes fazes. Atruma konstanti k un pussadaliSanas periodu t,, = In2/k aprekina katram at-
kartojumam, ja apak$paraugus nem no vienas kolbas, vai izmantojot vidéjas vértibas, ja katra parauga nemsanas
laika izmanto visu vienas kolbas saturu (sk. 1.8.9.2. iedalas p&dgjo rindkopu). Pirmaja gadijuma atruma konstante
un pussadaliSanas periods janorada katram atkartojumam atseviski, to vidgja vértiba ar standartklidu. Ja ir izman-
totas lielas testéjamas vielas koncentracijas, noardiSanas likne var ievérojami atskirties no taisnes (puslogaritmi-
skais grafiks), un pirmas kartas kinétika var nebait speka. Tapéc nav nozimes noteikt pussadalisanas periodu. Tomér
ierobezota datu diapazona var izmantot pseidopirmas kartas kinétiku un noteikt pusnoardianas laiku DT, (lai-
ku, kura sasniedz 50 % noardiSanos). Tomér jaievéro, ka noardiSands gaitu arpus izraudzitajam datu diapazonam
péc DT, nevar prognozét, un ka apraksta tikai konkréto datu kopumu. Pieejamas datu analizes metodes statisti-
kas apréekinu veikSanai un liknes aproksimacijai, un $im nolikam ieteicams izmantot minéta veida programmatru.

Ja veic specifiskas kimiskas analizes, primaras noardiSanas atruma konstantes un pussadaliSanas periodus nosaka
kopéjai mineralizacijai, ki noradits ieprieks. Ja limit&jo3ais process ir primara noardiSanas, var izmantot datu pun-
ktus no visas noardisanas gaitas. Ta tas ir tapéc, ka mérijumi ir tiesi, pretstata '*C aktivitates mérijumiem.

Ja izmanto ar '*C izotopu iezimétas vielas, masas bilanci izsaka procentos no lietotas sikotnéjas koncentracijas
vismaz testa beigas.

Atlikuma aktivitate

Ja noardas ar '*C ieziméta organiskas vielas dala, lielaka '*C dala parvérsas par '*CO,, bet otra dala tick izmantota
biomasas pieaugumam un/vai arpus$iinu metabolitu sintézei. Tapéc pilniga “galiga” vielas biologiska noardisanas
nenotiek tas oglekla 100 % parvérsanas par '*CO,. Biosintézes produktos saistitais ' *C turpmak léni izdalas '*CO,
veida “sekundaras mineralizacijas” dél. So iemeslu dél organiska '*C atlikuma aktivitates (méritas péc CO, izdali-
$anas) vai '*CO, atlikuma aktivitate atkariba no laika, uzrada “astes” péc noardisanas beigdm. Tas apgriitina kiné-
tikas interpretaciju, un tapéc noardiSanas atruma konstantes noteiksanai parasti izmanto tikai liknes sakuma dalu
(péc kavésanas fazes beigam un pirms ir sasniegta apm. 50 % noardisanas). Noardisanas procesa laika kopéja at-
likuma organiska '*C aktivitate vienmér ir lielaka par '*C aktivitati, kas saistita ar vél nenoardijugos testéjamo vie-
lu. Ja testgjamas vielas noardiSanas notiek péc pirmas kartas reakcijas mehanisma un konstanta dala a mineralizéjas
par CO,, '*C noardisanas liknes sakotngjais virziena koeficients — slipums (kopé&ja organiska '*C attieciba pret lai-
ku) ir a reizindjums ar atbilstosas testéjamas vielas (vai precizak ar '*C iezimétas testéjamas vielas dalas) koncen-
tracijas liknes virziena koeficientu. Ja izmanto nekorigétus kopéjas organiska ' *C aktivitates mérjjumus, aprékinata
sadaliSanas atruma konstante tapéc biis konservativs lielums. Literatfira aprakstitas procediiras testéjamas vielas
koncentracijas aprékinasanai péc izméritam radiokimiskam aktivitatém, pamatojoties uz dazadiem vienkarsojo-
Siem pienémumiem (2)(9)(10)(11). Tadas procediiras vienkarsak izmantojamas vielam, kas atri noardas.

REZULTATU INTERPRETACIJA

Ja tiek konstatéts, ka k nav atkariga no pievienotas koncentracijas (t. i., ja aprékinata k vértiba ir aptuveni vienada
pie dazadam test&jamas vielas koncentracijam), var pienemt, ka izmantotajiem testéSanas apstakliem, t. i., testéja-
majai vielai, idens paraugam un testa temperatiirai, reprezentativa ir pirmas kartas reakcijas atruma konstante. Cik-
tal rezultatus var visparinat vai ekstrapolét uz citam sistémam, ir janovérté eksperta slédziena. Ja izmanto lielu
testéjamas vielas koncentraciju un tapéc noardisanas nenotiek atbilstosi pirmas kartas kinétikai, datus nevar iz-
mantot pirmas kartas reakcijas atruma konstantes vai atbilstosa pussadalisanas perioda tiesai aprékinasanai. To-
mér datus, kas iegiiti testa ar augstu testéjamas vielas koncentraciju, var izmantot, lai novértétu kopéjo
mineralizacijas pakapi un/vai identificétu un kvantitativi noteiktu parveidosanas produktus.
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Ja ir zinami citu noardi§anas procesu atrumi, kas nav biologiska noardisanas, (pieméram, hidrolizes vai iztvaiko-
$anas) atrumi, aptuvenai biologiskas noardiSanas atruma aprékinasanai tos var atnemt no testa laika novérota ko-
péja noardisanas atruma. Hidrolizes datus var, pieméram, iegiit no sterilas kontroles vai no paraléla testa, kura
izmanto lielaku testéjamas vielas koncentraciju.

Netieso un tieso '*CO, noteiksanu (1.8.9.4. iedala un 3. pielikums) var izmantot tikai, lai izmeéritu testa vielas mi-
neralizaciju lidz CO,. Radiohromatografiju (RAD-TLC) vai HPLC var izmantot, lai analizétu ar '*C iezimétas testa
vielas koncentraciju un galveno parveidosanas produktu veidosanos (1.8.9.4. iedalas tresa rindkopa). Lai varétu tie-
§i novértét pussadaliSanas periodu, ir nepiecieSams, lai klat nebditu svarigakie parveidosanas produkti (definéti ka
> 10 % no pievienotas testéjamas vielas daudzuma). Ja ta definétie galvenie parveidoanas produkti ir klat, nepie-
cieams siks datu novértgjums. Sim nolitkam var veikt atkartotu testéSanu un/vai parveidosanas produktu identi-
ficgSanu (sk. 1.8.9.5. iedalas pirmo rindkopu), ja vien parveidosanas produktu rezultatu nevar pamatoti novertét
no pieredzes (pieméram, no informacijas par noardisanas celiem). Ta ka testéjamas vielas oglekla dala, kas parvér-
Sas par CO,, mainas (galvenokart atkariba no testéjamas vielas koncentracijas un citiem pieejamiem substratiem,
testéSanas apstakliem un mikroorganismu kopuma), $is tests nelauj tiesi novértét galigo biologisko noardisanos,
ka tas ir DOC izzusanas testa, bet rezultats ir lidzigs respirometrijas testa iegiitajam rezultatam. Mineralizacijas pa-
kape tapéc ir mazaka vai vienada ar galigas biologiskas noardisanas minimalo limeni. Lai iegiitu pilnigaku ainu par
galigo biologisko noardisanos (mineraliziciju un izmantoganu biomasas veido3anai), testa beigas javeic '*C fazu
sadalijuma analize (sk. 1. pielikumu). Cieto dalinu masa esosais '*C daudzums sastav no baktériju biomasa ietverta
1*C, un no '*C, ko ir sorbgjusas organiskas dalinas.

TESTESANAS METODES VALIDACIJA

Ja standartviela sagaidamaja laika intervala nenoardas (anilins un natrija benzoats parasti noardas mazak neka di-
vas nedélas), iegiitie testéSanas rezultati ir apSaubami, un tie ir javerificé vai testéSana jaatkarto ar jaunu adens pa-
raugu. Péc ISO metodes veikta starplaboratoriju salidzinosaja testéSana, kura piedalijas septinas Eiropas
laboratorijas, noteiktas korigétas anilina noardisanas atruma konstantes bija diapazona no 0,3 lidz 1,7 dienas™" ar
vidgjo vertibu 0,8 d120°C temperatiira un ar standartklidu + 0,4 4t (t,, = 0,9 dienas). Parastie kavésanas laiki
bija 1 lidz 7 dienas. Analizétajos {idens paraugos baktériju biomasas daudzums atbilda 10°-10* kolonijas veido-
jo$am vienibam (KVV) viena mililitra. NoardiSanas atrumi ar baribas vielam bagatos Eiropas vidienes tidenos bija
lielaki neka Ziemelu oligotrofajos tidenos, kas varétu bat izskaidrojams ar trofiska rezima atskiribam vai ar vielu
iepriekséju iedarbibu.

Kopéjai atgtistamibai (masas bilancei) testa beigas jabit no 90 % lidz 110 % ar radioaktivo izotopu iezimétam vie-
lam, bet neieziméto vielu sakotnéjai atgtistamibai eksperimenta sakuma jabit no 70 % lidz 110 %. Tomér nora-
ditie diapazoni jainterpreté tikai ka mérka vértibas, un tie nav jaizmanto par testéSanas rezultatu pienemamibas
kritérijiem.

TESTESANAS PARSKATS

Testésanas parskata skaidri janorada testéSanas panémiens, t. i., pelagiskais vai suspendétu sedimentu tests, un tes-
teSanas parskata jabat ari vismaz $adai informacijai.

Test&jamas vielas un standartvielas:

—  vispargjie nosaukumi, kimiskie nosaukumi (ieteicams izmantot [UPAC un/vai CAS nosaukumu), CAS numu-
ri, struktiirformulas (noradot '*C vietu, ja izmanto ar radioaktivo izotopu iezimétu vielu), un testéjamas vie-
las un standartvielas attiecigas fizikali kimiskas ipasibas (sk. 1.5. un 1.6. iedalu),

—  kimiskie nosaukumi, CAS numuri, struktiirformulas (noradot **C vietu, ja izmanto radioaktivi iezimétu vie-
lu) un attiecigas fizikali kimiskas ipasibas vielam, ko izmanto par standartiem parveidosanas produktu iden-
tificésanai un kvantitativai noteiksanai,

—  testéjamas vielas un standartvielu tiriba (piemaisijumi),

— iezimétas vielas radiokimiska tiriba un ipatnéja aktivitate (attieciga gadijuma).
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Virszemes tidens:

Par nemto Gdens paraugu jasniedz vismaz $ada informacija:

parauga nemsanas vietas atra§anas un apraksts, ieklaujot, ja iespéjams, piesarnojuma vesturi,
parauga nemsanas datums un laiks,

baribas vielas (kop€jais N, amonijs, nitriti, nitrati, kopgjais P, skistosie ortofosfati),
nemsanas dzilums,

parauga izskats (pieméram, krasa un dulkainiba),

DOCun TOC,

biologiskais skabekla patéring (BSP),

temperatiira un pH nemsanas vieta un laika,

skabekla saturs, vai redokspotencials (obligati tikai, ja apstakli nav acimredzami aerobi),
salu saturs vai elektrovaditspéja (jiras Gidens un salidens gadijuma),

suspendéto vielu saturs (ja paraugs ir dulkains),

iesp&jama cita veida informacija par parauga nemsanas vietu parauga nemsanas laika (pieméram, pasreizgjie
vai vésturiskie dati par upju vai jiras straumju plismas atrumu, tuvéjam lielam izpladém un izplazu veidu,
laika apstakliem pirms parauga nemsanas laika).

Un neobligati:

mikrobu biomasa (pieméram, kolonijas veidojoso vienibu skaits vai tiesa stinu skaiti§ana mikroskopa, izman-
tojot akridinoranzo),

neorganiska oglekla saturs,

Hlorofila-a koncentracija ka algu biomasas specifisks raditajs.

Ja veic suspendéto sedimentu testu, papildus jasniedz $ada informacija par sedimentiem:

sedimentu nemsanas dzilums,
sedimentu izskats (pieméram, krasaini, diinaini, malaini vai smil$aini),
tekstira (pieméram, rupju smilsu, smalku smil$u, sanesu un malu %),

suspendéto cieto vielu sausnas masa gfl, TOC koncentracija vai masas zudums izkvélinot ka organisko vielu
satura mers,

pH,

skabekla saturs vai redokspotencials (obligati tikai tad, ja apstakli nav acimredzami aerobi).

Testésanas apstakli:

paraugu glabasanas ilgums no paraugu nemsanas laika lidz testéSanai laboratorija, parauga glabasana un ta
sagatavoSana, testéSanas datumi,

pielietotais testéjamas vielas daudzums, testéjama koncentracija un izmantota standartviela,

testéjamas vielas liectosanas metode, ieklaujot $kidinataju izmantosanu,
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— lietota virszemes Gidens un nosédumu (ja tos lieto) tilpums un katra paraugu nemsanas laika analizei nemta
parauga tilpums,

— izmantotas testéSanas sistémas apraksts.
Ja testéSana nav javeic tumsa, informacija par “izkliedéta apgaismojuma” apstakliem:

— informacija par metodi(-€m), kas lietota(-as) sterilai kontrolei (pieméram, autoklavésanas temperatiira, ilgums
un skaits),

— inkubacijas temperatiira,

— informacija par analitiskajam metodém un par metodém, kas izmantotas radiokimiskajos mérijumos, masas
bilances noteik3anai, un fazu sadalijuma mérjjumos (ja tie veikti),

— atkartojumu skaits.
Rezultati:
— atgastamiba procentos (sk. 1.7.1. ieda]u);

—  izmantoto analitisko metoZzu atkartojamiba un jutiba, ieklaujot noteiksanas robezu (LOD) un kvantitativas no-
teik$anas robezu (LOQ) (sk. 1.7.2. ieda]u);

— visi mérfjumu dati (ieklaujot paraugu nemsanas laikus) un aprékinatas veértibas tabulas veida, un noardisanas
liknes; katrai testa koncentracijai un katra atkartojuma kolbai parskata norada logaritmiska grafika slipuma
virziena linearas korelacijas koeficientu, aprékinato kavésanas fazes ilgumu un pirmas kartas vai pseidopir-
mas kartas atruma konstanti (ja iespéjams) un atbilstoso pusnoardisanas periodu (vai pusperiodu ts);

—  attiecigas vertibas norada ka atseviskos atkartojumos novéroto rezultatu — pieméram, kavésanas fazes ilguma,
noardisanas atruma konstantes un pusnoardisanas perioda (vai ts,) — vidéjas vértibas;

— sistémas klasifikaciju ka neadaptétu vai adaptétu, spriezot no noardisanas liknes rakstura un testéjamas kon-
centracijas iespéjamas ietekmes;

— galigas masas bilances parbaudes rezultati un fazu sadalijuma mérijumu rezultati (ja tadi ir);
—  mineralizéta '*C dala un, ja ir izmantotas specifiskas analizes, primaras noardisanas galigais limenis;

— lietotas vielas un attieciga gadijuma svarigako parvérsanas produktu identifikacija, molara koncentracija un
procenti (sk. 1.8.9.5. iedalas pirmo rindkopu);

— ja vajadzigs, iespjamais parveidoanas mehanisms;

— rezultatu izvért&jums.
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1. papildinajums
14C fazu sadalijums

Lai parbauditu procediiru, atlikuma kopgjo organiska '*C aktivitati (TOA) parastajiem mérijumiem papildus javeic masas
bilances mérijumi, kura ietilpst izdalita '*CO, tiesa noteiksana péc uztversanas absorbera (sk. 3. pielikumuy). Pati par sevi
pozitiva '*CO, veidosanas bilance ir tiess pieradijums par biologisko noardisanos pretstata abiotiskas noardisanas vai ci-
tiem zudumu mehanismiem, pieméram, iztvaikoSanai vai sorbcijai. Noderigu papildu informaciju, kas raksturo biologisko
noardisano, var iegiit no TOA sadalfjuma mérfjumiem starp izskiduso stavokli (izskidusa organiska '*C aktivitate, DOA) un
stavokli cieto dalinu veida (dalinu organiska '*C aktivitate, POA) péc dalinu atdaliSanas ar membranfiltraciju vai centrifu-
g&3anu. POA sastav no testa vielas, kas sorbéta uz mikrobu biomasas un uz citam dalinam, papildus testa vielas ogleklim,
kas ir izmantots jauna $@inu materiala sintézei un tadgjadi ieklauts dalinu biomasas frakcija. Izskidusa '*C organiska mate-
riala veidosanos var novértét ka DOA biologiskas noardisanas beigas (liknes plato dala noardisanas izmainu laika grafika).

Atlikuma '*C fazu sadalfjumu paraugos noveértg, tos filtrgjot caur 0,22 pm vai 0,45 pm membranas filtru no materiala, kas
neadsorbé ievérojamus testéjamas vielas daudzumus (pieméroti var bat polikarbonata filtri). Ja testa vielas sorbcija uz filtra
ir parak liela, lai to varétu nenemt véra (japarbauda pirms eksperimenta), filtréSanas vieta var izmantot ultracentrifugéSanu
(2000 g; 10 min).

Ar filtratu vai centrifugatu rikojas, ka 3. pielikuma aprakstits par nefiltrétiem paraugiem. Membranas filtrus izskidina pie-
mérota scintilaciju $kidruma un skata, ka parasts, parasti izmantojot tikai ar¢ja standarta koeficienta metodi, lai korigétu va-
jinajumu, vai lieto parauga oksidétaju. Ja ir izmantota centrifugéana, no dalinu frakcijas izveidojusos granulu atkartoti
suspendé 1-2 ml destiléta tidens, un mazgasanas Gideni parnes scintilaciju stobrina. Péc tam divas reizes skalo ar 1 ml des-
tileta tdens un mazgasanas Gdeni parnes stobrina. Vajadzibas gadijuma suspensiju var ieklaut gela skidruma scintilaciju
skaitiSanai.
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2. papildinajums
Pusnepartraukta procediira

Lai panaktu griiti noardamu vielu pietickamu noardisanos, inkubacija var bit javeic vairakus ménesus. TestéSanas ilgums
parasti nedrikst parsniegt 60 dienas, ja vien sakotnéja tidens parauga ipasibas netiek saglabatas, atjaunojot testa suspensiju.
Ja suspensiju neatjaunojot testéjamas vielas noardisanas ir sakusies pirmo 60 dienu laika, testéSanas laiku var paildzinat ne
vairak ka lidz 90 dienam.

ligstosas inkubacijas laika dazadu zudumu veidosanas mehanismu dé] un Gidens parauga samazinoties galveno baribas vielu
saturam un izsikstot primarajiem oglekla substratiem, var samazinaties mikroorganismu daudzveidiba. Tapéc, lai pareizi no-
teiktu 1éni noardosos vielu noardiSanas atrumu, ir ieteicams izmantot pusnepartraukto testu. Tests jauzsak, izmantojot pus-
nepartraukto procediiru, ja, pamatojoties uz ieprieksgjo pieredzi, ir sagaidams, ka 20 % vielas noardisanas sasniegSanai biis
tris ménesu ilgs inkubacijas periods. Var ari parasto sériju testu var nomainit ar pusnepartraukto testu, ja sériju procediira
aptuveni 60 dienas testéjamas vielas noardiSanas nav novérota. Pusnepartraukto procediiru var izbeigt un testésanu turpinat
ka sériju testu gadijumos, kad tiek novérota nozimiga noardianas (pieméram, > 20 %).

Pusnepartrauktaja testa ik péc divam nedélam aptuveni vienu treddalu no testéjamas suspensijas tilpuma aizstaj ar svaigi nem-
tu tideni, kam sakotnéja koncentracija pievienota testéjama viela. Ja veic suspendéto sedimenta testu, kas nav neobligati, aiz-
stasanas Gdenim tapat pievieno arl sedimentus sakotnéja koncentracija (no 0,01 lidz 1 gfl). Veicot testu ar suspendétam
sedimentu cietam vielam, ir svarigi, lai testéjama sistéma tiktu uzturéta pilnigi suspendéta stavokli ari didens atjaunosanas
laika, un lai uzturésanas laiks sistéma cietajam vielam un Gidenim batu identisks, citadi var zust paredzéta lidziba ar homo-
génu fidens sistému bez fiksétam fazém. So iemeslu dél, ja izmanto pusnepartraukto procediiru, vélama ir suspendéto se-
dimentu koncentracija noradita intervala mazakaja dala.

Test&jamas vielas pievienoSana nozimé, ka testéjamas vielas sakotnéja koncentracija ar testa suspensijas dal&jo atjaunoSanu
netiek parsniegta un tadéjadi tiek novérsta adaptacija, kas biezi novérojama pie lielam testéjamo vielu koncentracijam. Ta ka
procedira ietilpst atkartota inokulacija un noplicinato baribas vielu un primaro substratu kompensacija, mikroorganismu
sakotngja daudzveidiba tiek atjaunota, un testéSanas ilgumu principa var pagarinat bezgaligi. Ja izmanto pusnepartraukto
procediru, ir svarigi atzimét, ka testéjamas vielas atlikuma koncentracija ir jakorigé, nemot véra testéjamas vielas daudzu-
mus, ko katra atjaunosanas procediira pievieno un aizvada. Savienojumiem, kas sorbgjas maz, savstarpéji aizstajamas kon-
centracijas ir testéjamas vielas kop¢ja un izskidusas dalas koncentracija. Sorbcija ir nenozimiga (< 5 %) noraditajos apstaklos
(0,1 1 g cietas vielas/l) vielam, kuram log Kow < 3 (spéka neitraliem lipofiliem savienojumiem). To raksturo $ads aprékina
piemérs. 0,1 g/l cietu vielu aptuveni atbilst 10 mg oglekla litra (oglekla dala f. = 0,01). Pienemot, ka

log K, (test&jamai vielai) = 3

K, =042 xK,,

sadalijuma koeficients Ky = fo x K .

tada gadijuma izskidusi dala no kopégjas koncentracijas (C-udens (C,,)/C-kopgja (C,) ir:

Co/Co = 1/(1 + Ky x S8) = 1(1 + K, x fo x $S) = 1/(1 + 0,42 x 10* x 0,01 x 0,1 x 107%) = 0,999
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3. papildinajums

14C0, noteiksana

14C0, netie3a noteiksana

Rutinas mérfjumiem netie$a metode parasti ir mazak laikietilpiga un ir pati precizaka, ja testéjama viela ir negaistosa un tas
parveidodanas produkti nav gaistosi. Nefiltrétus paraugus, pieméram, 5 ml tilpuma paraugus, parnes scintilaciju stobrinos.
Piemérota paraugu sakotnéja aktivitate ir 5 000 dpm-10 000 dpm (80-170 Bq), bet minimala sakotngja aktivitate ir aptu-
veni 1 000 dpm. Péc paskabinasanas lidz pH 2-3 ar 1-2 pilieniem koncentrétas H;PO, vai HCl ir jaizdala CO,. CO, var
aizvadit, barbot&jot cauri gaisu aptuveni ¥2-1 stundu. Otra iesp&ja ir 1-2 stundas stobrinus intensivi kratit (pieméram, uz
mikroplasu kratitaja), vai maisot ne tik intensivi, atstat lidz nakamajai dienai. CO, izdalisanas efektivitate ir japarbauda (pail-
dzinot aeréSanas vai kratiSanas laiku). Péc tam japievieno scintilaciju skidrums, kas piemérots skaitiSanai tdens paraugos,
paraugs jahomogenizé vorteksa, un ar $kidruma scintilaciju skaitiSanu janosaka radioaktivitate, atnemot fona aktivitati, kas
noteikta tuksajiem paraugiem (Fy). Ja testa Gidens nav Joti krasains vai nesatur cietas dalinas liela koncentracija, paraugi pa-
rasti uzrada vienadu dzé&8anu, un ir pietiekami izdarit dzéanas korigéSanu, izmantojot aréjo standartu. Ja testa Gidens ir sti-
pri krasains, var bit nepiecieS$ama dzésanas korekcija, izmantojot iek$¢jo standartu. Ja dalinu koncentracija ir loti liela, var
nebit iespéjams ieglit homogénu skidumu vai gelu, vai ari dziSanas atskiribas starp paraugiem var bt lielas. Tada gadijuma
testa maisjjumam var izmantot turpinajuma aprakstito skaitianas metodi. Ja testu izdara ka suspendétu sedimentu testu,
14CO, mérijumus var izdarit netie$i — nemt homogénu 10 ml testa fidens/suspensijas paraugu un atdalit fazes, centrifuggjot
ar piemérotu atrumu (pieméram, 40 000 m/s* 15 min). P&c tam ar Gidens fazi rikojas, ka aprakstits ieprieks. Cieto dalinu
fazé (POA) '*C aktivitate janosaka, sedimentus atkartoti suspendgjot neliela daudzuma destiléta iidens, parnesot scintilaciju
stobrinos un pievienojot scintilaciju kidrumu, lai veidotos gels (§im nolikam ir pieejami Ipasi scintilaciju skidrumi). Atka-
11ba no dalinu ipasibam (pieméram, organiskas vielas satura) var bat lietderigi paraugu lidz nakamajai dienai atstat iedarbo-
ties ar audus $kidino$u vielu, un tad pirms scintilaciju Skidruma pievienoSanas homogenizét ar vorteksu. Cita POA
noteiksanas metode ir sadedzinasana skabekla parakuma, izmantojot parauga oksidétaju. Skaitisanai noteikti jaizmanto iek-
$¢jie standarti, un var biit javeic dzéanas korekcijas, pievienojot ieksgjo standartu katram atseviskajam paraugam.

14C0, tiesa noteiksana

Ja 1*CO, izdaliSanos méra tiesi, tas ir jadara, sakomplektgjot testa sakuma vairak kolbu, un katra mérisanas punkta izlietojot
visu testa kolbu saturu, ko paskabina lidz pH 2-3 un uztverot '*CO, iek3&ja (kas testa sakuma ievietots katra testa kolba) vai
ar¢ja absorbenta. Par absorbé&joso vidi var izmantot sarmu (pieméram, 1 N NaOH $kidumu vai NaOH granulas), etanolami-
nu vai tirdznieciba pieejamus absorbentus uz etanolamina bazes. Lai tiesi noteiktu '*CO,, kolbas janoslédz, pieméram, ar

butilkau¢uka membranam.
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la. attéls

Datu aritmétiskas atlikSanas piemeérs (atlikuma aktivitate atkariba no laika)
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VI PIELIKUMS

C.26. LEMNA SP. AUGSANAS INHIBESANAS TESTS

1. METODE

Si metode ir lidzvértiga OECD TG 221 (2006) (1). Panakta plasa vienosanas starp ES iestddém, ka Lemna tests ir
piemérota alternativa algu testam stipri krasainam vielam (2)(3).

1.1. IEVADS

Si testésanas metode paredzéta vielu toksiskas iedarbibas novértésanai uz Lemna jeb fidensziedu gints saldiidens
augiem. Tas pamata ir eso§as metodes (4, 5, 6, 7, 8, 9), tacu Seit aprakstitas metodes modificétas saskana ar jau-
nakajiem pétijumiem un konsultacijam par vairakiem batiskiem jautajumiem. Piedavata metode validéta starp-
tautiska starplaboratoriju salidzino$a testésana (10).

Saja testésanas metodé aprakstita toksiskuma noteiksana, izmantojot Lemna gibba un Lemna minor; abas sugas ir
plasi pétitas un izmantotas par objektu iepriek$ minétajos standartos. Lemna gints taksonomija ir sarezgita, jo sa-
stopami daudzveidigi fenotipi. Toksisko vielu ietekmé var paradities Lemna genétiska dazadiba. Attieciba uz gene-
tisko dazadibu paslaik nav pietickami daudz datu, lai ieteiktu konkrétu klonu izmantoSanai $aja testéSanas
metodé. Jaatzimé, ka testu neveic akséniska jeb sterila kultiira, tacu testa norises laika zinamos posmos veic pa-
sakumus, lai kontaminacija ar citiem organismiem biitu minimala.

Sniegta informacija par testéSanas norisi gan ar $kiduma atjaunosanu (pusstatiska metode un caurplides meto-
de), gan arT bez $kiduma atjaunosanas (statiska metode). Atkariba no testéSanas mérkiem un reglamentgjosam pra-
sibam ieteicams apsveért pusstatiskas metodes un caurplides metodes lietosanu, pieméram, vielam, kas atri izdalas
no 3kiduma iztvaikosanas, fotokimiskas sadalisanas, izgulsnésanas vai biologiskas noardisanas rezultata. Papildu
noradijumi sniegti literattra (11).

1.2 DEFINICIJAS
Saja testesanas metodg lietotas turpmak dotas definicijas un saisindjumi.

Biomasa. Populacijas dzivas vielas sausnas masa. Saja testa parasti biomasu aizvieto ar tadu parametru mériju-
miem ka ddensziedu platniSu skaits vai platnisu zonas platiba; termins “biomasa” attiecas ari uz Siem
aizstajéjparametriem.

Hloroze. Udensziedu platnisu audu dzeltésana.

Klons. Organisms vai §iina, kas célusies no atseviska individa (ipatna, eksemplara) vegetativas vairosanas cela. Vie-
na un ta pasa klona individi tapéc ir genétiski vienadi.

Kolonija. Agregats, kas veidojas no savstarpéji sasaistitam tidensziedu mates un meitas platnitém (parasti 2—4).
To dazkart sauc par augu.

EC, Testa vidé izskidinatas testéjamas vielas koncentracija, kuras iedarbiba par x % (pieméram, par 50 %) sama-
zinas Lemna augsana noteikta laika posma (skaidri noradot, ja ir novirzes no pilna vai normala testéSanas ilguma).
Lai neparprotami noraditu, ka minéta EC vértiba iegfita no augSanas atruma vai biomasas iznakuma, saistiba ar
augsanas atrumu jalieto simbols “E,C” un saistiba ar biomasas iznakumu jalieto “E,C", t. i., vadoties p&c mérama
mainiga parametra, pieméram, E,C (platniSu skaits).

Caurpliide. Tests, kura notiek testa skidumu nepartraukta apmaina.

Platnite. Udenszieda atseviska struktiirvieniba, péc arja izskata lapveidiga. Ta ir fidenszieda mazaka vieniba, kas
Spé€jiga vairoties.

Kumpainiba. Udenszieda platnites, kas izskatas kumpainas vai uzpiitusas.
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1.3.

AugSana. Mainiga licluma méramas vértibas palielinaanas, pieméram, tdensziedu platnisu skaita, sausnas, da-
bigi mitras masas vai platnisu zonas palielinasanas testa perioda.

AugSanas atrums (vid&jais ipatnéjais augSanas atrums). Logaritmiskais biomasas pieaugums iedarbibas
perioda.

Zemaka novérojamas ietekmes koncentracija (LOEC). Mazaka parbaudita koncentracija, pie kuras novérota
statistiski nozimiga vielas kavéjosa ietekme uz augSanu (pie p < 0,05) salidzindjuma ar kontroli noteikta iedar-
bibas laika. Tomér visam testa koncentracijam, kas parsniedz LOEC, jauzrada kaitiga iedarbiba, kura ir vienada
vai lielaka par to, kas novérojama pie LOEC. Ja ir neiesp&jami nodrosinat $os abus nosacijjumus, jasniedz izsme-
loss izskaidrojums, kapéc $ads LOEC (un tad&jadi NOEC) izvéléts.

Méramie parametri jeb mainigie lielumi. Parametri, kas tiek mériti, lai izteiktu testéSanas beigu rezultatu ar vie-
nu vai vairakiem citiem atskirigiem parametriem. Saja metodé méramie parametri ir iidensziedu platnisu skaits,
platnisu zonas platiba, dabigi mitra masa un sausna.

Monokultiira. Vienas sugas augu kultiira.
Nekroze. Nedzivi (t. i., balti vai Giden izmirkusi) platnisu audi.

Nenovérojamas ietekmes koncentracija (NOEC). Testa koncentracija, kuras skaitliska vértiba ir nakama ze-
maka tiesi zem LOEC.

Fenotips. Organisma morfologisko un fiziologisko pazimju kopums, ko nosaka ta génu un vides savstarpéja
mijiedarbiba.

Iegiitie parametri jeb mainigie lielumi. Toksiskuma noteikSanas parametri, kas atvasinati no méramiem para-
metriem un raksturo biomasu ar dazadu aprékina metozu izmantojumu. Saja metodg iegiitie parametri ir augs-
anas atrums un biomasas iznakums, kas atvasinati no tadiem méramiem parametriem ka tdensziedu platnisu
skaits, platnisu zonas platiba, dabigi mitra masa un sausna.

Pusstatiskais tests. Tests, kura testa skidumu periodiski maina ar noteiktu regularitati testa gaita.
Statiskais tests. Testa metode, kura $kidumu testa gaita nemaina.

Testa beigu rezultats. Galvenais faktors, kas mainas testéjamas vielas ietekmé salidzindjuma ar kontroli un ir
testéSanas mérkis. Saja metode testa beigu rezultats ir augsanas kavésana, ko var izteikt ar dazadiem iegaitiem rak-
sturlielumiem, kas pamatoti ar vienu vai vairakiem méramiem parametriem.

Testa barotne. Pilnvértiga sintétiska barotne testa augu kultivéSanai, kurai pievienota testéjama viela. Testéjama
viela parasti ir iz§kidinata testa barotné.

Iznakums. Mérama parametra vértiba, kas raksturo biomasas daudzumu iedarbibas perioda beigas, no kura
atnemts attieciga parametra vertiba iedarbibas perioda sakuma.

METODES PRINCIPS

Eksponenciali augosam Lemna gints monokultiiram pievieno testéjamo vielu dazadas koncentracijas un kultivé
septinas dienas. ST testa mérkis ir kvantitativi noteikt testdjamas vielas ietekmi uz augu vegetativo augsanu kon-
kréta perioda, izveértéjot izvélétos méramos parametrus. Udensziedu platnisu skaits ir primarais méramais para-
metrs. Jaméra vél vismaz viens cits parametrs (kopéja platnisu zonas platiba, dabigi mitra masa vai sausna), tapéc
ka dazas vielas citus méramos parametrus var ietekmét vairak neka platnisu skaitu. Lai kvantitativi noteiktu tes-
t&jamas vielas ietekmi, augsanu testa skidumos salidzina ar augdanu kontrolskidumos un atrod koncentraciju, kas
izraisa noteiktu x % augSanas kavésanu (pieméram, 50 %), ko izsaka ka EC, (pieméram, ECs).

Testa beigu rezultats ir augSanas kavésana, kas izteikta ki mérama parametra (vidéja ipatnéja augsanas atruma)
logaritmiskais picaugums testéjamas viclas iedarbibas jeb iedarbibas perioda. No vidéja ipatnéja augsanas atruma
skaitliskajam vértibam, ko iegst testa $kidumu rinda, atrod koncentraciju, kas izraisa noteiktu x % augsanas ka-
véSanu (pieméram, 50 %), ko izsaka ka E.C, (pieméram, E,Cs).
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1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.7.1.

Papildu parametrs, ko izmanto $aja testa metodg, ir biomasas iznakums, kas nepiecieSsams dazas valstis atbilstosi
ipasam normativam prasibam. Tas definéts ka méramais parametrs iedarbibas perioda beigas, no kura atnemts
attiecigs iedarbibas perioda sakuma izmérits parametrs. No biomasas iznakuma skaitliskajam vértibam, ko iegist
testa $kidumu rinda, atrod koncentraciju, kas izraisa noteiktu x % biomasas iznakuma samazinasanos (piemé-
ram, 50 %), ko izsaka ka E,C, (pieméram, E,Cs,).

Turklat statistiski janosaka mazaka novérojamas iedarbibas koncentracija (LOEC) un nenovérojamas iedarbibas
koncentracija (NOEC).

INFORMACIJA PAR TESTEJAMO VIELU

Jabiit pieejamai pietiekami jutigai analizes metodei vielas kvantitativai noteiksanai testa barotné.

Nosakot testésanas apstaklus, var noderét informacija par testéjamo vielu — struktiirformula, tiribas pakape, sta-
bilitate tident un gaisma, pK,, K, ,, tvaika spiediens un biologiskas noardiganas spéja. Skidibu iideni un tvaika spie-
dienu var izmantot, lai aprékinatu Henrija konstanti un noveértétu, vai testa perioda iesp&jami bitiski testéjamas
vielas zudumi. Ta iesp&jams git noradijumus, vai javeic Ipasi pasakumi $adu zudumu kontrolei. Ja informacija

par testéjamas vielas skidibu un stabilitati ir nepreciza, ieteicams to novértét testa apstaklos, t. i., ar barotni, tem-
peratiiru, apgaismojuma rezimu, ko izmantos testa laika.

Ja ipasi svariga ir testa vides pH kontrole, pieméram, ja testéjamie metali vai vielas ir hidrolitiski nestabilas, ba-
rotnei ieteicams pievienot buferskidumu (sk. 1.7.4. iedalas pirmo rindkopu). Papildu noradijumi par testiem ar
tadam vielam, kas griti testéjamas to fizikali kimisko ipasibu dél, atrodami (11).

STANDARTVIELA

Standartvielu(-as), pieméram, 3,5-dihlorfenolu, ko lieto starptautiska starplaboratoriju salidzino$a testésana (10),
var izmantot par testéSanas procediiras parbaudes lidzekli. leteicams testét standartvielu vismaz divas reizes gada
vai ari, ja testéSana notiek retak, veikt to paraléli ar testéjamas vielas toksiskuma noteiksanu.

TESTESANAS REZULTATU VALIDACIJA

Lai testéSanas rezultatus atzitu par derigiem, platnisu skaita divkar§osanas laikam kontrolé jabit mazakam par
2,5 dienam (60 h), kas atbilst aptuveni septinkartigam picaugumam septinas dienas un vidéjam ipatnéjam augs-
anas atrumam 0,275 d™'. Izmantojot $aja testéanas metodé aprakstitas barotnes un parbaudes apstaklus, 3o kri-
teriju var sasniegt statiska testa rezima (8). Tapat sagaidams, ka 3o kritériju var sasniegt, izmantojot testa
pusstatisko metodi un caurpludes metodi. Divkar§osanas laika aprékinasana noradita 2.1. iedala.

METODES APRAKSTS

Aparatiira

Visam iekartam, kas ir saskaré ar testa vidi, jabit izgatavotam no stikla vai cita kimiski inerta materiala. Stikla
traukiem, kas paredzéti kultivésanai un testéSanai, jaattira no kimiska piesarnojuma, kas varétu ieklat testa vide,
un tiem jabit steriliem. Testa traukiem jabiit pietickami lieliem, lai kolonijas kontroles traukos varétu brivi augt,
testa beigas neparklajoties cita citai. Nav bitiski, ja saknites pieskaras testa trauka dibenam, tomér visiem testa
traukiem ieteicamais minimalais dzilums ir 20 mm un minimalais tilpums 100 ml. Testa trauku izvélei nav citas
batiskas nozimes, ja vien tiek izpilditas minétas prasibas. Par piemérotam atzitas ari atbilstosa izméra stikla var-
glazes, kristalizatori vai Petri trauki no stikla. Testa traukiem jabat apsegtiem, lai lidz minimumam samazinatu
iztvaikosanu un nejausa piesarnojuma iespéju, vienlaikus nodrosinot nepiecie$amo gaisa apmainu. Pieméroti ir
tadi testa trauki un it Ipasi to parsegums, kas nenoéno augus vai nerada gaismas spektra izmainas.

Kultfiras un testa traukus nedrikst izvietot vienkopu. Si prasiba labak izpildima, izmantojot atseviskas audzésa-
nas kameras, inkubatorus vai skapjus. Apgaismojums un temperatira jakontrolé un jauztur nemainiga limeni
(sk. 1.7.8. iedalu).
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1.7.2.

Testa organismi

Saja testa izmantojamie organismi ir Lemna gibba vai Lemna minor. Toksiskuma noteik3anai izmantojamo fidens-
ziedu sugu Iss apraksts dots 1. pielikuma. Augu materials jasanem no kultru kolekcijas, no citas laboratorijas vai
jaievac lauka apstaklos. Lauka apstaklos ievakti augi vismaz 8 nedélas pirms izmantosanas jauztur kulttira tiesi
tada barotng, kadu izmanto testéSanai. Vietam uz lauka, kur ievac sakotngjo kultiiras s¢jmaterialu, jabit bez re-
dzamiem piesarnojuma avotiem. Ja augu materials sanemts no citas laboratorijas vai no kultiiru kolekcijas, tas
jauztur lidzigi vismaz 3 nedélas. Visos gadijumos janorada testa izmantojama augu materiala izcelsmes avots, suga
un klons (ja zinams).

Jaizmanto monokultiiras, kas redzami nav piesarnotas ar a]gém un viensaniem. Veseligi L. minor augi sastav no
kolonijam, ko veido 2-5 platnites, bet veseliga L. gibba kolonija var biit pat 7 platnites.

Testa izmantojamo augu kvalitate un viendabigums bitiski ietekmé testa rezultatus, tapéc tie jaizraugas ripigi.
Jaizmanto jauni, atri augosi augi bez redzamiem bojajumiem vai krasas izmainam (hlorozes). Labas kvalitates kul-
taras pazime ir daudz koloniju, kas sastav no vismaz 2 platnitém. Liels atsevisku platnisu skaits liecina par vides
stresu, pieméram, baribas vielu nepietiekamibu, un testéSanai s¢jmaterialu no $adam augu kultGram izmantot
nedrikst.

AudzéSana

Lai manipulacijas kultiiras uzturésanai varétu veikt retak (piemétam, ja Lemna testi tuvakaja laika nav planoti), kul-
tiras glaba samazinata apgaismojuma apstaklos pazeminata temperatiira (4-10 °C). Sikaka informacija par kul-
tiru uzturéSanu dota 2. pielikuma. Ja novérojamas algu vai citu organismu kontaminacijas pazimes, janem Lemna
platnisu izlases paraugs, javeic ta virsmas sterilizacija un péc tam japarnes svaiga barotné (sk. 2. pielikumu). Sada
gadijuma atlikusi kontaminéta kultara jalikvide.

Vismaz 7 dienas pirms testéSanas sikuma pietiekamu daudzumu koloniju aseptiski parvieto svaiga barotné un
7-10 dienas kultivé testa apstaklos.

Testa barotne

Turpmak minétas vairakas barotnes, kas ieteicamas Lemna minor un Lemna gibba kultivésanai. Ripigi jaapsver pH
buferskiduma pievienosana barotném (4-morfolinpropansulfonskabe; CAS Nr.1132-61-2; EINECS
Nr.214-478-5 Lemna gibba barotnei un NaHCO, Lemna minor barotnei), ja iesp&jams, ka tas varétu reagét ar tes-
tgjamo vielu un ietekmét tas toksiskumu. Var izmantot ari Steinberga barotni (12), ja ta atbilst ticamibas
kritérijiem.

Ari modificéta Zviedrijas standartos (SIS) minéta Lemna barotne ieteicama kultivéSanai un testé$anai ar L. minor.
Sis barotnes sastavs dots 3. pielikuma.

Barotne 20X — AAP, kas aprakstita 3. pielikuma, ieteicama kultivésanai un parbaudém ar L. gibba.

Steinberga barotne, kas aprakstita 3. pielikuma, arT ir piemérota L. minor, un ja ta atbilst deriguma kritérijiem, iz-
mantojama ari L. gibba kultivésanai.

Testa Skidumi

Testa $kidumus parasti gatavo, atskaidot pamatskidumu. Testéjamas vielas pamatskidumu parasti gatavo, iz3ki-
dinot vielu barotne.

Lielaka testéjama koncentracija parasti nav augstaka par vielas $kidibu Gident testa apstaklos. Janorada, ka Lemna
adensziedi peld barotnes virspusé un uz tiem var iedarboties vielas, kas uzkrajas Gidens un gaisa saskares zona
(pieméram, Gdent slikti $kistosas vai hidrofobas vielas, vai virsmaktivas vielas). Tados apstaklos iedarbibu var ra-
dit viela, kura atrodas arpus skiduma, un atkariba no testéjamas vielas ipasibam testa koncentracijas var parsniegt
tas skidibu tideni. No slikti $kistosam testéjamajam vielam var bt jagatavo koncentréti pamatskidumi vai dis-
persijas, izmantojot organiskos skidinatajus vai dispergétajviclas, lai atvieglotu vielas dispergésanu un $kidinasa-
nu, dodot iespéjas paaugstinat testéjamas vielas dozésanas precizitati testa barotné. Tomér jadara viss iesp&jamais,
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lai izvairftos no §adu materialu lietoganas. Sis paligvielas — $kidinataji vai dispergétajvielas — nedrikst biit fitotok-
siskas. Pieméram, parasti izmantojamie $kidinataji, kas nav fitotoksiski koncentracija virs 100 pl/l, ir acetons un
dimetilformamids. Ja lieto skidinatajus vai dispergétajvielas, janorada $o vielu gala koncentracija un ta jauztur mi-
nimala limeni (< 100 plfl), un visos variantos — testéjamas vielas un kontroles traukos — $kidinatajam vai
dispergétajvielai jabat vienada koncentracija. Papildu noradijumi par dispergétajvielu lietosanu atrodami litera-
tiira (11).

Testa un kontroles grupas

Piemérotu testéjamo koncentraciju izvélei ieteicams iegiit priek$zinasanas par testéjamas vielas toksiskumu Lemna
tdensziediem, pieméram, veicot orientéjosu izmégindjumu vielas koncentraciju diapazona noteiksanai. Galigaja
toksiskuma testa parasti jabat vismaz piecam testéjamo koncentraciju variantiem sérija, kas palielinas geometri-
ska progresija. Vélams, lai sadalijuma koeficients starp testa koncentracijam neparsniegtu 3,2; lielaku vértibu var
izmantot tad, ja koncentracijas—iedarbibas likne ir lézena. Ja testé mazak neka piecas koncentracijas, tas ir japa-
mato. Katram testéjamas koncentracijas variantam jabit vismaz trijos atkartojumos.

Nosakot testéjamo koncentraciju diapazonu (orientéjosam izméginajumam un/vai galigajam toksiskuma testam),
janem vera $adi apsvérumi.

— EC,, noteiksana testa koncentracijam jaietver EC,, vértiba, lai nodrosinatu atbilstosu ticamibu. Pieméram, no-
sakot ECs, augstakajai testétajai koncentracijai jabat lielakai par EC;, vértibu. Ja EC,, vértiba atrodas arpus
testa koncentraciju diapazona, attiecigie ticamibas intervali ir lieli, un nebis iespéjama modela statistiska de-
riguma korekta novértésana.

— Ja mérkis ir noteikt LOEC/NOEC, zemakajai testa koncentracijai jabat pietickami mazai, ta, lai augSana ne-
bitu ievérojami lénaka ka kontrole. Pie tam augstakajai testa koncentracijai jabat pietickami lielai, ta, lai
augsana butu ievérojami lénaka neka kontrolé. Ja ta nav, testésana jaatkarto, izmantojot citadu koncentra-
ciju diapazonu (ja vien lielaka koncentracija nav tuvu $kidibas robezai vai maksimali pielaujamajai robez-
koncentracijai, pieméram, 100 mg/l).

Katram testam jaieklauj kontrole, kura ir ta pati barotne, vienads platniu un koloniju skaits, vides apstakli, ma-
nipulacijas ka testa traukos, bet bez testéjamas vielas. Ja lieto paligskidinataju vai dispergétajvielu, kontrolei pa-
pildus japievieno tas pats $kidinatajs/dispergétajviela tiesi tada koncentracija ka testa traukos. Atkartojumu

skaitam kontroles traukiem (ari traukiem ar $kidinataju, ja to lieto) jabut vismaz tadam pasam ka trauku skaitam
katrai testéjamas koncentracijas variantam, ideala gadijuma divreiz lielakam par to.

Ja nav nepieciesams noteikt NOEC, eksperimenta planu var mainit, palielinot testé§jamo koncentraciju skaitu un
samazinot katras koncentracijas atkartojumu skaitu. Tacu kontrolei jabiit vismaz 3 atkartojumiem.

Iedarbiba

Kolonijas, kas sastav no 2—4 saredzamam platnitém, no inokulata kultaras aseptiskos apstaklos parséj testa trau-
kos, sadalot péc gadijuma principa. Katra testa trauka jaatrodas pavisam 9-12 platnitém. Platnisu un koloniju
skaitam visos testa traukos jabiit vienadam. Sis metodes izmantosanas pieredze un starplaboratoriju salidzinogas
testéSanas dati liecina, ka tris atkartojumi katram testa traukam, kur sakuma iesétas 9—12 platnites, ir pietiekami,
lai starp testa traukiem konstatétu augsanas atskiribas pie aptuveni 4-7 % inhibésanas, kas aprékinata péc aug-
anas atruma (10-15 %, ja aprékinata péc biomasas iznakuma) (10).

Testa trauki inkubatora jaizvieto péc gadijuma principa, lai iesp&jami samazinatu telpiskas atskiribas gaismas in-
tensitates vai temperatiiras zina. NepiecieSams arl bloka planojums vai trauku parvieto$ana péc gadijuma izvéles
principa péc tam, kad izdariti novérojumi (vai arl trauku parvietosana javeic biezak).
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Ja orient&josa izméginajuma konstatg, ka testa perioda (7 dienas) testéjamas vielas koncentraciju nav iesp&jams
uzturét (t. i., izmérita koncentracija ir mazaka par 80 % no sakotnéjas koncentracijas), ieteicams izmantot pus-
statisko metodi. $3da gadfjuma kolonijas jaiesgj svaigi sagatavota testésanas barotné un kontrolskidumos vismaz
divas reizes testa laika (t. i., 3. un 5. diena). ParséSanas biezums svaiga barotné atkarigs no testéjamas vielas sta-
bilitates; parasti ta var bat vajadziga, lai Joti nestabilam un gaistosam vielam uzturétu iesp&jami nemainigu kon-
centraciju. Dazkart var bit jaizmanto caurplides metode (11, 13).

ledarbibas modeli, testéjamo vielu izsmidzinot uz auga lapam, $aja testéSanas metodé nav aprakstiti, bet ir atro-
dami literatiira (14).

Inkubicijas apstakli

Pastavigas silti vai vési baltas dienasgaismas avots, kas nodroSina apgaismojuma intensitati diapazona
85-135 pE:m %™}, mérot fotosintézes aktivitatei atbilstosa spektra dala (400-700 nm) tada pasa attaluma no
gaismas avota, kada atrodas Lemna platnites (ekvivalents 6 500-10 000 lux). Jebkuras novirzes no izraudzitas ap-
gaismojuma intensitates testa zona nedrikst parsniegt + 15 %. Apgaismojuma noteik$anas un mérisanas meto-
des, it ipasi sensora veids, var ietekmét izméritas vertibas. Par labakiem atzistami sfériskie sensori (reagé uz gaismu
visos lenkos virs mérjjumu plaknes un zem tas) un “kosinusa” sensori (reagé uz gaismu visos lenkos virs méri-
jumu plaknes) salidzindjuma ar vienvirziena sensoriem, un var iegiit augstakus nolasijumus no $eit aprakstita vei-
da daudzpunktu gaismas avota.

Temperatiirai testa traukos jabait 24+2 °C. Kontroles barotné testéSanas laika pH nedrikst mainities vairak ka par
1,5 vienibam. Tomér novirzu dél, kas parsniedz 1,5 vienibas, testéSanas rezultati nav uzskatami par nederigiem,
ja tas atbilst deriguma kritérijiem. Papildu uzraudziba pH novirzém vajadziga ipasos gadijumos — ja jatesté ne-
stabilas vielas vai metali. Sikakus noradijumus sk. literatfira (11).

Ilgums

Testu beidz 7 dienas p&c augu ieséSanas testa traukos.

Meérijumi un analitiska noteikSana

TestéSanas sakuma janosaka un jaregistré platnisu skaits testa traukos, parliecinoties, ka tiek uzskaititas uz aru
izvirzitas, skaidri saskatamas platnites. Platnisu skaits janosaka testa sakuma, tad vismaz vienu reizi 3 dienas ie-
darbibas perioda (t. i., vismaz 2 reizes 7 dienu perioda) un testa beigas, uzskaitot gan normalas, gan anomalas
platnites. Jaievéro augu attistibas izmainas, t. i., platnisu lielums, argjais izskats, nekrozes pazimes, hloroze, kum-
painiba, koloniju sadaliSanas, peldspéjas zudums, ka arT sakniSu garums un izskats. Janovéro ari barotnes izmai-
nu pazimes (t. i, neizskidusas vielas, algu augsana testa trauka).

Papildus platnisu skaita noteik3anai testéSanas laika janoverté ari testéjamas vielas ietekme uz vienu (vai vaira-
kiem) sadiem méramajiem parametriem:

i)  kopgja platnisu zonas platiba;

i) sausna;

iii) dabigi mitra masa.

Kopgjas platnisu zonas platibas noteiksanai ir tada prieksrociba, ka to var noteikt katram testéjama varianta un
kontroles traukam testa sakuma, norises gaita un testa beigas. Sausna vai dabigi mitra masa janosaka reprezen-
tativa parauga testa sakuma no inokulata kultiiras, kuru lietos par séjmaterialu testa saksanai, ka arf testa beigas
augu materiala no katra testéjama varianta un kontroles trauka. Ja platnisu zonas platiba netiek mérita, vélams
noteikt sausnu, nevis dabigi mitro masu.

Kopéjo platnisu zonas platibu, sausnu un dabigi mitro masu var noteikt 3adi:
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i)  Kopgja platnisu zonas platiba. Kopgjo visu koloniju zonas platibu var noteikt ar attélu analizi. Testa trauka
un augu siluetus var fiksét ar videokameru (t. 1., novietojot trauku uz gaismas kameras), un iegiito attélu di-
gitalizét. Ja kalibréSanu veic ar plakanas formas modeliem, var noteikt kopgjo platnisu zonas platibu testa
trauka. Jaraugas, lai nebatu traucéjumu, ko rada testa trauka malas. Alternativa, bet darbietilpigaka metode
ir fotografét testa traukus un augus, izgriezt iegtito koloniju siluetu un izmérit to laukumu, izmantojot lapu
virsmas platibas analizatoru vai milimetrpapiru. Piemérotas ir ari citas metodes (pieméram, izmantojot pa-
piru, var noteikt papira masas attiecibu starp koloniju silueta laukumu un laukuma vienibu).

ii)  Sausna. No katra testa trauka ievac visas kolonijas un skalo ar destilétu vai dejonizétu tideni. Nosusina, lai

atbrivotos no liekd Gdens un 60 °C temperatiira zavé lidz nemainigai masai. Janem ari sakniu fragmenti.
Sausna janosaka vismaz ar 0,1 mg precizitati.

i) Dabigi mitra masa. Visas kolonijas parvieto ieprieks nosvértas polistirola (vai cita inerta materiala) mégenés
ar noapalotu apaksdalu un sikam (1 mm) atverém. Mégenes 10 mindtes istabas temperattira centrifugé ar
atrumu 3 000 apgr./min. Mégenes ar nosusinatajam kolonijam atkal nosver un aprékina dabigi mitro masu,
atnemot tukSas mégenes masu.

Merijumu un analitiskds noteikSanas biezums

[zmantojot statisko metodi, pH jameéra katra testéSanas trauka testa sakuma un beigas. Pusstatiskas metodes ga-

dijuma pH jaméra katra “svaiga” testa $kiduma porcija pirms skiduma nomainas, ka ar attiecigajas “izlietoto” $ki-
dumu porcijas.

Apgaismojuma intensitate jaméra audzé$anas kamera, inkubatora vai skapi tada pasa attaluma no gaismas avota,
kada atrodas Lemna platnites. Mérijumi javeic vismaz vienreiz testéSanas laika. Barotnes temperatiiras mérisanu
veic aizvietotajtrauka, kas novietots identiskos apstaklos audzesanas kamera, inkubatora vai skapi, un ta jamera
vismaz vienreiz diena.

Testa laika test&jamas vielas koncentraciju nosaka atbilsto3os intervalos. Statiskajos testos minimala prasiba ir no-
teikt koncentraciju testéSanas sakuma un beigas.

Pusstatiskajos testos, kad sagaidams, ka testéjamas vielas koncentracija saglabasies + 20 % robezas no nominalas
koncentracijas, jaanalizé visi no jauna pagatavotie testa $kidumi, ka arf tie pasi kidumi pirms katras ievadisanas
testa traukos (sk. 1.7.7. iedalas treSo punktu). Tomér tados testos, kur testéjamas vielas izmérita sakotnéja kon-
centracija nav * 20 % no nominalas koncentracijas, bet pietickami pieradijumi liecina, ka sakotnéja koncentra-
cija ir atkdrtojama un stabila (t. i, 80-120 % no sakotnéjas koncentracijas), kimiskas analizes var veikt tikai pie
pasam lielakajam un mazakajam testéjamajam koncentracijam. Visos gadijumos testéjamas vielas koncentracija
janosaka pirms svaiga $kiduma pievienosanas — tikai no viena atkartojuma (trauka) katrai koncentracijai (var ap-
vienot paraugus no visiem atkartojumiem).

Ja izmanto caurpliides metodi, paraugus nem lidziga reZima, ka aprakstits pusstatiskas metodes gadijuma, taja
skaita nem analizes testéSanas sakuma, vidusposma un beigas; veikt mérijjumus “izlietotajos” $kidumos nav liet-
derigi. Saja testa skidinataja un testéjamas vielas vai testéjamas vielas pamatskiduma plasmas atrums japarbauda
katru dienu.

Ja ir liecibas, ka test€jamas vielas koncentracija testa gaita ir pietieckami nemainiga + 20 % robezas no nominalas
vai izméritas sakotngjas koncentracijas, rezultatu analizi var veikt, pamatojoties uz sakotnéjam nominalam vai
izméritam veértibam. Ja novirzes no nominalas vai izméritas sakotnéjas koncentracijas ir lielakas par + 20 %, re-
zultatu analizei japamatojas uz vidgjo geometrisko koncentraciju iedarbibas perioda vai arf uz modeliem, kas ap-
raksta testéjamas vielas koncentracijas samazinasanos (11).
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Robezkoncentracijas tests

Atseviskos gadijumos, pieméram, ja orientéjosa izméginajuma redzams, ka testéjama viela nav toksiska koncen-
tracija lidz 100 mg/l vai lidz tas skidibas robezai testa barotné (atkariba no ta, kura ir mazaka), var veikt robez-
koncentracijas testu, kura salidzina kontroles grupas un apstrades grupas reakciju (100 mg/l vai koncentracija,
kas vienada ar skidibu). Noteikti ieteicams to apstiprinat, analizéjot koncentracijas, ar kadam apstrada paraugus.
leprieks aprakstitie testa apstakli un deriguma kritériji attiecas uz robezkoncentracijas testu, iznemot to, ka katras
koncentracijas atkartojumu skaits jadubulto. Augsanu kontroles grupa un apstrades grupa var analizét, izman-
tojot statistikas metodes, pieméram, Stjudenta kritériju.

DATI UN TESTESANAS PARSKATS

DIVKARSOSANAS LAIKS

Lai noteiktu tidensziedu platnisu skaita divkar§osanas laiku (T4) un pétjjuma atbilstibu $im deriguma kritérijam
(1.6. iedala), aprekiniem ar kontroles traukos iegiitiem datiem izmanto $adu formulu:

Ty=In2/pn

kur p ir vidgjais patnéjais augSanas atrums, ko nosaka, ka aprakstits 2.2.1. iedalas pirmaja un otraja rindkopa.

ATBILDES REAKCIJAS MAINIGIE RAKSTURLIELUMI

Test&Sanas mérkis ir noteikt testéjamas vielas ietekmi uz Lemna vegetativo augSanu. Saja testéSanas metodé ap-
rakstiti divi raksturlielumi, jo dalibvalstim ir dazadas preferences un reglamentéjosas prasibas. Lai testa rezultati
biitu pienemami visas dalibvalstis, vielu iedarbibu var vértét péc abiem turpmak a) un b) apak§punkta minétajiem
parametriem.

a)  Vidgjais ipatnéjais augsanas atrums. Sis atbildes reakcijas raditajs aprékinats, pamatojoties uz platnisu skaita
logaritma izmainam un pamatojoties uz vél cita mérama parametra (kop¢jas platnisu zonas platibas, dabigi
mitras masas vai sausnas) logaritma izmainam laika (izteikts dienas) kontrolé un katra testéjamas koncen-
tracijas varianta. To daZreiz apzimé par relativo augSanas atrumu (15).

b)  Biomasas iznakums. Sis atbildes reakcijas raditajs aprékinats, pamatojoties uz platnisu skaita izmainam un
uz vél kada cita mérama parametra (kopgjas platniu zonas platibas, dabigi mitras masas vai sausnas) iz-
mainam kontrolés un katra apstrades varianta grupa perioda lidz testésanas beigam.

Jaatzimg, ka toksiskuma raditaji, kas aprékinati, izmantojot os abus atbildes reakcijas raditajus, nav savstarpgji
salidzinami, un 1 at3kiriba jaapzinas, izmantojot testa rezultatus. Ja 3is testa metodes noteikumi ir ievéroti, ma-
tematiskas pieejas atskiribu dé] EC, vértiba, kas noteikta péc vidéja ipatnéja augSanas atruma (E,C,), parasti ir aug-
staka salidzinajuma ar rezultatiem, kas iegiiti, pamatojoties uz biomasas iznakumu (E,C,). To nedrikst interpretét
ka $o abu iegiito parametru jutibas atskiribu, gluzi vienkarsi, sie lielumi matematiski ir dazadi. Vidgja ipatnéja
augsanas atruma koncepcijas pamata ir idensziedu kulttiras neierobezota eksponenciala augSana, toksiskumu no-
sakot péc ietekmes uz augSanas atrumu neatkarigi no kontroles Ipatnéja augSanas atruma absolita lieluma,
koncentracijas-iedarbibas liknes slipuma vai no testa ilguma. Pretstata tam rezultati, kas balstas uz biomasas iz-
nakumu ka iegtito mainigo atbildes reakcijas raditaju, ir atkarigi no visiem citiem minétajiem parametriem. E,.C,
ir atkarigs no konkrétas testa izmantojamas tdensziedu sugas Ipatnéja augsanas atruma un no maksimala ipat-
n&ja augsanas atruma, kas dazadam sugam un pat dazadiem kloniem var bat arskirigs. Péc $a raditaja nevar sav-
starpgji salidzinat adensziedu sugu un pat dazadu klonu jutibu pret toksiskam vielam. Kaut gan no zinatniska
viedokla labak ir toksiskuma noteiksanai izmantot vidgjo Ipatnéjo augsanas atrumu, $aja testéSanas metodé ie-
klauta ari toksiskuma noteiksana, kas pamatojas uz biomasas iznakumu, ievérojot paslaik vairakas valstis speka
€so0sas normativas prasibas.
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Toksiskuma noteiksanai japamatojas uz platnisu skaitu un vél vismaz vienu citu méramo parametru (platnisu zo-
nas kopgja platiba, sausna vai dabigi mitra masa), ta ka daZas vielas var ietekmét citus méramos lielumus vairak
neka platnisu skaitu. So iedarbibu nevar noteikt, aprékinot tikai platnisu skaitu.

Platnisu skaits, ka ari jebkurs cits iegiitais méramais parametrs, t. i., platnisu zonas kopéja platiba, sausna vai da-
bigi mitra masa, jaapkopo tabula kopa ar testéjamas vielas koncentraciju katra mérijumu termina. Turpmako datu
analizei, pieméram, lai noteiktu LOEC, NOEC vai EC,, japamatojas uz katra atseviska atkartojuma iegtitam vér-
tibam, nevis katram nosakamajam variantam aprékinato vidgjo vértibu.

Vidgjais ipatnéjais augSanas atrums

Vidgjo ipatngjo augsanas atrumu noteikta laika posma aprékina ka platnisu skaita un vél cita mérama lieluma (ko-
péjas platniSu zonas platibas, dabigi mitras masas vai sausnas) logaritmisko pieaugumu katram atkartojumam
kontroles un apstrades variantu grupas, izmantojot formulu:

ln(N).) ~In(N)

P’i_}' = t

— M vidais Tpatngjais augdanas atrums laika posma no i lidz j
méramais lielums testa vai kontroltrauka laika punkta i
— N: méramais lielums testgjamas koncentracijas vai kontroles trauka laika punkta j

— t laika posms no i lidz j

Katra apstrades varianta atkartojumu grupai un kontroles grupai aprékina augsanas atruma vidéjo vertibu un
dispersiju.

“r

Vidgjais Ipatngjais augSanas atrums jaaprékina visam testa periodam (laika punkts “i” ir testa sakums, un laika
punkts “j” ir testa beigas). Katrai apstrades varianta atkartojumu grupai un kontroles grupai aprékina vidéja ipat-
ngja augsanas atruma vidgjo vértibu un dispersiju. Bez tam janosaka augSanas atrums pa posmiem, lai novértétu
test¢jamas vielas iedarbibas paradisanos apstrades perioda (pieméram, parbaudot logaritmiskas auganas liknes).
Augganas liknes ir noteikti jaanalizé, jo vidéja augSanas atruma bitiskas atskiribas no augsanas atruma starppo-
smos liecina par novirzi no konstantas eksponencialas augsanas. Saja gadijuma konservativa pieeja biitu salidzi-
nat apstradato kultiiru Ipatnéjo augsanas atrumu maksimalas kavésanas perioda ar kontroles kultiiram taja pasa
laika perioda.

Procentualo augsanas atruma kavésanu (L,) katrai testéjamajai koncentracijai (apstrades grupai) aprékina péc 3a-
das formulas:

kur:

— %l vida ipatnéja augsanas atruma procentualas kavésanas vértiba
— e pvidgja vertiba kontrolé

— pp pvidéja vértiba apstrades grupa.

Biomasas iznakums

letekmi uz biomasas iznakumu nosaka, pamatojoties uz diviem méramajiem parametriem, — platnisu skaitu un
vél kadu citu méramo lielumu (kopéjo platnisu zonas platibu, dabigi mitro masu vai sausnu) katra testa trauka
testéSanas sakuma un beigas. Sakotnéjas biomasas sausnu vai dabigi mitro masu nosaka, nemot platnisu parau-
gus no tas pasas partijas, ko izmanto séSanai testa traukos (sk. 1.7.3. iedalas otro rindkopu). Katrai apstrades
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grupai un kontroles grupai aprékina vidéja ipatnéja augSanas atruma vidgjo vértibu un dispersiju. Vidjo bioma-
sas iznakuma kavesanas procentualo vértibu (% 1) katrai apstrades grupai aprekina sadi:

b.—b
%I=MXIOO
Yy bC

kur:

— %l biomasas iznakuma samazinasanas procentudla vértiba

— be kontroles grupas biomasa testa beigas, no kuras atnemta biomasa testa sakuma

— by apstrades grupas biomasa testa beigas, no kuras atpemta biomasa testa sakuma
2.2.3. Koncentracijas-iedarbibas liknu konstruésana

Koncentracijas-iedarbibas liknes konstrug, saistot atbildes reakcijas raditaju vidgjo inhibésanu procentos (I, un I,
aprékina, ka noteikts 2.2.1. iedalas pédgja rindkopa vai 2.2.2. iedala) atkariba no testéjamas vielas koncentracijas
logaritma.

2.2.4. EC, noteiksana

EC, (pieméram, EC) aprékina péc vidéja Tpatngja augsanas atruma (E,C,) un biomasas iznakuma (E,C,), kurus
savukart nosaka péc platnisu skaita un izmantojot vél kadu citu méramo lielumu (kopgjo platnisu zonas platibu,
dabigi mitro masu vai sausnu). Tas ir tapéc, ka ir testéjamas vielas, kas at3kirigi ietekmé platnisu skaitu un citus
méramos parametrus. Vélamie toksiskuma raditaji tapéc ir ¢etras dazadas EC, vértibas katram inhib&Sanas [ime-
nim x: E,C, (platnidu skaits); E.C, (kopéja platnisu zonas platiba, dabigi mitra masa vai sausna); E,C, (platnisu
skaits); un E,C, (kopgja platnisu zonas platiba, dabigi mitra masa vai sausna).

2.3. STATISTIKAS PROCEDURAS

Datu statistiskas analizes mérkis ir ar regresijas analizes palidzibu iegiit koncentracijas-iedarbibas kvantitativas at-
tiecibas. Var izmantot svérto linearo regresiju péc tam, kad veikta iegtito datu lineara transformacija, pieméram,
probit vai logit, vai arT Weibull vienibas (16), tacu vélams izmantot augstakas kartas regresiju, kas ir piemérotaka
gadijumos ar nenovérsamam datu klidam un novirzém no varbiitibu vienmériga sadalijuma. Tuvojoties nulles
inhibéSanai vai pilnigai inhibésanai, transformacija sadas novirzes var palielinat, traucjot analizi (16). Janorada,
ka analizes standarta metodes, kurds izmanto probit, logit, vai Weibull parveidojumus, paredzétas datiem, ko iz-
saka ar galigu skaitli (pieméram, mirstiba vai izdzivotiba) un tas jamodificé, lai pielagotu augsanas atruma vai bio-
masas iznakuma datiem. Ipasas procediiras EC, vértibu noteiksanai datiem, kas ir nepartraukti gadijuma lielumi,
aprakstitas literattira (17, 18, 19).

EC, veértibu aprékiniem konkrétos punktos katram analizéjamajam atbildes reakcijas raditagjam izmanto
koncentracijas-iedarbibas sakaribas kvantitativas attiecibas. Ja iesp&jams, janosaka katra aprékinata lieluma 95 %
ticamibas robezas. legiito datu atbilstiba regresijas modelim japarbauda grafiski vai statistiski. Regresijas analize
javeic, izmantojot katra atseviska atkartojuma iegaitas vertibas, nevis apstrades variantu grupu vidéjas vértibas.

Gadijumos, kad pieejamie regresijas modeli/metodes nav pieméroti iegtitajiem datiem, ECs, vértibas var apréki-
nat un ticamibas robezas noteikt ari, izmantojot linearo interpolaciju ar bootstrapping (20) — statistisku metodi datu
kopas parbaudei, izveidojot to pseidoatkartojumus péc gadijuma izvéles principa.

Lai noteiktu LOEC un lidz ar to NOEC, jasalidzina apstrades variantu vidéjas vértibas, izmantojot dispersijas ana-
lizi. Katras koncentracijas vidgjais lielums jasalidzina ar kontroles vidgjo lielumu, izmantojot atbilstosu multiplas
salidzinasanas vai trenda testa metodi. Noderigi var biit Daneta (Dunnett) vai Viljamsa (Williams) testi (21, 22, 23,
24). Japarbauda, vai ir speka pienémums par dispersijas homogenitati, kas ir dispersijas analizes pamata. So par-
baudi var veikt grafiski vai formala testa (25). Pieméroti testi ir Levena (Levene) vai Bartleta (Bartlett) testi. Ja nav
izpildits pienémums attieciba uz dispersijas homogenitati, to dazreiz var labot, veicot datu logaritmisku trans-
formaciju. Ja dispersijas heterogenitate ir parlieku licla un to nevar korigét ar transformaciju, javeic analize ar ta-
dam metodém ka pamazino$a sola Jonkéra (Jonkheere) trenda tests. Papildu noradijumi par NOEC noteiksanu
sniegti literattira (19).
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3.1.

Ar jaunakajam zinatnes atzinam pamatots ieteikums atteikties no NOEC koncepcijas, tas vieta izmantojot EC,,
ko aprékina péc attiecigajilem regresijas vienadojumiem. leteicamaka x vértiba §im Lemna testam nav konstatéta.
Tacu noskaidrots, ka ir piemérots 10-20 % diapazons (atkariba no izmantojama atbildes reakcijas raditaja), un
vélams noradit gan EC,,, gan EC,,,.

PARSKATS

TESTESANAS PARSKATS

TestéSanas parskata jabut $adai informacijai:

Testgjama viela:

— fizikalas ipasibas un fizikali kimiskas ipasibas, t.sk. skidiba tiden;,

— kimiskas identifikacijas dati (pieméram, CAS numurs), tostarp tiribas pakape.
Testa sugas:

—  zinatniskais nosaukums, klons (ja zinams) un izcelsmes avots.

Testa apstakli:

— izvéléta testéSanas procedira (statiska, pusstatiska vai caurpliides metode),
— testa sakuma un beigu datums un ta ilgums,

— barotne,

— cksperimentala plana apraksts: testa trauki un parsegums, skidumu tilpums, platnisu un koloniju skaits ka-
tra testa trauka testa sakuma,

— izraudzitas testéjamas koncentracijas (nominalas un izméritas, péc vajadzibas) un katra koncentracijas va-
rianta atkartojumu skaits,

— pamatskidumu un testa $kidumu pagatavosanas metodes, tostarp Skidinataju vai dispergétajvielu
izmantoS$ana,

— temperatiira testéSanas laika,
— gaismas avots, gaismas intensitate un homogenitate,
—  pH vértibas testéjamiem un kontroles $kidumiem,

— testéjamas vielas koncentracija un analizes metode ar attiecigiem kvalitates noveértésanas datiem (analizu va-
lidacijas pétijumi, standartnovirzes vai ticamibas robezas),

— metodes platnisu skaita un citu méramo parametru, pieméram, sausnas, dabigi mitras masas vai platnisu zo-
nas kopgjas platibas noteiksanai,

— visas atkapes no $is testéSanas metodes.
Rezultati:

— izejas dati: platniSu skaits un citi méramie parametri — no katra testéjama un kontroles trauka visos nove-
rojumu vai analizu terminos,

— katra mérama lieluma vidgjas vértibas un standartnovirzes,

— augsanas liknes katrai koncentracijai (ieteicams ar logaritmiski parveidotu méramo parametru, sk. 2.2.1. ie-
dalas otro rindkopu),

— divkarSosanas laiks/augsanas atrums kontrol€, kas aprékinats péc platnisu skaita,
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— aprekinatie atbildes reakcijas raditaji visiem test&’jamo variantu atkartojumiem, to vidéjas vértibas un atkar-
tojumu variacijas koeficienti,

— koncentracijas un tas ietekmes savstarpéjas sakaribas grafisks attélojums,

— iegiito parametru toksiskumu raksturojoso beigu punktu aprékini, pieméram, ECs,, EC,,, EC,, un saistitie
ticamibas intervali; LOEC un/vai NOEC; ja tas ir aprékinatas, un to noteikSanai izmantotas statistikas
metodes,

— ja izmanto dispersijas analizi, iedarbibas apmérs, ko iesp&jams konstatét (pieméram, mazaka butiska
starpiba),

— apstrades variantos konstatéta auganas stimulésana,
— fitotoksiskuma vizualas pazimes, ka ari testéjamo skidumu novérojumi,

— rezultatu novértgjums un zinas par atkapém no $is testéSanas metodes, kuras ietekméjusas noteiksanas
rezultatus.
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1. papildinajums
Lemna spp. apraksts

Udensaugs Lemna, kuru parasti sauc par tidensziediem, pieder Lemnaceae dzimtai, kas ietver Cetras Lemna gintis ar daudzam
pasaulé plasi izplatitam sugam. So augu aréjais izskats un taksonomija ir izsmelosi aprakstita (1, 2). Lemna gibba un L. minor
ir raksturigas mérena klimata joslu sugas, un tas parasti izmanto toksiskuma parbaudés. Abam sugam raksturigas tdeni bri-
vi peldosas vai iegrimusas diskveida platnites ar siku pavedienveida sakniti katras platnites apakspuses vidusdala. Lemna su-
gam ziedi veidojas reti; Sie augi vairojas vegetativi, attistoties jaunam platnitém (3). Salidzinajuma ar vecakiem eksemplariem
jaunie augi ir balaki, ar isakam sakném, un tie veidoti no divam vai trim dazada liecluma platnitém. Lemna gints augiem rak-
sturigs mazs izmérs, vienkarsa uzbiive, vegetativa vairo$anas un iss generaciju (paaudZu mainas) laiks, tapéc $is gints augi ir
loti pieméroti laboratorijas testiem (4, 5).

Ta ka iesp&jama jutibas starpsugu mainiba, ticams ir vienigi jutibas salidzinajums vienas sugas robezas.

TestéSanai izmantoto Lemna sugu pieméri. Sugu norades

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

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

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

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

Swedish Standards Institute (SIS). (1995). Water quality — Determination of growth inhibition (7-d) Lemna minor, duckweed.
SS 02 82 13. 15pp. (in Swedish).

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.

Lemna sugu kolekcijas

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

Toronto, Ontario, Kanada, M5S 3 B2

Tel: +1-416-978-3641

Fakss:+1-416-978-5878

e-pasts: 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
Amerikas Savienotas Valstis
Tel: 001 (919) 515-7572
astomp@unity.ncsu.edu
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Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University
SE-106 91 STOCKHOLM

ZVIEDRIJA

Tel: +46 8 674 7240

Fakss: +46 8 674 7636

Federal Environmental Agency (UBA)

FGIII 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

Vacija

e-pasts: Lemna@uba.de
http:/[www.umweltbundesamt.de/contact.htm
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2. papildinajums
Pamatkultiiras uzturéSana

Pamatkultiiras pazeminata temperatira (4-10 °C) var uzturét, ilgaku laiku neatjaunojot. Lemna kultivéSanai var izmantot to
pasu barotni, ko lieto testéSanai, bet pamatkultfirai var lietot citu ar baribas vielam bagatu barotni.

Periodiski vairakus jaunus, gaisi zalas krasas augus aseptiski parnes kultivésanas traukos ar svaigu barotni. Uzglabajot kul-
tiru Seit ieteiktaja temperatiiras reZima, parséSanas intervals var bat lidz trim nedélam.

Jalieto kimiski tiri (mazgati ar skabi) un sterili stikla kultivéSanas trauki, un manipulacijas javeic aseptiski. Pamatkultiiras kon-
taminacijas gadijuma, pieméram, ar algém vai séném, javeic pasakumi kontamingjoso organismu likvidésana. Alges un vai-
rakus citus kontamingjo3os organismus iesp&jams likvidét, sterilizéjot virsmu. Nem kontaminéta augu materiala paraugu un
nogriez saknites. Materialu energiski krata tira tdeni, péc tam iegremdé 0,5 % (tilp. %) natrija hipohlorita kiduma uz laiku
no 30 sekundém lidz 5 mindtém. Augu materialu péc tam skalo ar sterilu Gideni un vairakas porcijas parvieto kultivésanas
traukos ar svaigu barotni. Daudzas platnites 3is apstrades rezultata iet boja, it ipasi, ja iedarbibas periods ir ilgaks; izdzivo-
jusie eksemplari parasti ir attiriti no kontaminacijas. Tos var izmantot parsésanai jauna kultara.
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3. papildinajums

Barotnes

L. minor un L. gibba kultivésanai ieteicamas dazadas barotnes. L. minor kultivéSanai ieteicama modificéta Zviedrijas standar-
tos (SIS) minéta barotne, bet L. gibba ieteicama 20X AAP barotne. Abu barotnu sastavs noradits turpmak. Gatavojot s ba-
rotnes, jalieto kimiski tiras vai analitiski tiras vielas un dejonizéts tdens.

Zviedrijas standarta (Swedish Standard, SIS) Lemna barotne
—  Pamatskidumus I-V sterilizé autoklava (120 °C, 15 min) vai ar mebranfiltraciju (poru izmérs aptuveni 0,2 um).
—  Pamatskidumu VI (vai VII) sterilize tikai ar mebranfiltraciju; tos nedrikst sterilizét autoklava.

—  Sterilie pamatskidumi jauzglaba vésa un tumsa vieta. Pamatskidumi [-V derigi seSus ménesus, bet pamatskidumam VI
(vai VII) deriguma termins ir viens ménesis.

Nr. @/l) skiduma(mg/l) Elements Kon(c;:;t/{)a cja

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

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

1l MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7.4: 9,8

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

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

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

v Na,-EDTA-2H,0 0,28 1,4 — —

VI MOPS (buferskidums) 490 490 — —

—  Lai pagatavotu vienu litru SIS barotnes, 900 ml dejonizéta Gidens pievieno pamatskidumus:
— 10 ml pamatskiduma I
— 5 ml pamatskiduma II
— 5 ml pamatskiduma III
— 5 ml pamatskiduma IV
— 1 ml pamatskiduma V
— 5 ml pamatskiduma VI
— 1 ml pamatskidumaVII (péc vajadzibas)
Piezime:  papildu pamatskidums VII (MOPS buferskidums) var biit vajadzigs dazam testa vielam (sk. 1.4. iedalas pédéjo rindkopu).

— Noregulé pH 6,5 + 0,2 ar 0,1 M vai 1 M HCl vai NaOH $kidumu, tilpumu uzpilda lidz vienam litram ar dejonizétu
ideni.
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20X AAP barotne

Pamatskidumus gatavo sterila destiléta vai dejonizéta Gideni.

Sterilie pamatskidumi jaglaba tumsa vésa vietd. Sados apstaklos glabajot, pamatskidumu deriguma terming ir vismaz
6-8 nedélas.

20X — AAP barotnei gatavo piecus baribas vielu pamatskidumus (A1, A2, A3, B un C), izmantojot kimiski tiras vielas. Ba-
rotni pagatavo aptuveni 850 ml dejonizéta idens pievienojot 20 ml katra baribas vielu pamatskiduma. Noregulé pH 7,5 + 0,1
ar 0,1 M vai 1 M HCl vai NaOH skidumu, un tilpumu uzpilda lidz vienam litram ar dejonizétu Gideni. Barotni filtré caur
0,2 pm (aptuveni) membranfiltru sterila trauka.

Lai stabilizétos testéSanai izmantojamas barotnes pH, to pagatavo 1-2 dienas pirms lietosanas. Barotnes pH pirms lieto3a-
nas japarbauda un, ja nepiecieSams, noregulé ar 0,1 M vai 1 M HCI vai NaOH $kidumu, ka minéts ieprieks.

. ' Koncentrici - Koncentracija ga- Gatava barotne
amatSkidums Nr. Viela matskiduma (g/l) () ta‘(/;lgaﬁ)r(zf)ne Elements Koncentré‘cija
(mgfl) ()

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 | 14 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,EDTA2H,0 | 0,30 6,0 — —

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

C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

() Ja nav noradits citadi.

Piezime. Teorétiski atbilstosa bikarbonatu galiga koncentracija (kad iespéjams iztikt bez véra nemamas pH limena reguléSanas) ir 15 mg/l,
nevis 300 mg/l. Tomér vésturiski, taja skaita starplaboratoriju salidzinosaja testésana, 20X — AAP barotné lietota koncentracija ir
300 mg/l (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).

Steinberga barotne (ISO 20079)

Koncentracijas un pamatskidumi

— Modificéto Steinberga barotni saskana ar ISO 20079 izmanto tikai Lemna minor kultivéSanai (ta ka péc $is metodes at-
lauta vienigi Lemna minor), taCu testos giita pieredze liecina, ka labi rezultati sasniedzami arT ar Lemna gibba.

—  Gatavojot $o barotni, jalieto kimiski tiras vai analitiski tiras vielas un dejonizéts tidens.

— Barotni gatavo no pamatskidumiem vai no desmitkartigas koncentracijas barotnes; ta ir barotnes maksimala koncen-
tracija, kas iesp&jama bez vielu izgulsnésanas.
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1. tabula

Steinberga barotne ar stabilizétu pH (modificéta péc Altenburgera)

Viela Barotne
Makroelementi Molekulmasa mg|l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO, - 7H,0 246,37 100,00 0,41
Mikroelementi Molekulmasa g/l pmol/l
H;BO, 61,83 120,00 1,94
ZnSO,7H,0 287,43 180,00 0,63
Na,MoO,-2H,0 241,92 44,00 0,18
MnCl,-4H,0 197,84 180,00 0,91
FeCl;-6H,0 270,21 760,00 2,81
EDTA-dinatrija dihidrats 372,24 1 500,00 4,03
2. tabula
PamatSkidumi (makroelementi)
1. Makroelementi (x50 koncentréti) g/l

1. pamatskidums:

KNO, 17,50

KH,PO, 45

K,HPO, 0,63

2. pamatskidums:

MgSO, - 7H,0 5,00

3. pamatskidums:

Ca(NO,),4H,0 14,75

3. tabula
Pamatskidumi (mikroelementi)
2. Mikroelementi (x1 000 koncentréti) mg|l

4. pamatskidums:

H,BO, 120,0

5. pamatskidums:

ZnS0,-7H,0 180,0

6. pamatskidums:

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

7. pamatskidums:

MnCl,-4H,0 180,0

8. pamatskidums:

FeCl,-6H,0 760,00

EDTA dinatrija dihidrats 1500,00
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—  Viena skiduma var apvienot 2. un 3. pamatskidumu, un atseviski 4. lidz 7. (nemot véra nepiecieSamas koncentracijas).

— Ilgakai glabasanai pamatskidumus sterilizé autoklava pie 121 °C, 20 min, vai ka alternativu izmanto sterilo filtréSanu
(0,2 pm). Stingri jaievéro, ka 8. pamatskidumu sterilizé ar filtréSanu (0,2 pm).

Modificétas Steinberga barotnes pagatavosana galigaja koncentracija

— Aptuveni 900 ml dejonizéta tidens pievieno pa 20 ml 1., 2. un 3.pamatskiduma (sk. 2. tab.), lai nenotiktu izgulsnésanas.
— Pievieno pa 1,0 ml 4, 5., 6. 7. un 8. pamatskiduma (sk. 3. tab.).

— pHjabat 5,5 £ 0,2 (noregul€, pievienojot péc iespéjas mazaku tilpumu NaOH $kiduma vai HCI).

— Uzpilda ar Gdeni lidz 1 000 ml.

— Ja pamatskidumus sterilizé un tiek lietots piemérots tidens, gatava barotne nav jasterilizé. Ja barotni sterilizé tas galigaja
koncentracija, 8. pamatskidums japievieno péc autoklavésanas (121 °C, 20 min).

Koncentrétas (x10) modificétas Steinberga barotnes pagatavosana pagaidu uzglabasanai

— Lai nenotiktu izgulsné8anas, pie aptuveni 30 ml dejonizéta Gdens pievieno pa 20 ml 1., 2. un 3.pamatskiduma
(sk.2. tab.).

— Pievieno 1,0 ml 4., 5., 6. 7. un 8. pamatskiduma (sk. 3.tab.). Uzpilda ar Gideni lidz 100 ml.

—  Ja pamatskidumus sterilizé un tiek lietots piemérots tidens, gatava barotne nav jasteriliz€. Ja barotni sterilizé tas galigaja
koncentracija, 8. pamatskidums japievieno péc autoklavésanas (121 °C, 20 min).

— Barotnes pH (galigaja koncentracija) jabat 5,5 + 0,2.




