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(Acte adoptate in temeiul Tratatelor CE/Euratom a caror publicare este obligatorie)

REGULAMENTE

REGULAMENTUL (CE) NR. 761/2009 AL COMISIEI

din 23 iulie 2009

de modificare, in scopul adaptirii la progresele tehnice, a Regulamentului (CE) nr. 440/2008 de stabilire
a metodelor de testare in temeiul Regulamentului (CE) nr. 1907/2006 al Parlamentului European si al
Consiliului privind inregistrarea, evaluarea, autorizarea si restrictionarea substantelor chimice

(REACH)

(Text cu relevantd pentru SEE)

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,
avand in vedere Tratatul de instituire a Comunititii Europene,

avand in vedere Regulamentul (CE) nr. 1907/2006 al Parlamen-
tului European si al Consiliului din 18 decembrie 2006 privind
inregistrarea, evaluarea, autorizarea si restrictionarea substan;elor
chimice (REACH), de infiintare a Agentiei Europene pentru Pro-
duse Chimice, de modificare a Directivei 1999/45/CE si de abro-
gare a Regulamentului (CEE) nr. 793/93 al Consiliului si a
Regulamentului (CE) nr. 1488/94 al Comisiei, precum si a Direc-
tivei 76/769/CEE a Consiliului si a Directivelor 91/155/CEE,
93/67|CEE, 93/105/CE si 2000/21/CE ale Comisiei (1), in special
articolul 13 alineatul (3),

intrucat:

(1) Regulamentul (CE) nr. 440/2008 al Comisiei (2 contine
metodele de testare care se aplicd in temeiul Regulamentu-
lui (CE) nr. 1907/2006, in scopul determindrii proprieta-
tilor fizico-chimice, a toxicititii si a ecotoxicitatii
substantelor.

(2)  Este necesard actualizarea Regulamentului  (CE)
nr. 440/2008 pentru a include modificirile anumitor
metode de testare si cateva noi metode de testare adoptate
de OECD. Pirtile interesate au fost consultate cu privire la
aceastd propunere. Respectivele modificiri adapteazi
metodele in cauzd la progresele tehnice si stiintifice.

() JO L 396, 30.12.2006, p. 1.
() JO L 142, 31.5.2008, p. 1.

6)

Ar trebui revizuite prevederile privind presiunea vaporilor,
pentru a include noua metodi a efuziunii.

Este necesard addugarea unei noi metode de misurare a
diametrului mediu geometric ponderat pe lungime al
fibrelor.

Este necesard actualizarea Regulamentului  (CE)
nr. 440/2008 pentru a include cu prioritate o noud metodd
de testare in vitro pentru iritatia cutanatd, in vederea redu-
cerii numdrului de animale utilizate in scopuri experimen-
tale, in conformitate cu Directiva 86/609/CEE a Consiliului
din 24 noiembrie 1986 privind apropierea actelor cu
putere de lege si a actelor administrative ale statelor mem-
bre in ceea ce priveste protectia animalelor utilizate in sco-
puri experimentale si in alte scopuri stiintifice (3). Desi un
proiect de metoda de testare in vitro pentru iritatia cutanatd
se afld incd 1n discutie in cadrul OECD, este necesar ca, in
acest caz exceptional, metoda B 46 si fie inclusd in prezen-
tul regulament. Metoda B 46 ar trebui actualizatd in cel mai
scurt timp posibil dupd ce s-a ajuns la un acord in cadrul
OECD sau in cazul in care devin disponibile informatii
suplimentare care justifici o astfel de revizuire.

Prevederile privind testul de inhibare a cresterii la alge tre-
buie revizuite pentru a include specii suplimentare si pen-
tru a raspunde cerintelor privind evaluarea riscurilor si
clasificarea substantelor chimice.

Este necesard addugarea unei noi metode de misurare a
mineralizdrii aerobe in apa de suprafatd, prin intermediul
unui test de simulare a biodegradarii, precum si addugarea
unei noi metode de evaluare a toxicitdtii la genul Lemna,
prin intermediul unui test de inhibare a cresterii.

(}) JOL 358, 18.12.1986, p. 1.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:RO:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:RO: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)  Prin urmare, Regulamentul (CE) nr. 440/2008 ar trebui
modificat in consecinta.

(99 Masurile previdzute de prezentul regulament sunt conforme
cu avizul comitetului instituit prin articolul 133 din Regu-
lamentul (CE) nr. 1907/2006,

ADOPTA PREZENTUL REGULAMENT:

Articolul 1

Anexa la Regulamentul (CE) nr. 440/2008 se modificd dupd cum
urmeaza:

1. Partea A se modificd dupd cum urmeaza:

(a) capitolul A.4 se inlocuieste cu capitolul A.4, asa cum
figureazd in anexa I la prezentul regulament;

(b) se adaugd capitolul A.22, asa cum figureazd in anexa II
la prezentul regulament.

2. Partea B se modificd dupd cum urmeaza:

Se adaugd capitolul B.46, asa cum figureazd in anexa III la
prezentul regulament.

3. Partea C se modifici dupd cum urmeaza:

(a) capitolul C.3 se inlocuieste cu capitolul C.3, asa cum
figureaza in anexa IV la prezentul regulament;

(b) se adaugi capitolele C.25 si C.26, asa cum figureazd in
anexele V si VI la prezentul regulament.

Articolul 2

Prezentul regulament intrd in vigoare in a treia zi de la data publi-
crii in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene.

Prezentul regulament este obligatoriu in toate elementele sale si se aplicd direct in toate statele

membre.

Adoptat la Bruxelles, 23 iulie 2009.

Pentru Comisie
Stavros DIMAS
Membru al Comisiei
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1.1.

1.2

ANEXA 1

A.4. PRESIUNEA DE VAPORI

METODA

Prezenta metoda este echivalentd cu orientirile OECD privind testele nr. 104 (2004).

INTRODUCERE

Versiunea revizuitd a metodei A.4(1) include o metoda suplimentard, metoda prin efuziune: termogravimetrie izo-
termd, proiectatd pentru substante cu presiuni de evaporare foarte scizute (pand la 107'° Pa). Avand in vedere nece-
sitatea stabilirii de proceduri, in special in cazul obtinerii presiunii de vapori pentru substantele cu presiune de
vapori scdzutd, sunt reevaluate alte proceduri ale acestei metode in ceea ce priveste intervalele diferite de
aplicabilitate.

La echilibru termodinamic, presiunea de vapori a unei substante in stare purd este exclusiv o functie de tem-
peraturd. Principiile fundamentale sunt descrise in literatura de specialitate (2)(3).

Nu existd o singurd metodd de msurare aplicabild intregului interval de presiuni de vapori de la < 107°1a 10° Pa.
fn aceastd metod sunt incluse opt metode de masurare a presiunii de vapori, care pot fi aplicate in intervale dife-
rite de presiuni de vapori. Diferitele metode sunt comparate din punctul de vedere al aplicatiei si intervalului de
mdsurare in tabelul 1. Metodele pot fi aplicate doar in cazul compusilor care nu se descompun in conditiile tes-
tului. In cazurile in care metodele experimentale nu pot fi aplicate din motive de ordin tehnic, presiunea de vapori
poate fi estimatd, o metodd de estimare recomandati fiind indicatd in apendice.

DEFINITII SI UNITATI

Presiunea de vapori a unei substante este definitd ca presiunea de saturatie la suprafata de contact cu aerul a unei
substante solide sau lichide.

Unitatea din Sistemul International (SI) pentru presiune care trebuie folositd este pascalul (Pa). Alte unitati alter-
native folosite de-a lungul timpului, impreund cu factorii lor de conversie, sunt:

1 Torr = 1 mm Hg = 1,333 x 10% Pa
1 atmosferd = 1,013 x 10° Pa
1 bar =10°Pa

Unitatea de masurd din SI pentru temperaturd este kelvinul (K). Transformarea gradelor Celsius in kelvini are loc
dupi formula:

T=t+27315

unde T reprezintd temperatura exprimatd in kelvin sau temperatura termodinamicd, iar t reprezintd temperatura
exprimatd in grade Celsius.

Tabelul 1
Metods de masurare Substanta Repetabilitate Reproductibilitate Interval
solid lichid estimatd estimatd recomandat
Metoda dinamicd Topire joasd Da Pani la 25 % Pandla 25% | 10° Pa-
1-5% 1-5% 2 x10°Pa
2 x 10° Pa-
10° Pa
Metoda staticd Da Da 5-10 % 5-10 % 10 Pa-10° Pa
1072 Pa-
10° Pa (1)
Metoda izoteniscopului Da Da 5-10 % 5-10 % 10% Pa-10° Pa
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Substanta

Metods de masurare Repetabilitate Reproductibilitate Interval
solid lichid estimatd estimatd recomandat
Metoda prin efuziune: Da Da 5-20 % Panila50% | 107°-1Pa

balanta pentru
presiunea de vapori

Metoda prin efuziune: Da Da 10-30 % — 107'%1 Pa
celuld Knudsen

Metoda prin efuziune: Da Da 5-30 % Panila 50% | 107'°-1 Pa
termogravimetrie

izotermd

Metoda gazului saturat Da Da 10-30 % Panila 50 % | 107'°-10° Pa
Metoda rotorului Da Da 10-20 % — 107 0,5 Pa

() Cand se utilizeaza un manometru cu capacitantd.

PRINCIPIUL DE TESTARE

In general, presiunea de vapori este determinati la diferite temperaturi. Intr-un interval limitat de temperaturi, lo-
garitmul presiunii de vapori a unei substante pure este o functie lineard a inversului temperaturii termodinamice,
conform ecuatiei Clapeyron-Clausius simplificate:

| AHy

ogp = + constant
&P 2,3RT

unde:

p = presiunea de vapori a substantei, exprimatd in pascali
AHv = cildura de vaporizare, exprimati in ] mol™

R = constanta universali a gazelor, 8,314 J mol™* K!

T = temperatura in K

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nu este necesar si se foloseascd substante de referintd. Acestea servesc in special la etalonarea periodicd a metodei
si la comparatia cu rezultatele obtinute prin alte metode.

DESCRIEREA METODEI

Metoda dinamicad (Metoda lui Cottrell)

Principiu

Presiunea de vapori este determinatd prin misurarea temperaturii de fierbere a substantei la diferite presiuni intre
aproximativ 10° si 10° Pa. Aceastd metodd este recomandat, de asemenea, pentru determinarea temperaturii de
fierbere. Este utild in acest sens pentru temperaturi pand la 600 K. Temperaturile de fierbere ale lichidelor sunt cu
aproximativ 0,1 °C mai mari la o adancime de 3-4 cm decat la suprafatd, datoritd presiunii hidrostatice a coloanei
de lichid. in metoda lui Cottrell (4), termometrul este plasat in vaporii de la suprafaa lichidului, iar lichidul in stare
de fierbere este pompat constant pe rezervorul termometrului. Rezervorul este acoperit de un strat subtire de lichid
aflat in echilibru cu vaporii la presiune atmosferica. Astfel, termometrul indicd punctul de fierbere real, fara erori
aparute ca urmare a supraincilzirii sau a presiunii hidrostatice. Pompa utilizatd initial de Cottrell este ilustratd in
figura 1. Tubul A contine lichidul de fierbere. Un fir de platind B fixat la baza tubului faciliteazd fierberea uni-
formd. Tubul lateral C face legdtura cu un condensator, iar mantaua D previne atingerea termometrului E de citre
condensatul rece. Cand lichidul A este la punctul de fierbere, bulele si lichidul prinse in palnie se scurg pe rezer-
vorul termometrului prin cele doud brate ale pompei F.
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Figura 1 Figura 2

N2 source

Pompi Cottrell (4)

Termocuplu
Volum tampon
Manometru
Vid

Punct de misurare

T Hm Y9N T >

Element de incilzire (circa 150 W)
Aparaturd

Un aparat foarte precis, care functioneaza conform principiului lui Cottrell, este ilustrat in figura 2. Este format
dintr-un tub cu o zond de fierbere in partea inferioard, un vas de ricire in zona mediani si o iesire si o flansd in
partea superioard. Pompa Cottrell este plasatd in zona de fierbere, incilzitd cu ajutorul unui cartus caloric. Tem-
peratura se masoard cu ajutorul unui termocuplu izolat sau a unui termometru cu rezistentd introduse prin flanga
din varf. lesirea se conecteazi la sistemul de reglare a presiunii. Acesta din urma este format dintr-o pompd de vid,
un volum tampon, un manostat pentru introducerea de azot necesar regldrii presiunii §i un manometru.

Procedurd

Substanta se pune in zona de fierbere. Pot sd apard probleme in cazul solidelor care nu sunt sub forma de pulbere,
dar in unele cazuri acestea se pot rezolva incdlzind agentul de ricire din mantaua de ricire. Aparatul se inchide la
flansd i substanta se degazeaza. Aceastd metodd nu poate fi folositd in cazul substantelor care spumeaza.

Se stabileste cea mai joasd dintre presiunile dorite si se incepe incélzirea. In acelasi timp, senzorul de temperaturad
se conecteazd la contor.

Echilibrul este atins atunci cand se inregistreazd o temperaturd de fierbere constantd la presiune constantd. Trebuie
evitat fenomenul de vaporizare locald cu fierbere violentd. in plus, in vasul de ricire condensarea trebuie s3 fie com-
pletd. Cand se determind presiunea de vapori a solidelor cu punct de topire scizut, trebuie evitatd blocarea
condensatorului.

Dupd inregistrarea acestui punct de echilibru se stabileste o presiune mai ridicatd. Procesul se continui in acelasi
fel pand cand se atinge o presiune de 10° Pa (aproximativ 5-10 masuritori in total). Pentru verificare, aceleasi
puncte de echilibru trebuie sd se regdseasca la descresterea presiunii.



L 220/6

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

24.8.2009

1.5.2.

1.5.2.1.

1.5.2.2.

1.5.2.3.

Metoda staticd

Principiu

In metoda statici (5), presiunea vaporilor la echilibru termodinamic se determini la o temperatura specificata.
Metoda este adecvati substantelor si solidelor si lichidelor care contin mai multe componente in intervalul 107"~
10° Pa, si in intervalul 1-10 Pa, cu conditia si fie aplicatd atent.

Aparaturd

Echipamentul este format dintr-o baie termostatatd (precizie de + 0,2 K), un recipient pentru esantion conectat la
o linie de vid, un manometru si un sistem de reglare a presiunii. Vasul esantion (figura 3a) este conectat la linia de
vid prin intermediul unui ventil §i al unui manometru diferential (un tub in forma de U cu un fluid manometric
adecvat) utilizat ca indicator de zero. in manometrul diferential se pot folosi mercur, uleiuri de silicon si ftalati, in
functie de intervalul de presiune si comportamentul chimic al substantei de testat. Totusi, din ratiuni de protectie
a mediului, utilizarea mercurului trebuie si fie evitatd daci este posibil. Substanta de testat nu trebuie si se dizolve
perceptibil sau si reactioneze cu fluidul din tubul in formd de U. In locul tubului in forma de U se poate folosi un
manometru (figura 3b). Pentru manometru, mercurul poate fi utilizat in intervalul de presiune de la normald
scizand pana la 102 Pa, in timp ce uleiurile de silicon si ftalatii se folosesc in intervalul de la mai putin de 102 Pa
pani la 10 Pa. Exist3 si alte tipuri de aparate de misurare a presiunii utilizabile sub 10? Pa, precum si manometre
cu membrani rezistente la temperaturi care pot fi folosite chiar sub 107" Pa. Masurarea temperaturii se face pe
peretele exterior al vasului care contine esantionul sau chiar in vas.

Procedurd

Utilizand aparatul conform descrierii din figura 3a, se umple vasul in forma de U cu lichidul ales, care trebuie sa fie
degazat la o temperaturd ridicatd inainte de a se face citirile. Substanta de testat se introduce in aparat si se
degazeazi la temperatura redusd. In cazul unui esantion cu mai multi componenti, temperatura trebuie si fie sufi-
cient de scazutd pentru a preveni alterarea compozitiei materialului. Echilibrul poate fi stabilit mult mai rapid prin
agitare. Esantionul poate fi ricit cu azot lichid sau gheatd carbonicd, dar sunt necesare precautii pentru evitarea
condensarii aerului sau lichidului din pompa. Cu ventilul de deasupra vasului deschis, se evacueaza aerul prin aspi-
ratie, timp de citeva minute. Dacd este necesar, operatia de degazare se repetd de cateva ori.

Figura 3a Figura 3b

. Substanta de testat 7

: Faza de vapori

. Vlentil de vid avansat

: Tub in U (manometru
auxiliar)

. Indicator de presiune

: Baie termostatata

. Dispozitiv de
masurare a
temperaturii

: Cétre pompa de vid

. Vlentilatie/azot

1: Substanta de testat
2: Faza de vapori
3: Ventil de vid avansat
4: Manometru
5: Indicator de presiune
6: Baie termostatata

6 7: Dispozitivde masurare

a temperaturii
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1.5.3.2.

1.5.3.3.

Cand esantionul se incilzeste cu ventilul inchis, presiunea de vapori creste si modifica echilibrul fluidului din
manometrul auxiliar. Pentru compensare se introduce azot sau aer in aparat pand cand indicatorul de presiune
diferentiald revine la zero. Presiunea cerutd pentru echilibrare trebuie si fie cititd la un manometru sau la un instru-
ment de mai mare precizie. Aceastd presiune corespunde presiunii de vapori a substantei la temperatura datd a
esantionului. Dacd se foloseste aparatul descris in figura 3b, presiunea de vapori este cititd direct.

Valorile presiunii de vapori se determind la intervale de timp mici (aproximativ 5-10 mdsurdtori in total) pand la
temperatura maxima ceruta.

Citirile la temperaturi scizute trebuie si fie repetate pentru verificare. Dacd valorile obtinute la citirile repetate nu
coincid cu curba obtinutd pentru cresterea temperaturii, aceasta se poate datora urmatoarelor cauze:

(i) proba contine incd aer (de exemplu, in cazul materialelor cu vascozitate mare) sau impuritdti cu temperaturi
de fierbere scdzute, care se evapord in timpul inclzirii;

(i) substanta suferd o reactie chimicd in intervalul de temperaturd analizat (de exemplu descompunere,
polimerizare).

Metoda izoteniscopului

Principiu

Metoda izoteniscopului (6) se bazeaza pe principiul metodei statice. Metoda presupune introducerea unui esantion
intr-un rezervor mentinut la temperaturd constantd si conectat la un manometru §i o pompd de vid. Impuritatile
mai volatile decat substanta sunt indepdrtate prin degazare la presiune scazutd. Presiunea de vapori a esantionului
la temperaturi prestabilite este echilibratd cu ajutorul unei presiuni cunoscute a unui gaz inert. Izoteniscopul a fost
creat pentru a mdsura presiunea de vapori a anumitor hidrocarburi lichide, dar poate fi folosit si pentru studierea
materialelor solide. De obicei, aceastd metoda nu este adecvati sistemelor multicomponent. Pentru esantioane care
contin izmpusriti;i nevolatile, rezultatele sunt supuse unor marje de eroare destul de scizute. Intervalul recomandat
este 10°-10° Pa.

Aparaturd

Un exemplu de dispozitiv de masurare este ilustrat in figura 4. O descriere completd poate fi consultatd in ASTM
D 2879-86 (6).

Procedurd

in cazul lichidelor, substanta insisi serveste ca fluid in manometrul auxiliar. O cantitate de lichid, suficienti pentru
a umple rezervorul si bratul scurt al manometrului, se introduce in izoteniscop. Izoteniscopul este atasat la sistemul
de vid si golit, dupd care se umple cu azot. Evacuarea si purjarea sistemului se repetd de doud ori pentru indepar-
tarea oxigenului rezidual. Izoteniscopul plin este plasat in pozitie orizontald, astfel incat proba si se impréstie
intr-un strat subtire in rezervorul bulbiform si in manometru. Presiunea sistemului se reduce la 133 Pa si proba se
incdlzeste usor numai pand la fierbere (indepartarea gazelor dizolvate). Apoi izoteniscopul este plasat astfel incat
proba si se intoarcd in rezervor §i in manometru, astfel incat ambele si fie pline cu lichid. Presiunea se mentine la
133 Pa. Varful rezervorului bulbiform se incilzeste la flacird micd pand cand vaporii degajati imping o parte din
lichidul de la partea superioard si din bratul manometrului in sectiunea manometricd a izoteniscopului, creand un
spatiu umplut cu vapori si fird azot. Izoteniscopul este introdus intr-o baie termostatatd, iar presiunea azotului
este corectatd pand la presiunea esantionului. La echilibru, presiunea de vapori a azotului este egald cu presiunea
de vapori a substantei.
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Figura 4

A: Controlul presiunii

B: Tub cu diametrul exterior 8 mm
C: Azot uscat sub presiune

D: Vapori de proba

E: Varful rezervorului

F: Esantion de lichid

(Dimensiuni in mm)

In cazul substantelor solide, in functie de intervalul de presiune si temperaturd, se utilizeaza lichide manometrice,
precum uleiuri de silicon sau ftalati. Lichidul manometric degazat este turnat in curbura bratului lung al izotenis-
copului. Apoi, substantele solide ce urmeaza si fie analizate sunt puse in rezervorul bulbiform si sunt degazate la
temperaturd ridicatd. In continuare, izoteniscopul este inclinat astfel incat lichidul manometric s curga in tubul in
forma de U.

Metoda prin efuziune: balanta pentru presiunea de vapori (7)
Principiu

Un esantion din substanta de testat se incdlzeste intr-un cuptor mic si se introduce intr-un clopot de sticld
vidat. Cuptorul este acoperit cu un capac avand gauri de mici dimensiuni de diametru cunoscut. Vaporii substantei
evacuati prin una dintre gduri sunt directionati citre un taler al unei balante foarte sensibile aflate, de asemenea, in
clopotul de sticld vidat. In unele solutii, talerul balantei este inconjurat de o cutie de ricire, care asigurd disiparea
caldurii citre exterior prin conductie termicd, si este ricitd prin iradiere, astfel incat vaporii evacuati se con-
denseazd pe acesta. Forta jetului de vapori actioneazd asupra balantei. Presiunea de vapori poate fi calculatd in doud
moduri: direct din forta exercitatd asupra talerului balantei, precum si din rata de evaporare, utilizind ecuatia Hertz-
Knudsen (2):

27RT x 10°

=G
P M

unde:

G = viteza de evaporare (kg s”' m™?)

M = masa moleculard (g mol™)

T = temperatura (K)

R = constanta universald a gazelor (J mol™" K™")
P = presiunea de vapori (Pa)

Intervalul recomandat este 107>-1 Pa.
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Aparaturd

Principiul general al aparatului este ilustrat in figura 5.

Figura 5

A:  Placid de bazd F:  Cutie de refrigerare si bard de ricire

B:  Instrument cu serpentind mobild G: Cuptor evaporator

C: Clopot de sticld H: Vas Dewar cu azot lichid

D: Balanti cu talere . Punct de misurare a temperaturii esantionului
E:  Dispozitiv de masurare a vidului J:  Substantd de testare

Metoda prin efuziune: celula Knudsen

Principiu

Metoda se bazeazd pe estimarea cantitdtii de substantd analizati care se elimind in unitatea de timp dintr-o celuld
Knudsen (8) sub forma de vapori, printr-un orificiu foarte mic, in conditii de vid avansat. Cantitatea de vapori dega-
jati se poate calcula fie prin determinarea pierderii de masa a celulei, fie prin condensarea vaporilor la temperaturd
joasd si determinarea cantitatii de substanta volatilizatd prin analizd cromatografica. Presiunea de vapori se calcu-
leazd prin aplicarea relatiei Hertz-Knudsen (a se vedea punctul 1.5.4.1) cu factori de corectie care depind de para-
metrii aparatului (9). Intervalul recomandat este 107'%-1 Pa (10)(11)(12)(13)(14).

Aparaturd

Principiul general al aparatului este ilustrat in figura 6.
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1.5.6.1.

Figura 6

PR A 5 -\ . W W W W W Y

1: Conectare la vid 7: Capac filetat
2: Tuburi pentru termometru cu rezistentd de 8: Piulita tip fluture
platind sau pentru controlul si masurarea
temperaturii
3: Capac pentru cuva de vid 9: Bolturi
4: Garniturd de etansare 10: Celule de efuziune din otel inoxidabil
5: Cuvi de aluminiu pentru vid 11: Cartus caloric
6: Dispozitiv pentru introducerea si scoaterea

celulelor de efuziune

Metoda prin efuziune: termogravimetrie izoterma

Principiu

Metoda se bazeazd pe determinarea vitezelor de evaporare acceleratd pentru substanta de test la temperaturi ridi-
cate si presiune ambiantd prin folosirea termogravimetriei (10)(15)(16)(17)(18)(19)(20). Vitezele de evaporare v
rezultd din expunerea compusului selectat la o atmosferd de gaz inert cu curgere lentd si monitorizarea pierderilor
de masi la temperaturi definite T izoterme in kelvin la intervale de timp corespunzitoare. Presiunile de vapori py
sunt calculate din valorile v prin folosirea relatiei liniare intre logaritmul presiunii de vapori si logaritmul ratei de
evaporare. Dacd este necesar, se poate face o extrapolare la temperaturi de 20 si 25 °C prin analiza regresivi a log pr
vs. 1/T. Aceastd metodd este adecvati pentru substante cu presiune de vapori de pand la 107! Pa (107'% mbar) si
cu o puritate cit mai apropiatd de 100 % pentru a evita interpretarea eronatd a pierderilor de masd masurate.
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1.5.6.2.

1.5.6.3.

Aparaturd

Principiul general al configuratiei experimentale este ilustrat in figura 7.

Figura 7
Microbalanta
N2 gazos la —
presiune
ambianta i I
= |}
2 gazog I =
|
) |
Vi .entll | Rotametru | Etuva
ajustabil
[
) . Placa de sustinere
Unitate de sorbtie | a esantionului
\ |

=]

ajustabil Pompa de suctiune
Inregistrator cu diagrama

7
Rotametru cu debit constant cu
sistem multiplu de obstacole usoare

Placa de sustinere a esantionului, suspendatd de o microbalantd aflatd intr-un spatiu cu temperaturd constant, se
afld in calea unui curent de azot uscat care evacueazd moleculele vaporizate ale substantei testate. Dupd parisirea
spatiului, curentul de gaze este purificat de cdtre o unitate de sorbtie.

Procedurd

Substanta testatd se aplicd pe suprafata unei placi de sticld rugoasi intr-un strat omogen. In cazul substantelor
solide, placa se udd uniform cu o solutie a substantei intr-un solvent adecvat si se usucd intr-o atmosfera inerta.
Pentru masurare, placa astfel acoperitd se suspenda intr-un analizor termogravimetric si, ulterior, pierderea sa de
masd se masoard continuu in functie de timp.

Viteza de evaporare v, la o temperaturd datd se calculeazd din pierderea de masd Am a plicii de esantion prin

v, = %(gcmfzhfl)

unde F este suprafata acoperitd cu substantele de test, in mod normal suprafata plicii de esantion, iar t este timpul
pentru pierderea de masd Am.

Presiunea de vapori pr se calculeazd pe baza functiei vitezei de evaporare vy:
Log pr = C+D -log vy

unde C si D sunt constante specifice pentru sistemul experimental, in functie de diametrul spatiului de mésurare si
de viteza de scurgere a gazelor. Aceste constante trebuie si fie determinate o singurd datd prin masurarea unui set
de compusi cu presiuni de vapori cunoscute §i log pr vs. log vy regresiv (11)(21)(22).
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1.5.7.1.

1.5.7.2.

Relatia intre presiunea de vapori py si temperatura T in kelvini se calculeaza cu ajutorul formulei

Logpr=A+B-1[T

unde A si B sunt constante obtinute prin regresiunea log py vs. 1/T. Prin aceastd ecuatie, presiunea de vapori poate
fi calculatd prin extrapolare pentru orice altd temperaturd.

Metoda gazului saturat (23)

Principiu

Gazul inert este trecut, la temperatura camerei si la o vitezd de curgere cunoscutd, prin sau peste un esantion al
substantei testate, suficient de lent pentru a fi asiguratd saturarea. Atingerea saturdrii in faza gazoasa este deosebit
de importantd. Substanta transportata se colecteazd, de obicei, cu ajutorul unui absorbant, cantitatea sa fiind apoi
calculatd. Ca alternativi la colectarea vaporilor si analizarea lor ulterioard, pentru determinarea cantititii de mate-
rial transportat pot fi utilizate tehnici analitice in flux, precum cromatografia in stare gazoasd. Presiunea de vapori
se calculeazd pornind de la ipoteza ci legea gazului ideal este respectatd, presiunea totald a unui amestec de gaze
fiind egald cu suma presiunilor gazelor componente. Presiunea partiald a substantei de test, reprezentand presiu-
nea de vapori, se calculeazd din volumul total de gaz cunoscut si greutatea materialului transportat.

Metoda gazului saturat se aplicd substantelor chimice solide sau lichide. Poate fi folositd pentru presiuni de vapori
de pand la 107'° Pa (10)(11)(12)(13)(14). Metoda are eficientd maxima pentru presiuni de vapori mai mici de
10° Pa. Peste 10° Pa, presiunile de vapori sunt in general supraestimate, probabil ca urmare a formdrii de aerosoli.
Deoarece masurarea presiunii de vapori se face la temperatura camerei, nu este necesard extrapolarea datelor de la
temperaturi mari, erorile grave provocate ca urmare a acestei extrapolari fiind astfel evitate.

Aparaturd

Procedura necesita folosirea unui recipient izolat termic. Schita din figura 8 ilustreazd un recipient continind cate
trei vase de testare pentru esantioane de substante solide si substante lichide, ceea ce permite o analiza tripld atat
a esantionului solid, ct si a celui lichid. Temperatura este mentinutd constantd cu o precizie de £ 0,5 °C sau mai
mare.

Figura 8
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In general, azotul este folosit ca gaz purtitor inert, dar, ocazional, poate fi necesar un alt gaz (24). Gazul purtitor
trebuie sa fie uscat. Curentul de gaz este divizat in 6 curente, controlate prin ventile tip ac (cu orificiu de aproxi-
mativ 0,79 mm), si curge in recipient printr-un tub de cupru cu un diametru de 3,8 mm. Dupd echilibrarea tem-
peraturii, gazul curge prin esantion si separatorul absorbant si iese din recipient.
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1.5.7.3.

Esantioanele solide se incarcd in tuburi de sticld cu diametru de 5 mm, fiind amplasate intre dopuri din vatd de
sticld (a se vedea figura 9). Figura 10 ilustreazd un suport pentru esantion lichid si un sistem absorbant. Cea mai
usor de reprodus metodad de masurare a presiunii de vapori a lichidelor constd in acoperirea cu lichid a unor mar-
gele de sticld sau a unui absorbant inert, cum ar fi silice, iar suportul se umple cu aceste margele. Ca alternativd, in
gazul purtdtor se pot introduce fritd de dimensiuni mari i bule care sd treacd printr-o coloand a substantei lichide
de testare.

Figura 9 Figura 10
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T Intrare N,

Absorbant Vata de X
sticla H
]
]
]
]
]

Tub H Margele
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]

Vata de absorbant | : 120 o
%= sticla (diam. 5 mm)H :
! - ]
B ]
n
]
Substante | H
solide - .
N - L]
{ Vata de
sticla
<«— Separator
de lichid
Intrare N,

Sistemul absorbant este format dintr-o sectiune frontald si o sectiune de rezerva absorbante. La presiuni de vapori
foarte scdzute, absorbantul retine doar cantitdti mici, iar adsorbtia la vata de sticld si la tubul de sticld dintre esan-
tion si absorbant poate fi serios afectatd.

Separatoarele ricite cu CO, solid constituie o altd metodd eficientd de colectare a materialului vaporizat. Acestea
nu determind o contrapresiune pe coloana de saturare, iar indepartarea cantitativd a materialului separat este facild.

Procedurd

Viteza de curgere a gazului purtitor efluent se misoari la temperatura camerei. Viteza de curgere se verifica frec-
vent pe parcursul experimentului pentru a fi cunoscutd valoarea exactd a volumului total de gaz purtdtor. Se pre-
ferd monitorizarea continud cu un debitmetru de masa. Saturatia fazei gazoase poate necesita o perioadd de contact
considerabil de lungd care determind, prin urmare, viteze de curgere a gazului destul de scazute (25).

La sfarsitul experimentului, ambele sectiuni absorbante frontald si de rezervi se analizeazd separat. Compusul din
fiecare sectiune este desorbit prin addugarea unui solvent. Solutiile rezultate se analizeazd in mod cantitativ pentru
a se determina masa desorbitd din fiecare sectiune. Optiunea asupra metodei analitice (precum si optiunea asupra
absorbantului si a solventului de desorbire) este dictatd de natura materialului de testat. Eficienta desorbtiei se deter-
mind prin injectarea unei cantitdti cunoscute de esantion in absorbant, provocind desorbirea acestuia, dupd care
se analizeazd cantitatea recuperatd. Este important sd se verifice eficienta desorbtiei la sau in jurul concentratiei
esantionului in conditiile de testare.

In scopul asigurarii saturatiei gazului purtitor cu substanta de testat, se folosesc trei viteze de curgere diferite. Daci
presiunea de vapori calculatd nu aratd cd este dependentd de viteza de curgere, se presupune ci gazul este saturat.
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1.5.8.1.

1.5.8.2.

2.1.

Presiunea de vapori se calculeazd prin ecuatia:

W RT
=X —
P vV M
unde:
p = presiunea de vapori (Pa)
W = masa de substanta de testat evaporati (g)
V= volumul de gaz saturat (m?)
R = constanta universali a gazelor 8,314 (J mol™ K ™)
T = temperatura (K)
M = masa molari a substantei de testat (g mol™)

Volumele misurate trebuie si fie corectate cu privire la diferentele de presiune si temperaturd intre debitmetru si
coloana de saturatie.

Metoda rotorului
Principiu

Aceastd metodd foloseste un indicator de viscozitate cu rotor, in care elementul de misurare este o bild mici de
otel, suspendatd Intr-un camp magnetic, care se roteste ca urmare a rotirii cdmpurilor magnetice (26)(27)(28).
Bobinele de control permit masurarea vitezei de rotire. Cand bila a atins o vitezd de rotatie datd, de reguld apro-
ximativ 400 de rotatii pe secundd, se opreste alimentarea bobinelor si are loc o decelerare datorati frecdrii cu mo-
leculele de gaz. Sciderea vitezei de rotatie este masuratd in functie de timp. Presiunea gazului este calculatd din
incetinirea miscarii bilei de otel, care este dependentd de presiune. Intervalul recomandat este 107*- 0,5 Pa.

Aparaturd

O schitd a configuratiei experimentale este ilustratd in figura 11. Capul de masurare este introdus intr-o incinti cu
temperaturd constantd, reglatd cu o abatere de 0,1 °C. Recipientul continand esantionul este plasat intr-o incintd
separatd, de asemenea reglatd cu o abatere de 0,1 °C. Toate celelalte parti ale configuratiei sunt mentinute la o tem-
peraturd mai inaltd, pentru a preveni condensarea. Intregul aparat este conectat la un sistem de vid avansat.

Figura 11
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e
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/] ) ;
— /] . o S
D
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in oricare metoda, presiunea de vapori se determini la cel putin doud temperaturi diferite. Este de preferat s se
foloseascd trei sau mai multe temperaturi, in intervalul 0-50 °C, pentru a verifica linearitatea curbei presiunii de
vapori. In cazul metodei prin efuziune (celula Knudsen si termogravimetria izotermald) si a metodei gazului satu-
rat, pentru intervalul de temperaturd se recomandd 120-150 °C, in loc de 0-50 °C.
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2.2.

RAPORT DE TESTARE

Raportul de testare include urmatoarele date:

— metoda folosita;

—  specificatiile precise ale substantelor (identitate si impuritdti) si etapa de purificare preliminard, dupd caz;

— cel putin doud valori ale presiunii de vapori la temperaturi diferite — de preferinta trei sau mai multe — pentru
intervalul 0-50 °C (sau 120-150 °C);

— cel putin una dintre temperaturi trebuie si fie egald cu mai micd de 25 °C, daci este posibil din punct de vedere
tehnic, in functie de metoda aleas;

— toate datele originale;

— o curbd log p in functie de 1/T;

— o estimare a presiunii de vapori la 20 sau 25 °C.

Daci se observi o transformare (schimbarea de stare, descompunere), se consemneazad urmditoarele date:
— natura modificarii;

— temperatura la care are loc transformarea corectatd la presiune atmosferici;

—  presiunea de vaporila 10 si 20 °C sub temperatura de tranzitie si la 10 si 20 °C peste aceastd temperaturd (in
afara cazului in care tranzitia este de la solid la gaz).

Se consemneazd toate informatiile si observatiile relevante pentru interpretarea rezultatelor, in special cele privi-
toare la impuritdti §i starea fizicd a substantei.
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Apendice

Metoda estimirii

INTRODUCERE
Valorile estimate ale presiunii de vapori pot fi folosite:
— pentru a stabili care metodd experimentald este cea optimd;

— pentru a furniza o estimare sau o valoare limitd in cazul in care metoda experimentald nu poate si fie aplicatd din cauza
unor probleme tehnice.

METODA ESTIMARII

Presiunea de vapori a solidelor si lichidelor poate fi estimata folosind corelatia Watson modificatd (a). Singura datd experi-
mentald necesard este punctul de fierbere in conditii normale. Metoda este aplicabild pentru intervalul de presiune de la
10° Pala 107° Pa.

Informatii detailate asupra metodei se gdsesc in ,Handbook of Chemical Property Estimation Methods” (Manual de metode
de estimare a proprietdtilor substantelor) (b). A se vedea si OECD Environmental Monograph nr. 67 (c).

METODA DE CALCUL

Presiunea de vapori este calculatd dupi relatia:

T m
-]
AH
Inp =—|1- - 2m(3 - 2—) In—
AZ,RT, T T, T,
Tb
unde:
T = temperatura care intereseaza
Ty = punct de fierbere in conditii normale
Pyp = presiunea de vapori la temperatura T
AHy, = cildura de vaporizare
AZ, = factor de compresibilitate (este estimat la 0,97)
m = factor empiric depinzand de starea fizici la temperatura T
in continuare,
AH

vb

=K,(8,75+R1InT,)
Tb

unde Kj este un factor empiric dependent de polaritatea substantei. Pentru unele tipuri de compusi, factorii Ky sunt enume-
rati in referinta bibliograficd (b).

Adesea, existd date disponibile pentru punctul de fierbere la presiune redusd. In asemenea situatii, presiunea de vapori se
calculeazd conform relatiei:

AH,, T\"T, T\ T
InP, ~InP, + 1-3-2—] 2-am3-2—] n—
" AZ,RT, T T T T,

unde T, este punctul de fierbere la presiunea redusa P,.
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RAPORT

in cazul in care se foloseste metoda estimarii, raportul de testare cuprinde o documentatie cuprinzitoare a calculului utilizat.
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(b) Lyman, W.J., Reehl, W.F,, Rosenblatt, D.H. (1982). Handbook of Chemical Property Estimation Methods, McGraw-Hill.

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

1.2

1.3.

1.4.

ANEXA II

A.22. DIAMETRU MEDIU GEOMETRIC PONDERAT PE LUNGIME AL FIBRELOR

METODA

INTRODUCERE

Aceastd metodd descrie procedura de masurare a diametrului mediu geometric ponderat pe lungime (LWGMD)
al Fibrelor Minerale Artificiale (FMA) in vrac. In masura in care LWGMD al populatiei are o probabilitate de 95 %
de a fi cuprins intre limitele de incredere la 95 % (LWGMD # doud erori standard) din esantion, valoarea rapor-
tatd (rezultatul testdrii) va fi limita de incredere inferioard procentului de 95 % din esantion (adici LWGMD - 2
erori standard). Aceastd metoda se bazeazd pe actualizarea (iunie 1994) unui proiect de procedurd industriald a
HSE asupra cdruia s-a convenit cu ocazia unei reuniuni intre ECFIA si HSE, care a avut loc la Chester la 26 sep-
tembrie 1993, si care a fost elaborat pentru si pe baza unui al doilea test interlaboratoare (1, 2). Aceastd metodd
de masurare poate fi utilizatd pentru a caracteriza diametrul fibrelor care intrd in alcituirea substantelor sau a
produselor in vrac ce contin FMA-uri, inclusiv fibre ceramice refractare (FCR), fibre vitroase artificiale (FVA), fibre
cristaline si policristaline.

Ponderarea pe lungime reprezintd o metodd de compensare a efectelor asupra distributiei diametrului cauzate de
spargerea fibrelor lungi in timpul esantiondrii sau manipuldrii materialului. Statistica geometric (media geome-
tricd) este utilizatd pentru a masura distributia diametrelor FMA-urilor, avand in vedere cd distributiile acestor
diametre sunt in general apropiate de distributia log-normala.

Masurarea lungimii si a diametrului este o operatiune fastidioasa si de duratd, insd, dacd se misoard doar acele
fibre care intrd in contact cu o linie infinit de subtire a cAmpului vizual al unui MEB (microscop electronic cu
baleiaj), atunci probabilitatea de a selectiona o fibrd datd este proportionald cu lungimea sa. Avand in vedere cd
aceastd metodd ia in considerare lungimea la efectuarea calculelor de ponderare pe lungime, singura masura-
toare necesard este diametrul si LWGMD-2SE poate fi calculat conform descrierii.

DEFINITII

Particuld: Un obiect al cdrui raport lungime/litime este mai mic de 3:1.

Fibra: Un obiect al cdrui raport lungime/latime (raport de aspect) este de cel putin 3:1.

DOMENIUL SI LIMITELE DE APLICARE

Metoda este conceputd pentru a analiza distributia diametrelor avand un diametru mediu cuprins intre 0,5 pm
si 6 pm. Diametrele mai mari pot fi masurate cu ajutorul unor grosismente inferioare ale MEB, insad aceastd
metodd va fi din ce in ce mai limitatd, pe masurd ce distributiile fibrelor devin mai fine. In aceasti situatie, se
recomandd efectuarea de masuratori cu ajutorul unui microscop electronic cu transmisie (MET), dacd diametrul
mediu este mai mic de 0,5 pm.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Un numdr de esantioane reprezentative sunt prelevate din fibre de tesdturd sau din fibre destrdmate in vrac. Lun-
gimea fibrelor in vrac este redusa printr-o procedurd de zdrobire, apoi se disperseazd in apa un subesantion repre-
zentativ. Un numdr de alicote sunt extrase si filtrate cu ajutorul unui filtru din policarbonat cu un diametru al
porilor de 0,2 pm, inainte de a fi pregitite spre examinare cu ajutorul tehnicilor de microscopie electronicd cu
baleiaj (MEB). Diametrele fibrelor sunt masurate utilizdndu-se un grosisment al ecranului de cel putin x 10 000 (*)
cu ajutorul unei esantiondri liniare, astfel incat s se obtind o estimare impartiald a diametrului mediu. Intervalul
de incredere mai mic de 95 % (bazat pe un test unilateral) se calculeazd pentru a obtine o estimare a valorii mi-
nime a diametrului mediu geometric al fibrelor materialului.

(') Aceastd valoare de grosisment este indicatd pentru fibrele de 3 pm. Pentru fibrele de 6 pm, un grosisment de x 5 000 poate fi mai potrivit.
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DESCRIEREA METODEI DE TESTARE
Sigurantd/precautii

Este necesar si se reducd la minimum expunerea personalului la fibre in suspensie in atmosferd, precum si s se
utilizeze o hotd sau o cutie cu mdnusi in timpul manipularii fibrelor. Trebuie efectuate controale periodice pri-
vind expunerea personalului, pentru a determina eficacitatea metodelor de control. In timpul manipuldrii FMA-
urilor, personalul trebuie si poarte minusi de unici folosintd pentru a reduce iritatia pielii si pentru a preveni
contaminarea incrucisatd.

Aparaturi/echipamente

—  Prese §i matrite (capabile sd producd 10 MPa).

—  Filtre din policarbonat cu pori capilari de 0,2 pm (diametru de 25 mm).

—  Filtru din membrand de ester de celuloza cu pori de 5 pm destinat utilizdrii ca filtru secundar.

—  Aparat de filtrare din sticld (sau sisteme de filtrare de unici folosintd) concepute pentru filtre cu diametrul
de 25 mm (de exemplu trusd de microanaliza din sticld Millipore, tip nr. XX10 025 00).

— Apd proaspat distilatd si filtratd cu ajutorul unui filtru cu pori de 0,2 pm pentru indepdrtarea
microorganismelor.

—  Pulverizator catodic cu anticatod din aur sau din aur/paladiu.

—  Microscop electronic cu baleiaj cu o rezolutie capabild si coboare pand la 10 nm si s functioneze la un
grosisment de x 10 000.

— Diverse: spatule, lami de scalpel de tip 24, pensete, tuburi MEB, adeziv sau bandd adeziva cu carbon, argint
coloidal.

—  Sondi cu ultrasunete sau baie de ultrasunete de laborator.

—  Prelevator sau sondd, pentru prelevarea de esantioane din tesitura de FMA.
Procedura de testare

Esantionare

Pentru tesdturi si plici, se utilizeazd un prelevator sau o sondd de 25 mm pentru prelevarea de esantioane din
sectiunea transversald. Prelevirile trebuie si fie efectuate la intervale identice pe toatd latimea unei mici lungimi
din tesaturd sau si fie colectate din zone aleatorii, dacd sunt disponibile lungimi mari ale tesdturii. Acelasi echi-
pament poate fi utilizat pentru a preleva esantioane aleatorii din fibre destrimate. Daci este posibil, trebuie pre-
levate sase esantioane, pentru a reflecta variatiile spatiale din materialul in vrac.

Cele sase esantioane trebuie zdrobite intr-o matritd cu un diametru de 50 mm la 10 MPa. Materialul trebuie ames-
tecat cu spatula si presat din nou la 10 MPa. Materialul este apoi indepartat din matritd si depozitat intr-o sticld
inchisd ermetic.

Pregdtirea esantionului

Daci este necesar, liantii organici pot fi eliminati prin introducerea fibrei intr-un cuptor la 450 °C timp de apro-
ximativ o ord.

Se recomanda utilizarea conurilor pentru delimitare i impartirea in sferturi pentru a subdivide esantionul (aceastd
operatiune trebuie efectuatd in interiorul unei incinte cu pulberi).

Cu ajutorul unei spatule, adiugati o cantitate mica (< 0,5 g) din esantion in 100 ml de apa proaspit distilatd care
a fost filtratd printr-un filtru cu membrana de 0,2 pm (pot fi utilizate si alte surse de apa ultra purd, cu conditia
ca acestea si fie de o calitate satisficitoare). Dispersati atent cu ajutorul unei sonde cu ultrasunete care functio-
neazd la 100 W si care este reglatd pentru a produce cavitatie. (Dacd nu dispuneti de o sondd, utilizati urmdtoa-
rea metodd: agitati si rasturnati de mai multe ori, timp de 30 de secunde; lansati ultrasunete intr-o baie cu
ultrasunete de laborator timp de cinci minute; apoi agitati si rasturnati de mai multe ori, timp de alte 30 de
secunde.)
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1.5.3.4.

1.5.3.4.1.

Imediat dupd dispersia fibrei, indepartati un anumit numadr de alicote (de exemplu trei alicote de 3, 6 si 10 ml)
utilizdnd o pipetd cu gurd largd (cu o capacitate de 2-5 ml).

Filtrati sub vid fiecare alicotd cu ajutorul unui filtru din policarbonat de 0,2 pum sustinut de un filtru secundar
MEC cu pori de 5 pm, utilizdnd o palnie de filtrare din sticld de 25 mm cu un rezervor clindric. O cantitate de
aproximativ 5 ml de apa distilata filtrata trebuie introdusd in palnie, urmand ca alicota si fie pipetatd incet in
apd, mentinand totodatd varful pipetei sub menisc. Pipeta si rezervorul trebuie clitite bine dupd pipetare, deoarece
fibrele fine au tendinta de a se localiza mai ales la suprafata.

Indepartati atent filtrul si separati-I de filtrul secundar inainte de a-l depune intr-un recipient pentru a se usca.

Decupati un sfert sau o jumdtate din sectiunea de depozit filtrat cu o lama de scalpel de tip 24 printr-o miscare
oscilatorie. Fixati atent sectiunea decupatd pe placa unui MEB cu ajutorul unui bande adezive sau al unui adeziv
cu carbon. Argintul coloidal trebuie aplicat in cel putin trei pozitii diferite pentru a imbundtati contactul electric
la marginile filtrului si ale plicii. Dupd uscarea lipiciului/argintului coloidal, pulverizati catodic aproximativ
50 nm de aur sau de aur/paladiu pe suprafata depozitului.

Calibrarea si functionarea MEB
Calibrarea

Calibrarea MEB trebuie verificatd cel putin o datd pe siptiménd (la modul ideal o datd pe zi) cu ajutorul unei
grile de calibrare omologatd. Valorile de calibrare trebuie comparate cu o normd omologati si, in cazul in care
valoarea mdsuratd (MEB) se situeazd in afara plajei de + 2 % din valoarea omologatd, calibrarea MEB trebuie
ajustatd si verificatd din nou.

MEB trebuie si ofere cel putin o rezolutie cu un diametru minim vizibil de 0,2 pm, utilizdnd o matrice de pre-
levare reald si un grosisment de x 2 000.

Functionarea

MEB trebuie utilizat la un grosisment de 10 000 (*) in conditii care oferd o bund rezolutie §i 0 imagine accep-
tabild la viteze de baleiaj reduse de, spre exemplu, 5 secunde per cadru. Desi cerintele de functionare ale diferi-
telor MEB-uri pot fi diferite, este necesar ca, in general, pentru a obtine cea mai bund vizibilitate i rezolutie
posibile cu materiale prezentdnd o masd atomicd relativ scizutd, sd se utilizeze tensiuni de accelerare intre
5-10 keV cu o dimensiune redusi a spotului si o distantd micd de lucru. Avand in vedere ci se realizeazi o tra-
versare liniard, este necesar sd se utilizeze o inclinare de 0° pentru a reduce la minimum refocalizarea sau, dacd
MEB-ul prezintd o fazd eucentricd, trebuie si se utilizeze distanta de lucru eucentrici. Un grosisment inferior
poate fi utilizat dacd materialul nu contine fibre mici si dacd diametrele fibrelor sunt mari (> 5 pm).

Dimensionare
Examinare la un grosisment redus pentru a analiza esantionul

Initial, esantionul trebuie examinat la un grosisment redus pentru a identifica existenta unei aglutinari de fibre
mari §i pentru a determina densitatea fibrei. In cazul formarii unei aglutindri excesive, se recomanda pregatirea
unui nou esantion.

Pentru a garanta acuratefea datelor statistice, este necesar si se misoare un numar minim de fibre. O densitate
mare a fibrelor poate parea de dorit, deoarece examinarea cimpurilor goale necesita timp si nu aduce nicio con-
tributie in ceea ce priveste analiza. Cu toate acestea, dacd filtrul este supraincircat, masurarea tuturor fibrelor
mdsurabile devine dificild si, avand in vedere i fibrele mici pot fi ascunse de altele mai mari, ele sunt suscepti-
bile de a nu fi observate.

O densitate superioard a fibrelor, de 150 de fibre per milimetru de traversare liniard, poate antrena o supraesti-
mare a LWGMD. Pe de altd parte, concentratiile reduse de fibre vor duce la cresterea timpului necesar efectudrii
analizei. Este adesea mai eficient din punctul de vedere al costurilor si se pregiteascd un esantion cu o densitate
a fibrei apropiatd de valoarea optimald, decat sd se insiste in ceea ce priveste numdrarea filtrelor cu concentratii
reduse. Densitatea optimd de fibre trebuie sd ofere 0 medie de aproximativ una sau doud fibre numdrabile per
campuri vizuale la un grosisment de 5 000. Cu toate acestea, densitatea optimd va depinde de dimensiunea
(diametrul) fibrelor, fiind asadar necesar ca operatorul s se bazeze pe experienta acumulatd atunci cand decide
dacd densitatea fibrei este sau nu aproape de valoarea optima.

(') Pentru fibrele de 3 pm, a se vedea nota precedentd.
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Ponderarea pe lungime a diametrelor fibrelor

Numai fibrele care ating (sau intersecteazd) o linie (infinit) subtire trasatd pe ecranul MEB sunt numdrate. Din acest
motiv, trebuie sd se traseze o linie orizontald (sau verticald) de-a lungul centrului ecranului.

De asemenea, este posibil si se fixeze un punct unic in centrul ecranului i sd se procedeze la un baleiaj continuu
intr-o singurd directie de-a lungul filtrului. Diametrul fiecdrei fibre, al carei raport de aspect depaseste 3:1 si care
atinge sau intersecteazd acest punct, trebuie mdsurat si inregistrat.

Dimensionarea fibrei

Se recomandd masurarea a minimum 300 de fibre. Fiecare fibrd este masuratd o singurd datd la punctul de inter-
sectare cu linia sau punctul trasat pe imagine (sau in apropierea punctului de intersectare, dacd marginile fibrei
sunt ascunse). Dacd este vorba de fibre care prezintd sectiuni transversale neuniforme, trebuie sa se recurgd la o
mdsurdtoare reprezentand diametrul mediu al fibrei. Trebuie sd se acorde o atentie deosebitd definirii marginii si
mdsurdrii distantei celei mai scurte dintre marginile fibrei. Dimensionarea se poate realiza on-line sau off-line,
utilizandu-se imagini sau fotografii stocate. Se recomanda utilizarea sistemelor semiautomate de masurare a ima-
ginii, care descarcd datele direct pe o foaie de calcul, deoarece acestea permit si se castige timp, duc la eliminarea
erorilor de transcriere si la automatizarea calculelor.

Extremitatile fibrelor lungi trebuie verificate la un grosisment redus, pentru a garanta ci acestea nu revin in cim-
pul vizual in care se efectueazd masuritoarea si cd sunt masurate o singurd datd.

DATE

PRELUCRAREA REZULTATELOR

in general, diametrele fibrelor nu au o distributie normald. Cu toate acestea, prin efectuarea unei transformari
log, este posibild obtinerea unei distributii apropiate de cea normala.

Calculati media aritmeticd (InD mediu) si deviatia standard (DS,,;,) a logaritmului in raport cu valorile de baza
(InD) ale diametrelor celor n fibre (D).

TInD
n (1)

mediu InD =

2(InD - mediu InD) ?

DS, = _— 2
InD n-1 ( )

Deviatia standard se imparte la ridicina patratd a numarului de masuritori (n) pentru a obtine eroarea standard
(ESInD)'

DS
SElnD - T (3)
n
Scadeti de doud ori eroarea standard din medie si calculati exponentiala acestei valori (media minus doud erori

standard) pentru a obtine media geometricd minus doud erori standard geometrice.

LWGMD — 2SE = e(n‘lediu lnD72SEInd)
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3. RAPORTAREA

RAPORT DE TESTARE
Raportul de testare trebuie s includi cel putin urmatoarele informatii:
— Valoarea LWGMD-2ES.

— Toate deviatiile si, in special, cele care riscd sa afecteze precizia sau acuratetea rezultatelor, precum si jus-
tificarile pertinente.
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ANEXA 111

B.46. IRITATIA CUTANATA IN VITRO: TEST PE MODEL DE EPIDERMA UMANA RECONSTRUITA

METODA

INTRODUCERE

Iritatia cutanatd se referd la producerea unor leziuni reversibile ale pielii in urma aplicdrii unei substante testate
timp de pand la 4 ore [conform definitiei din Sistemul global armonizat de clasificare si etichetare a substantelor
chimice (GHS) al Natiunilor Unite](1). Aceastd metoda de testare asigurd o procedurd in vitro care, in functie de
necesarul de informatii, poate permite determinarea riscului substantelor de a produce iritatii cutanate ca test sub-
stitutiv de sine statdtor in cadrul unei strategii de testare, printr-o abordare avand la baza forta probanti a date-

lor (2).

Evaluarea iritatiei cutanate implicd in mod obignuit utilizarea animalelor de laborator (a se vedea metoda B.4)(3).
In ceea ce priveste preocupdrile legate de bunistarea animalelor, metoda B.4 permite determinarea
coroziuniifiritatiei cutanate prin aplicarea unei strategii de testare secventiald, folosind metode in vitro si ex vivo
validate, evitindu-se astfel durerea si suferinta animalelor. Pentru partea privind corozivitatea din cadrul stra-
tegiei de testare secventiald B.4, sunt utile trei metode de testare sau indicatii orientative de testare in vitro vali-
date, B.40, B.40bis si TG 435 (4,5,6).

Aceastd metodd de testare se bazeazd pe modele de epidermd umand reconstruitd, al caror design global (utiliza-
rea de keratinocite de provenientd umani ca celule-sursd, tesut reprezentativ si citoarhitecturd) copiazad
indeaproape proprietitile biochimice si fiziologice ale partii superficiale a pielii umane, i anume epiderma. Pro-
cedura descrisd in cadrul prezentei metode de testare permite identificarea riscurilor pe care le prezintd substan-
tele iritante in conformitate cu categoria 2 din GHS al Natiunilor Unite. Prezenta metoda de testare include, de
asemenea, un set de standarde de performantd pentru evaluarea metodelor similare §i modificate de testare bazate
pe epidermd umand reconstruitd (7).

Au fost efectuate studii de prevalidare, optimizare si validare pentru doud metode de testare in vitro (8, 9, 10, 11,
12,13, 14,15, 16, 17), disponibile sub denumirea comerciald de EpiSkin™ si EpiDerm™, care folosesc modele
de epidermd umand reconstruitd. Aceste referinte au la bazd R 38. Anumite aspecte legate de recalculare in scopul
GHS sunt abordate in cadrul referintei bibliografice 25. Metodele cu performante echivalente cu EpiSkin™
(metoda de referintd validatd 1) se recomandd ca metodd de testare de sine stdtitoare de substituire a testului in
vivo pe iepuri pentru clasificarea substantelor iritante din categoria 2 a GHS. Metodele cu performante echiva-
lente cu EpiDerm™ (metoda de referinti validat 2) se recomandi numai ca metod screening de testare sau ca
parte a unei strategii de testare secventiald cu o abordare avand la bazd forfa probantd a datelor, pentru clasifi-
carea substantelor iritante din categoria 2 GHS. Inainte ca un test in vitro propus pentru iritatia cutanati pe baza
unui model de epidermd umana reconstruitd si poatd fi utilizat in scopul reglementarii, trebuie stabilite fiabili-
tatea, relevanta (precizia) si limitele sale de utilizare in scopul propus, in vederea asigurdrii comparabilititii aces-
tuia cu metoda de referintd validatd 1, in conformitate cu standardele de performanta stabilite in cadrul prezentei
metode de testare (apendice).

in conformitate cu cerintele prezentei metode de testare, au fost validate alte doud metode de testare in vitro cu
epidermd umand reconstruitd, iar acestea duc la obtinerea unor rezultate similare cu cele ale metodei de referintd
validate 1 (18). Acestea sunt metoda de testare EpiDerm™ modificatd (metoda de referingd 2 modificatd) si
metoda de testare SkinEthic RHE™ (metoda similard sau ,me-too” 1).

DEFINITII
In cadrul prezentei metode de testare se aplici urmatoarele definiii:

Precizie: Gradul de apropiere dintre rezultatele metodei de testare si valorile de referintd acceptate. Aceasta con-
stituie una dintre caracteristicile de performanta ale metodei de testare si unul dintre aspectele relevantei aces-
teia. Termenul este adesea utilizat in paralel cu termenul sinonim ,.concordantd”, pentru a desemna proportia de
rezultate corecte ale unei metode de testare.

Substantd de control al lotului: Substantd etalon care produce un rispuns de viabilitate celulard medie al
tesutului.
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Viabilitate celulard: Parametru care misoard activitatea totald a unei populatii celulare, de exemplu capacitatea
dehidrogenazelor mitocondriale celulare de a reduce colorantul vital MTT [bromurd de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazoliu, albastru de tiazolil], care, in functie de efectul masurat si de tipul testului utilizat, se core-
leazd cu numarul total sifsau vitalitatea celulelor vii.

ETs,: Perioada de expunere necesard pentru a reduce viabilitatea celulard cu 50 % la aplicarea substantei marker
cu o concentratie specificd fixd; a se vedea, de asemenea, ICs,,.

Rati de rezultate fals negative: Proportia tuturor substantelor pozitive identificate in mod fals de 0 metoda de
testare ca fiind negative. Acesta este unul dintre indicatorii de performantd ai metodei de testare.

Ratd de rezultate fals pozitive: Proportia tuturor substantelor negative (inactive) care sunt identificate in mod
fals ca fiind pozitive. Acesta este unul dintre indicatorii de performanti ai metodei de testare.

Doz infinitd: Cantitate de substantd testatd aplicatd pe piele care depdseste cantitatea necesard pentru acope-
rirea completd si uniforma a suprafetei pielii.

GHS (Sistemul global armonizat de clasificare si etichetare a substantelor chimice): Un sistem care pro-
pune clasificarea substantelor si amestecurilor in functie de tipuri si niveluri standardizate de riscuri fizice, riscuri
pentru sdndtate si riscuri pentru mediu, care elaboreazd elemente de comunicare corespunzitoare, de exemplu
pictograme, cuvinte de avertizare, fraze de pericol, fraze de securitate si fise tehnice de sigurantd, pentru a trans-
mite informatii privind efectele adverse ale acestora, in scopul protejdrii populatiei (inclusiv a angajatorilor, a
lucritorilor, a transportatorilor, a consumatorilor si a serviciilor de urgentd) si a mediului (1) si care a fost imple-
mentat in cadrul UE in Regulamentul (CE) nr. 1272/2008.

IC;,: Concentratia la care o substantd marker reduce viabilitatea tesutului cu 50 % (IC5,) dupd o perioada fixd de
expunere; a se vedea, de asemenea, ETs,,.

Standarde de performantid: Standarde bazate pe o metodd de referintd validatd, care permit evaluarea compa-
rabilititii unei metode de testare propuse similare din punct de vedere al mecanismului si din punct de vedere
functional. Sunt incluse: I. componentele esentiale ale metodei de testare; I1. o listd minimald de substante de refe-
rintd selectate dintre substantele utilizate pentru a demonstra performantele acceptabile ale metodei de referintd
validate; si III. nivelurile comparabile de precizie si fiabilitate, pe baza rezultatelor obtinute in cazul metodei de
referintd validate, care trebuie obtinute de metoda de testare propusi in momentul evaludrii sale pe baza listei
minimale de substante de referinta.

Fiabilitate: Mdsura in care o metoda de testare poate fi reprodusd in timp, in acelasi laborator sau in laboratoare
diferite, folosind acelasi protocol. Aceasta se evalueazd prin calcularea reproductibilitdtii in acelasi laborator sau
intre laboratoare.

Sensibilitate: Proportia tuturor substantelor pozitive/active clasificate corect in urma testului. Acesta permite
madsurarea preciziei unei metode de testare care conduce la rezultate clasificabile in categorii §i constituie un
aspect important in evaluarea fiabilitdtii unei metode de testare.

Specificitate: Proportia tuturor substantelor negative/inactive clasificate corect in urma testului. Acesta permite
mdsurarea preciziei unei metode de testare care conduce la rezultate clasificabile in categorii si constituie un
aspect important in evaluarea fiabilitatii unei metode de testare.

Iritatie cutanatd: Producerea de leziuni reversibile ale pielii in urma aplicdrii unei substante testate timp de pand
la 4 ore. Iritatia cutanatd este o reactie locald, neimunogend, care apare la scurt timp dupa stimulare (24). Prin-
cipala sa caracteristicd este procesul reversibil care implicd reactii inflamatorii si majoritatea semnelor clinice ca-
racteristice iritatiei (eritem, edem, prurit si durere) asociate unui proces inflamator.

DOMENIUL SI LIMITELE DE APLICARE

Una dintre limitele testelor pe model de epiderma umana reconstruitd cuprinse in aceastd metoda de testare este
aceea cd ele permit clasificarea substantelor chimice ca substante iritante pentru piele numai conform categoriei
2 din GHS al Natiunilor Unite. Deoarece acestea nu permit clasificarea substantelor in categoria 3 optionald, dupd
cum este definit in GHS al Natiunilor Unite, toate celelalte substante nu vor fi clasificate (nicio categorie). in func-
tie de nevoile de reglementare si de posibilitatea includerii ulterioare a unor noi criterii de evaluare, a ameliorarii
sau dezvoltdrii unor noi metode similare (me-too), poate fi necesara revizuirea prezentei metode de testare.

Prezenta metoda de testare permite identificarea riscurilor reprezentate de substantele iritante monocomponente
(19), dar nu furnizeaza informatii adecvate privind coroziunea cutanatd. Gazele si aerosolii nu se pot testa, iar
amestecurile nu au fost incd evaluate in cadrul unui studiu de validare.
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PRINCIPIUL METODEI

Substanta testatd se aplicd local pe un model tridimensional de epidermad umand reconstruitd, compus din kera-
tinocite normale derivate din epiderma umana si cultivate pentru a forma un model multistratificat extrem de
diferentiat de epidermd umand. Modelul constd intr-un strat bazal, intr-un strat spinos si intr-un strat granular
organizate, precum si intr-un strat cornos (stratum corneum) multistratificat care contine straturi lipidice lamelare
intercelulare a ciror dispunere este similard celei observate in vivo.

Principiul testului pe model de epidermd umana reconstruitd se bazeazd pe ipoteza cd substantele iritante sunt
capabile sd penetreze stratul cornos prin difuziune si sunt citotoxice pentru celulele din straturile inferioare. Via-
bilitatea celulard se masoard prin conversia de citre dehidrogenaze a colorantului vital MTT [bromura de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu, albastru de tiazolil; numdr EINECS 206-069-5, numdr CAS 298-93-1)]
intr-o sare de formazan de culoare albastra care poate fi masuratd cantitativ dupi ce a fost extrasa din tesut (20).
Substantele iritante sunt identificate pe baza capacititii acestora de a reduce viabilitatea celulard sub pragurile
stabilite (si anume < 50 % pentru substantele iritante din categoria 2 din GHS al Natiunilor Unite). Substantele
pentru care viabilitatea celulard rezultatd este superioard pragului stabilit nu vor fi clasificate (si anume > 50 %,
nicio categorie).

Sistemele de modele de epidermd umana reconstruitd pot fi utilizate pentru testarea substantelor solide, lichide,
semisolide si a cerurilor. Lichidele pot fi apoase sau neapoase; solidele pot fi solubile sau insolubile in apa. in
madsura in care este posibil, solidele trebuie testate sub forma de pulbere find. Deoarece validarea sistemelor de
teste pe model de epidermd umana reconstruitd a inclus 58 de substante atent selectionate, reprezentand o gama
larga de clase de substante chimice, se estimeaza cd metodele sunt general aplicabile pentru toate clasele de sub-
stante chimice (16). Validarea include 13 substante iritante din categoria 2 a GHS. Trebuie mentionat faptul ci
acizii necorosivi, bazele, sdrurile si alte substante anorganice nu au fost incluse in studiul de validare, iar unele
categorii cunoscute de substante organice iritante, precum hidroperoxizii, fenolii si surfactantii, nu au fost incluse
sau au fost incluse numai in mdsurd limitatd.

DEMONSTRAREA PERFORMANTELOR

fnainte de utilizarea sistematici a unei metode validate conforme cu prezenta metodi de testare, este posibil ca
laboratoarele si doreascd si demonstreze performantele sale tehnice, utilizind cele zece substante recomandate
in tabelul 1. in cadrul prezentei metode de testare, categoria 3 optionald din GHS al Natiunilor Unite nu cores-
punde niciunei categorii. In cazul noilor metode de testare similare (me-too) elaborate conform prezentei metode
de testare, care sunt similare din punct de vedere structural si functional cu metodele de referinta validate, sau in
cazul modificarilor aduse metodelor validate, trebuie utilizate standardele de performanta descrise in apendicele
la prezenta metodd de testare pentru a demonstra cd noua metodd are o fiabilitate §i o precizie comparabile cu
cele ale metodei validate, inainte de a fi utilizatd pentru testare in scopul reglementarii.

Tabelul 1
Substante de verificare care constituie un subansamblu al substantelor de referinti enumerate in
apendice
Substanta Numdirul CAS Scorul in vivo Starea fizicd Categoria GHS
Acid naftilacetic 86-87-3 0 S Nicio cat.
[zopropanol 67-63-0 0,3 L Nicio cat.
Stearat de metil 112-61-8 1 S Nicio cat.
Butirat de heptil 5870-93-9 1,7 L Cat. 3 optionald
Salicilat de hexil 6259-76-3 2 L Cat. 3 optionald
Ciclamenaldehida 103-95-7 2,3 L Cat. 2
1-bromhexan 111-25-1 2,7 L Cat. 2
Metacrilat de butil 97-88-1 3 L Cat. 2
1-metil-3-fenil-1-piperazind 5271-27-2 3,3 S Cat. 2
Heptanal 111-71-7 4 L Cat. 2

DESCRIEREA METODEI

Descriem in continuare componentele si procedurile testului pe model de epiderma umand reconstruitd pentru
evaluarea iritatiei cutanate. Modelul de epidermd umana reconstruitd poate fi construit, preparat sau obtinut pe
cale comerciald (de exemplu EpiSkin™, EpiDerm™ si SkinEthic RHE™). Protocoalele standard ale metodei de
testare pentru EpiSkin™, EpiDerm™ si SkinEthic RHE™ pot fi obtinute de la [http:|/ecvam.jrc.ec.europa.cu] (21,
22, 23). Testarea trebuie efectuatd in conformitate cu urmdtoarele aspecte:
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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.

Componentele modelului de epidermd umani reconstruita
Conditii generale ale modelului

Pentru constructia epiteliului trebuie utilizate keratinocite umane normale. Sub stratul cornos functional trebuie
sd existe straturi multiple de celule epiteliale viabile (stratul bazal, stratul spinos, stratul granulos). Stratul cornos
trebuie sd fie multistratificat si sd prezinte profilul lipidic esential pentru a forma o barierd functionald robustd
care sa reziste la penetrarea rapidd a substantelor marker citotoxice, de exemplu dodecilsulfat de sodiu (SDS) sau
Triton X-100. Bariera functionald trebuie evaluata fie prin stabilirea concentratiei la care substanta marker reduce
viabilitatea celulard cu 50 % (IC5,) dupd o perioadi fixd de expunere, fie prin stabilirea perioadei de expunere
necesare pentru a reduce viabilitatea celulard cu 50 % (ET,) la aplicarea substantei marker cu o concentratie spe-
cificd fixd. Etanseitatea modelului trebuie s3 prevind trecerea substantei dincolo de stratul cornos citre tesutul
viabil, ceea ce ar duce la o slabd modelizare a expunerii pielii. Modelul de epiderma nu trebuie sa fie contaminat
cu bacterii, virusuri, micoplasmi sau ciuperci.

Conditii functionale ale modelului
Viabilitatea

Testul recomandat pentru stabilirea viabilitatii este MTT (20). Densitatea opticd (DO) a colorantului (solubilizat)
extras din tesutul tratat cu substantd negativa de control (NC) trebuie si fie de cel putin 20 de ori mai mare decat
DO a solventului de extractie. Trebuie documentat faptul ci tesutul tratat cu substantd negativa de control este
stabil in culturd (prezintd masurdtori similare ale viabilitdtii) pe durata perioadei de expunere la testare.

Functia de barierd

Stratul cornos si compozitia lipidicd a acestuia trebuie si fie suficiente pentru a rezista la penetrarea rapida a sub-
stantelor marker citotoxice, de exemplu SDS sau Triton X-100, estimatd prin IC5, sau ETs,.

Morfologia

Examinarea histologicd a pielii/epidermei reconstruite trebuie si fie efectuatd de personal calificat adecvat care
va demonstra cd modelul prezintd o structurd similard celei a pielii/epidermei umane (inclusiv stratul cornos
multistratificat).

Reproductibilitatea

Trebuie demonstratd reproductibilitatea in timp a rezultatelor metodei de testare cu un model specific, de pre-
ferat cu ajutorul unei substante (etalon) adecvate de control al lotului (a se vedea apendicele).

Controalele de calitate (CC) ale modelului

Fiecare lot de modele de epidermd utilizat trebuie sd indeplineascd anumite criterii bine definite de productie,
printre care cele mai importante sunt criteriile privind viabilitatea (punctul 1.6.1.2.1) si functia de barierd
(punctul 1.6.1.2.2). Furnizorul de modele de epiderma (sau investigatorul, atunci cand se utilizeazd un model pro-
dus intern) trebuie si stabileascd o plajd de valori acceptabile (limita superioard si cea inferioard) pentru ICs, sau
ETs,. Proprietitile de barierd ale tesuturilor trebuie verificate de laborator dupd primirea acestora. Numai rezul-
tatele obtinute pe baza unor tesuturi corespunzitoare pot fi acceptate in vederea estimdrii fiabile a efectelor iri-
tante. In continuare sunt prezentate cu titlu de exemplu plajele de valori acceptabile pentru metodele de referintd
validate.

Tabelul 2

Exemple de criterii pentru controlul calititii lotului

Limita inferioard de Media plajei de valori Limita superioard de
acceptabilitate acceptabile acceptabilitate
Metoda de referintd validatdi 1 | IC,, = 1,0 mg/ml ICs = 2,32 mg[ml IC5 = 3,0 mg/ml
(18 ore de tratament cu SDS)
Metoda de referinta validatd 2 | ET;, = 4,8 h ETs0 = 6,7 h ETs0=8,7h
(1 % Triton X100)
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.1.5.

2.1.

Aplicarea substantelor testate si a substantelor de control

Trebuie utilizat un numdr suficient de tesuturi-replicd pentru fiecare tratament si pentru controale (cel putin trei
replici pe serie). Atat in cazul substantelor lichide, cat si in cazul celor solide, trebuie aplicatd o cantitate sufici-
entd de substantd testatd pentru a acoperi uniform suprafata pielii, evitaindu-se totusi o dozd infinitd (a se
vedea 1.2 Definitii), si anume trebuie utilizat minimum 25 puL/cm? sau 25 mg/cm?. In cazul substantelor solide,
suprafata epidermei trebuie umezitd cu apa deionizatd sau distilatd inainte de aplicare, pentru a asigura un bun
contact cu pielea. In masura in care este posibil, solidele trebuie testate sub formi de pulbere find. La sfarsitul
perioadei de expunere, substanta testatd trebuie spalatd cu atentie de pe suprafata pielii, utilizind o solutie-
tampon apoasd sau NaCl de 0,9 %. In functie de modelul de epidermd umani reconstruitd utilizat, perioada de
expunere poate varia intre 15 si 60 de minute, iar temperatura de incubare poate varia intre 20 si 37 °C. Pentru
detalii, a se consulta Procedurile standard de operare pentru cele trei metode (21, 22, 23).

Pentru fiecare test trebuie utilizate simultan substante de control negative (NC) si pozitive (PC) pentru a demon-
stra cd viabilitatea (NC), functia de barierd si sensibilitatea rezultatd (PC) a tesuturilor se incadreazd in plaja istoricd
definita de valori acceptabile. Substanta PC recomandati este solutia apoasd de SDS de 5 %. Substantele NC reco-
mandate sunt apa sau solutie salind tamponati cu fosfat (PBS).

Mdsurdtori ale viabilitatii celulare

Cel mai important element al procedurii de testare este constituit de faptul ¢ masurdtorile de viabilitate celulard
nu se efectueazd imediat dupd expunerea la substantele testate, ci dupd o perioadd de incubare posttratament sufi-
cient de lungi a tesuturilor spalate in mediu proaspit. Aceastd perioadd permite atat recuperarea in urma unor
efecte slab iritante, ct si manifestarea efectelor citotoxice clare. In timpul fazei de optimizare a testului (9, 10,
11, 12, 13), o perioadi de incubare posttratament de 42 de ore s-a dovedit optimd si, prin urmare, a fost utili-
zatd pentru validarea metodelor de testare de referinta.

Testul de conversie a MTT este 0 metodd cantitativa validatd care trebuie utilizatd pentru misurarea viabilitatii
celulare. Acesta este compatibil cu o arhitecturd tridimensionald a tesutului. Mostra de piele este introdusa intr-o
solutie de MTT de concentratie adecvati (de exemplu 0,3-1 mg/ml) timp de 3 ore. Precipitatul de formazan albas-
tru este apoi extras din tesut utilizind un solvent (de exemplu izopropanol sau izopropanol acid) si concentratia
de formazan se misoard determinand densitatea opticd la 570 nm folosind o bandi de trecere de maximum
+ 30 nm.

Proprietitile optice ale substantei testate sau actiunea sa chimica asupra MTT pot interfera cu testul, conducand
la o falsd estimare a viabilitatii (deoarece substanta testatd poate impiedica, poate inversa sau poate chiar pro-
duce generarea culorii). Acest lucru se poate intampla atunci cand o anumitd substana testatd nu este complet
eliminatd de pe piele prin spalare sau atunci cand penetreaza epiderma. Dacd substanta testatd actioneazd direct
asupra MTT, daci este coloratd in mod natural sau daci se coloreazd in timpul tratamentului tesutului, trebuie
utilizate controale suplimentare pentru a detecta si corecta interferenta substantei testate cu tehnica de masurare
a viabilitatii. Pentru descrierea detaliatd a modului in care poate fi testatd direct reducerea MTT, va rugdm con-
sultati protocolul metodei de testare pentru metodele de referintd validate (21, 22, 23). Culoarea nespecifica
(NSC) datoratd acestor interferente nu trebuie si depaseascd 30 % din NC (pentru corecturi). Dacd NSC > 30 %,
se considerd cd substanta testatd este incompatibild cu testul.

Criterii de acceptabilitate ale testului

Pentru fiecare test care utilizeazd loturi valabile (a se vedea punctul 1.6.1.2.5), tesuturile tratate cu NC trebuie sd
prezinte o densitate opticd care sa reflecte calitatea tesuturilor supuse tuturor etapelor de transport si de recep-
tionare, precum si intregului protocol privind iritatia. Valorile densitatii optice a substantelor de control nu tre-
buie si fie inferioare limitelor minime istorice stabilite. in mod analog, tesuturile tratate cu PC, si anume solutie
apoasd de SDS de 5 %, trebuie sd reflecte sensibilitatea intrinsecd a tesuturilor si capacitatea acestora de rdspuns
la substanta iritantd, in conditiile fiecrui test individual (de exemplu viabilitate < 40 % pentru metoda de refe-
rintd validatd 1 si < 20 % pentru metoda de referintd validata 2). Trebuie definite valorile asociate si adecvate ale
variabilitdtii intre replicile de tesut (de exemplu, dacd deviatiile standard sunt utilizate, acestea trebuie s3 fie
< 18 %).

REZULTATE

REZULTATE

Pentru fiecare tratament trebuie raportate sub forma unui tabel rezultatele obtinute pentru fiecare mostrd de tesut
(de exemplu valorile densitatii optice si datele procentuale privind viabilitatea celulard calculate pentru fiecare
substantd testatd, inclusiv clasificarea corespunzitoare), inclusiv rezultatele obtinute in urma repetdrii experi-
mentelor, daci este cazul. In plus, trebuie raportate pentru fiecare test valorile medii + deviatia standard. Inte-
ractiunile observate cu reactivul MTT si cu substantele testate colorate trebuie raportate pentru fiecare substantd
testatd.
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2.2.

3.1.

INTERPRETAREA REZULTATELOR

Valorile densitatii optice obtinute pentru fiecare mostra a testului pot fi utilizate pentru a calcula procentul de
viabilitate relativ la substanta negativa de control, care este stabilit la 100 %. Valoarea limitd a procentului de via-
bilitate celulard pe baza cireia se face distinctia intre substantele testate iritante si cele neclasificate, precum si
procedura (procedurile) statisticd (statistice) utilizate pentru evaluarea rezultatelor si identificarea substantelor iri-
tante trebuie clar definite si documentate; de asemenea, trebuie demonstrat faptul cd acestea sunt adecvate. in
continuare sunt prezentate valorile limitd pentru estimarea efectelor iritante asociate metodelor de referintd
validate:

Substanta testatd este considerata iritantd pentru piele in conformitate cu categoria 2 din GHS al Natiunilor Unite:

(i) daca viabilitatea tesutului dupd expunere i perioada de incubare posttratament este mai micd sau egali (<)
cu 50 %.

Substanta testatd este consideratd neclasificatd:

(i) dacd viabilitatea tesutului dupd expunere si perioada de incubare posttratament este mai mare (>) de 50 %.

RAPORTAREA

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare trebuie sd contind urmdtoarele date:

Substante testate si de control:

— denumire (denumiri) chimica (chimice), precum denumirea [UPAC sau CAS si numdrul CAS, daci se cunosc;
— puritatea si compozitia substantei [in procent(e) de greutate];

—  proprietdtile fizico-chimice relevante pentru desfisurarea studiului (de exemplu starea fizicd, stabilitatea si
volatilitatea, pH-ul, solubilitatea in apd, daci se cunosc);

— tratamentul substantelor testate/de control inainte de efectuarea testului, dupi caz (de exemplu incilzire,
mdcinare);

— conditii de depozitare.

Justificare privind modelul de epiderma si protocolul utilizat.
Conditii de testare:

— sistemul celular utilizat;

— informatii de calibrare pentru instrumentul de masurare si banda de trecere utilizatd pentru masurarea via-
bilitatii celulare (de exemplu spectrofotometru);

—  informatii complete privind modelul de epiderma utilizat, inclusiv performanta acestuia. Aceasta trebuie si
includi, fird a se limita la:

(i) viabilitate
(i) functia de barierd
(ili) morfologie
(iv) reproductibilitate si predictibilitate
(v) controale de calitate (CC) ale modelului;
— detalii cu privire la procedura de testare utilizatd;

— dozele de testare utilizate, durata expunerii si perioada de incubare posttratament;
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descrierea oricdror modificari ale procedurii de testare;
trimiteri la datele istorice ale modelului. Aceasta trebuie sd includi, fird a se limita la:
(i) acceptabilitatea datelor CC cu trimitere la datele istorice privind lotul;

(ii) acceptabilitatea valorilor substantelor de control pozitive si negative in comparatie cu valorile medii si
plajele de valori ale substantelor de control pozitive §i negative;

descrierea criteriilor de evaluare folosite, inclusiv justificarea privind alegerea punctului (punctelor) limitd
pentru modelul de estimare.

Rezultate:

prezentarea sub formd de tabel a rezultatelor obtinute cu fiecare mostrd de testare;

descrierea altor efecte observate.

Discutarea rezultatelor.
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Apendice

Evaluarea caracteristicilor de performanti ale modelelor de epidermd umani reconstruitd propuse pentru

INTRODUCERE

Procedurile propuse pentru utilizare in cadrul prezentei metode de testare trebuie evaluate folosind substante reprezentand
intreaga gama de scoruri Draize de evaluare a efectelor iritante, pentru a determina fiabilitatea si precizia acestora. Cand este
evaluatd folosind cele 20 de substante de referintd (tabelul 2), procedura propusi trebuie s prezinte valori ale fiabilitatii si
preciziei comparabile cu cele ale metodei de referingd validate 1 (tabelul 3) (1). Standardele de fiabilitate si precizie care tre-
buie atinse sunt prezentate in continuare, la punctele I si IIl. Sunt incluse substantele neclasificate si cele clasificate (catego-
ria 2 din GHS al Natiunilor Unite), reprezentand clasele de substante chimice relevante, astfel incat fiabilitatea si performanta
(sensibilitatea, specificitatea, ratele de rezultate fals negative, ratele de rezultate fals pozitive si precizia) metodei de testare
propuse s poatd fi comparate cu cele ale metodei de referintd validate 1. Fiabilitatea metodei de testare, precum si capaci-
tatea acesteia de a identifica in mod corect substantele iritante din categoria 2 din GHS al Natiunilor Unite trebuie determi-
nate inainte ca aceasta si fie utilizatd pentru testarea unor substante noi.

STANDARDE DE PERFORMANTA

Standardele de performantd cuprind urmdtoarele trei elemente: I. Componentele esentiale ale metodei de testare, II. Sub-
stantele de referinta i Il Valorile definite de precizie si fiabilitate (2). Aceste standarde de performantd se bazeaza pe stan-
dardele de performanta definite dupa incheierea studiului de validare privind iritatia cutanati efectuat de ECVAM (3).

. Componentele esentiale ale metodei de testare

Conditii generale ale modelului

Pentru constructia epiteliului trebuie utilizate keratinocite umane normale. Sub stratul cornos functional trebuie sd existe
straturi multiple de celule epiteliale viabile (stratul bazal, stratul spinos, stratul granulos). Stratul cornos trebuie si fie
multistratificat si sd prezinte profilul lipidic esential pentru a forma o barierd functionald robusta care si reziste la pe-
netrarea rapidd a substantelor marker citotoxice, de exemplu SDS sau Triton X-100. Bariera functionald trebuie eva-
luatd fie prin stabilirea concentratiei la care substanta marker reduce viabilitatea celulard cu 50 % (IC5,) dupd o perioada
fixd de expunere, fie prin stabilirea perioadei de expunere necesare pentru a reduce viabilitatea celulard cu 50 % (ETs,)
la aplicarea substantei marker cu o concentratie specificd fixa. Etanseitatea modelului trebuie si prevind trecerea sub-
stantei dincolo de stratul cornos citre tesutul viabil, ceea ce ar duce la o slabd modelizare a expunerii pielii. Modelul de
epidermd nu trebuie si fie contaminat cu bacterii, virusuri, micoplasma sau ciuperci.

Conditii functionale ale modelului
Viabilitatea

Testul recomandat pentru stabilirea viabilititii este MTT (4). Densitatea opticd a colorantului (solubilizat) extras din
tesutul tratat cu substantd negativd de control trebuie si fie de cel putin 20 de ori mai mare decat densitatea opticd a
solventului de extractie. Trebuie documentat faptul ci tesutul tratat cu substantd negativa de control este stabil in cul-
turd (prezintd mdsurdtori similare ale viabilitatii) pe durata perioadei de expunere la testare.

Functia de barierd

Stratul cornos si compozitia lipidicd a acestuia trebuie si fie suficiente pentru a rezista la penetrarea rapidd a substan-
telor marker citotoxice, de exemplu SDS sau Triton X-100, estimatd prin ICs, sau ETs,,.

Morfologia

Examinarea histologicd a pielii/epidermei reconstruite trebuie si fie efectuatd de personal calificat adecvat care va
demonstra ¢d modelul prezintd o structurd similard celei a pielii/epidermei umane (inclusiv stratul cornos
multistratificat).
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Reproductibilitatea

Trebuie demonstratd reproductibilitatea in timp a rezultatelor metodei de testare cu un model specific, de preferat cu
ajutorul unei substante (etalon) adecvate de control al lotului (a se vedea definitiile din punctul 1.2).

Controalele de calitate (CC) ale modelului

Fiecare lot de modele de epiderma utilizat trebuie s indeplineascd anumite criterii bine definite de productie, printre
care cele mai importante sunt criteriile privind viabilitatea si functia de barierd. Furnizorul de modele de epiderma (sau
investigatorul, atunci cind se utilizeazd un model produs intern) trebuie si stabileascd o plajd de valori acceptabile (limita
superioara si cea inferioard) pentru ICs, sau ETs,. Proprietatile de barierd ale tesuturilor trebuie verificate de laborator
dupi primirea acestora. Numai rezultatele obtinute pe baza unor tesuturi corespunzitoare pot fi acceptate in vederea
estimdrii fiabile a efectelor iritante. In continuare sunt prezentate cu titlu de exemplu plajele de valori acceptabile pen-
tru metodele de referintd validate.

Tabelul 1

Exemple de criterii pentru controlul calititii lotului

Limita inferioard de Media plajei de valori Limita superioard de
acceptabilitate acceptabile acceptabilitate
Metoda de referinti validata 1 IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18 ore de tratament cu SDS)
Metoda de referintd validati 2 ETso=4,8h ETsq=6,7 h ETs,=8,7h
(1 % Triton X100)

Substante de referintd

Substantele de referintd sunt folosite pentru a stabili daci fiabilitatea si precizia unei noi metode propuse de testare in
vitro pe model de epidermd umana reconstruitd, care s-a demonstrat cd prezinta suficiente similitudini de naturd struc-
turald si functionald cu metodele de referintd validate sau care reprezintd o modificare minord a metodei de referintd
validate, sunt comparabile cu cele ale metodei de referingd validate 1 (1). Cele 20 de substante de referintd enumerate in
tabelul 2 includ substante reprezentand diferite clase de substante chimice de interes, precum si substantele din catego-
ria 2 din GHS al Natiunilor Unite. Substantele incluse in aceasta listd cuprind 10 substante din categoria 2 din GHS al
Natiunilor Unite, 3 substante din categoria 3 optionald a GHS al Natiunilor Unite si 7 substante neclasificate. In cadrul
prezentei metode de testare, categoria 3 optionald nu corespunde niciunei categorii. Aceste substante de referintd repre-
zintd numarul minim de substante care trebuie utilizat pentru a evalua precizia si fiabilitatea metodei propuse de testare
pe model de epidermd umani reconstruitd pentru determinarea aparitiei iritatiei cutanate. In situatiile in care una dintre
substantele enumerate nu este disponibild, pot fi utilizate alte substante pentru care sunt disponibile informatii de refe-
rintd in vivo adecvate. Daci este necesar, pe lista minima de substante de referintd pot fi addugate substante suplimen-
tare reprezentand alte clase de substante, pentru care sunt disponibile informatii de referinta in vivo adecvate, in vederea
evaludrii suplimentare a preciziei metodei de testare propuse.

Tabelul 2

Substante de referintd pentru stabilirea valorilor de precizie si fiabilitate ale modelelor de epiderma umana
reconstruitd pentru evaluarea iritatiei cutanate

Substanta () Nr. CAS Nr. EINECS | Starea fizica Sc‘;{;‘; in Cat'vgrlzs in Cat'v?vljs in
1-bromo-4-clorobutan 6940-78-9 | 230-089-3 L 0 Cat. 2 Nicio cat.
Ftalat de dietil 84-66-2 | 201-550-6 L 0 Nicio cat. | Nicio cat.
Acid naftilacetic 86-87-3 | 201-705-8 S 0 Nicio cat. | Nicio cat.
Fenoxiacetat de alil 7493-74-5 | 231-335-2 L 0,3 Nicio cat. Nicio cat.
[zopropanol 67-63-0 | 200-661-7 L 0,3 Nicio cat. Nicio cat.
4-(metiltio)-benzaldehidd 3446-89-7 | 222-365-7 L 1 Cat. 2 Nicio cat.
Stearat de metil 112-61-8 | 203-990-4 S 1 Nicio cat. | Nicio cat.
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Substanta () Nr. CAS Nr. EINECS | Starea fizic | Scorulin | Cat GHSin | Cat. GHS in
yivo vitro yivo
Butirat de heptil 5870-93-9 | 227-526-5 L 1,7 Nicio cat. Cat. 3
optionald
Salicilat de hexil 6259-76-3 | 228-408-6 L 2 Nicio cat. | Cat. 3
optionald
Fosfat de triizobutil 126-71-6 | 204-798-3 L 2 Cat. 2 Cat. 3
optionald
1-decanol 112-30-1 | 203-956-9 L 2,3 Cat. 2 Cat. 2
Ciclamenaldehida 103-95-7 | 203-161-7 L 2,3 Cat. 2 Cat. 2
1-bromhexan 111-25-1 203-850-2 L 2,7 Cat. 2 Cat. 2
Hidroclorurd de 86604-75-3 434-680-9 S 2,7 Cat. 2 Cat. 2
2-clorometil-3,5-dimetil-4-
metoxipiridind
Alfa-terpineol 98-55-5 | 202-680-6 L 2,7 Cat. 2 Cat. 2
Disulfurd de di-n-propil 629-19-6 | 211-079-8 L 3 Nicio cat. | Cat. 2
Metacrilat de butil 97-88-1 | 202-615-1 L 3 Cat. 2 Cat. 2
Benzentiol, 7340-90-1 438-520-9 L 3,3 Cat. 2 Cat. 2
5-(1,1-dimetiletil)-2-metil
1-metil-3-fenil-1-piperazind 5271-27-2 | 431-180-2 S 3,3 Cat. 2 Cat. 2
Heptanal 111-71-7 | 203-898-4 L 4 Cat. 2 Cat. 2

(") Cele 20 de substante de referintd constituie o selectie reprezentativa din cele 58 de substante utilizate initial pentru validarea metodei
de referintd 1 (EpiSkin™). Lista completd a substantelor testate si a criteriilor de selectie a acestora este disponibila (5).

Substantele enumerate in tabelul 2 asigurd o distributie reprezentativa a celor 58 de substante utilizate in studiul inter-
national de validare pentru evaluarea iritatiei cutanate al ECVAM (1). Selectarea lor se bazeazd pe urmdtoarele criterii:

— substantele sunt disponibile pe piatd;

— acestea sunt reprezentative pentru intreaga gama de scoruri Draize de evaluare a efectelor iritante (de la substante
neiritante pand la substante puternic iritante);

— au o structurd chimicd bine definitg;

— sunt reprezentative pentru reproductibilitatea si pentru capacitatea de estimare ale metodei validate, determinate
in cadrul studiului de validare al ECVAM;

— sunt reprezentative pentru functionalitatea chimicd utilizatd in procesul de validare;

— nu sunt asociate unui profil extrem de toxic (de exemplu cancerigen sau toxic pentru sistemul de reproducere) si
unor costuri de eliminare prohibitive.

II. Valorile definite de precizie si fiabilitate

Performantele (sensibilitatea, specificitatea, ratele de rezultate fals negative, ratele de rezultate fals pozitive si precizia)
metodei de testare propuse trebuie si fie comparabile cu cele ale metodei de referintd validate 1 (tabelul 3), si anume
sensibilitatea trebuie sau fie mai mare sau egald cu (2) 80 %, specificitatea trebuie si fie mai mare sau egald cu (2) 70 %,
far precizia trebuie sd fie mai mare sau egald cu (2) 75 %. Performantele trebuie calculate folosind toate clasificarile obti-
nute pentru cele 20 de substante in diferite laboratoare participante. Clasificarea fiecirei substante in fiecare laborator
trebuie obtinuti folosind valoarea medie de viabilitate corespunzatoare diferitelor serii de teste efectuate (minimum trei
serii valabile).
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Performantele metodei de referinti validate 1 (')

Tabelul 3

Metoda de Nr. de e o Rata de Rata de .
Sensibilitatea Specificitatea rezultate fals rezultate fals Precizia
testare substante . L
negatlve pozmve
Metoda de 58 87,2% (%) 71,1 % (?) 12,8 % 29,9 % 74,7 %
referintd
validatd 1 (%)
Metoda de 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %
referintd
validata (1)

(") EpiSkin™
(%) Pe baza a 13 substante iritante din categoria 2 a GHS.
(}) Pe baza a 45 de substante iritante din categoria 3 a GHS sau din nicio categorie a GHS.

Fiabilitatea metodei de testare propuse trebuie si fie comparabild cu cea a metodelor de referintd validate.

Reproductibilitatea intralaborator

Evaluarea variabilitdtii intralaborator trebuie sd indice o concordantd mai mare sau egald cu () 90 % a clasificarilor
(categoria 2/nicio categorie) obtinutd in serii de teste diferite si independente cu cele 20 de substante de referintd in
cadrul aceluiasi laborator.

Reproductibilitatea intre laboratoare

Evaluarea reproductibilititii intre laboratoare nu este esentiald dacd metoda de testare propusi se utilizeazd numai
intr-un singur laborator. Pentru ca metodele si poatd fi transferate intre laboratoare, concordanta clasificarilor
(categoria 2/nicio categorie) obtinute in serii de teste diferite si independente cu cele 20 de substante de referintd, pre-
ferabil in cadrul a minimum trei laboratoare, trebuie sd fie mai mare sau egald cu () 80 %.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

Spielmann, H., Hoffmann, S., Liebsch, M., Botham, P., Fentem, J., Eskes, C., Roguet, R., Cotovié, J., Cole, T., Worth, A.,
Heylings, J., Jones, P., Robles, C., Kanddrovd, H., Gamer, A., Remmele, M., Curren, R., Raabe, H., Cockshott, A., Gerner,
I. and Zuang, V. (2007) The ECVAM International Validation Study on In Vitro Tests for Acute Skin Irritation: Report
on the Validity of the EPISKIN and EpiDerm Assays and on the Skin Integrity Function Test. ATLA 35, 559-601.

OECD (2005) Guidance Document No. 34 on the validation and international acceptance of new or updated test
methods for hazard assessment. OECD, Paris.

ECVAM (2007) Performance Standards for applying human skin models to in vitro skin irritation. Disponibil la rubrica
,Download Study Documents”, la adresa http://ecvam.jrc.ec.europa.eu. Accesat la 27.10.2008.

Mosman, T. (1983) Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to proliferation and cytotox-
icity assays. Journal of Immunological Methods 65, 55-63.

Eskes, C., Cole, T., Hoffmann, S., Worth, A., Cockshott, A., Gerner, I. & Zuang. V (2007) ECVAM International Vali-
dation Study on In Vitro Tests for Acute Skin Irritation: Selection of Test Chemicals. ATLA 35, 603-619.

(") Tabelul 3 contine performantele metodei de referingd validate 1, in ceea ce priveste capacitatea acesteia de a identifica corect substantele

iritante (categoria 2 din GHS al Natiunilor Unite) si substantele neclasificate (nicio categorie, inclusiv categoria 3 optionald) pentru cele 58
si, respectiv, cele 20 de substante de referintd (tabelul 2).



L 220/36 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene 24.8.2009

ANEXA IV

C.3. ALGE DE APA DULCE SI CIANOBACTERI], TEST DE INHIBARE A CRESTERII

1. METODA

Aceastd metodi este echivalentd cu orientirile OECD privind testele nr. 201 (2006)(1).

1.1. INTRODUCERE

Metodele de testare se revizuiesc si se actualizeazd conform progreselor stiintifice. Revizuirea metodei de testare
C.3 era necesard pentru a include specii noi si pentru a indeplini cerintele de evaluare a riscurilor si clasificare a
substantelor chimice. Revizuirea a fost efectuatd pe baza unei experiente practice largi, a progresului stiintific in
domeniul studierii toxicitatii algelor si a utilizdrii largi in domeniul reglementarii care s-au inregistrat dupd prima
adoptare.

1.2. DEFINITII
Urmitoarele definitii si prescurtdri se folosesc in sensul prezentei metode de testare:

Biomasi: greutatea uscatd a materiei vii prezente intr-o populatie, exprimata in termenii unui volum dat; de exem-
plu mg alge/litru solutie de testat. De obicei, ,biomasa” se defineste ca masd, dar, in prezentul test, acest cuvant
desemneazd masa per volum. Tot in prezentul test, se masoard de obicei inlocuitorii pentru biomasd, cum ar fi
numdrul de celule, fluorescenta etc., iar folosirea termenului ,biomasi” se referd asadar si la mdsurarea acestor
inlocuitori.

Coeficient de variatie: este 0 misurd adimensionald a variabilitdtii unui parametru, definitd ca raportul dintre
deviatia standard si medie. Aceasta se poate exprima, de asemenea, ca valoare in procente. Coeficientul mediu de
variatie al vitezei medii specifice de crestere in culturi de control duplicate se calculeazd dupd cum urmeaza:

1. Secalculeazd % CV ale vitezei medii specifice de crestere din vitezele de crestere zilnice/pe sectiuni la culturile
de control duplicate pentru duplicatul respectiv.

2. Se calculeazd valoarea medie a tuturor valorilor calculate la subpunctul 1 pentru a se obtine coeficientul mediu
de variatie a vitezei specifice de crestere pe zi/pe sectiuni la culturile de control duplicate.

EC,: este concentratia substantei de testat dizolvate in mediul de testare din care rezultd o reducere de x % (de exem-
plu 50 %) a cresterii organismului de testat intr-o anumitd perioad de expunere (care se mentioneaza explicit in
cazul in care durata completd sau normald a testului se modificd). Pentru a se reprezenta in mod clar valoarea EC
derivatd din viteza de crestere sau randament, se folosesc simbolurile ,E.C”, respectiv W, C

Mediu de culturid: este mediul de culturd complet sintetic in care algele de test cresc cand sunt expuse substantei
de testat. In mod normal, substanta de testat se dizolvd in mediul de test.

Viteza de crestere (viteza medie specificd de crestere): este cresterea logaritmicd a biomasei in timpul perioadei
de expunere.

Concentratia minima cu efect observabil (CMEO): este cea mai scizutd concentratie testatd la care se observa
cd substanta are un efect semnificativ din punct de vedere statistic asupra cresterii (la p < 0,05) prin comparatie cu
lotul martor, la un timp de expunere dat. Toate concentratiile testate mai mari decait CMEO trebuie sd aibi efect
nociv egal sau mai mare decat cel observat la CMEO. Daci aceste doud conditii nu pot fi satisficute, se va furniza
o explicatie completd privind modul in care a fost selectat CMEO (si, prin urmare, CFEO).

Concentratia fird efecte observabile (CFEO): este concentratia testatd imediat sub valoarea CMEO.
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1.3.

1.4.

1.5.

Variabild de rispuns: este o variabild pentru estimarea toxicitdtii derivate din orice parametri masurati care descriu
biomasa prin diferite metode de calcul. In cazul acestei metode, vitezele de crestere si randamentul sunt variabile de
raspuns derivate din masurarea directd a biomasei sau a oriciruia dintre inlocuitorii mentionati.

Viteza specificd de crestere: este o variabili de rispuns definitd ca raportul dintre diferenta dintre logaritmii natu-
rali ai unui parametru de observatie (biomasa, in prezenta metoda de test) si perioada respectiva de timp.

Randament: este valoarea unei variabile de mdsurare la sfarsitul perioadei de expunere minus valoarea variabilei
de masurare la inceputul perioadei de expunere, pentru exprimarea cresterii biomasei in timpul testului.

APLICABILITATEA TESTULUI

Prezenta metoda de testare se aplicd cel mai usor in cazul substantelor solubile in apa care, in conditiile testului,
sunt susceptibile s3 rimand in apd. In cazul testirii de substante volatile, puternic adsorbante, colorate, cu o solu-
bilitate scazutd in apd, sau substante care pot afecta disponibilitatea nutrientilor sau a mineralelor in mediul de test,
pot fi necesare anumite modificiri ale procedurii de testare descrise (de exemplu sistem inchis, conditionarea vase-
lor de testare). Indrumari privind unele modificiri corespunzitoare se afli la notele (2), (3) si (4).

PRINCIPIUL TESTULUI

Scopul acestui test constd in determinarea efectelor unei substante asupra cresterii microalgelor de apa dulce si/sau
cianobacteriilor. Organismele de test cu o crestere exponentiald se expun substantei de testat sub forma de loturi de
culturd in general pentru o perioadd de 72 de ore. in pofida duratei relativ scurte a testului, se pot evalua efectele
asupra catorva generatii.

Sistemul rdspunde prin reducerea cresterii la o serie de culturi de alge (unitdti de test) expuse la diferite concentratii
ale substantei de testat. Rispunsul se evalueazd ca o functie a concentratiei de expunere in comparatie cu cresterea
medie a culturilor de control duplicate si neexpuse. Pentru exprimarea completd a raspunsului sistemului la efecte
toxice (sensibilitate optimd), culturilor le este permisi o crestere exponentiald nerestrictionatd in conditii de hranire
suficientd si lumind continud, pentru o perioada de timp suficientd pentru mésurarea reducerii vitezei specifice de
crestere.

Cresterea si inhibarea cresterii sunt cuantificate prin misurarea biomasei de alge in functie de timp. Biomasa de alge
se defineste ca greutatea uscatd per volum de solutie de testat, de exemplu mg alge/litru. Greutatea uscatd este difi-
cil de mésurat si, prin urmare, se folosesc parametri inlocuitori. Dintre acesti parametri, numdrul celulelor este cel
mai des folosit. Alti parametri inlocuitori sunt volumul celulelor, fluorescenta, densitatea optica etc. Este necesard
cunoasterea unui factor de conversie intre parametrul inlocuitorului masurat si biomasa.

Punctul final al testului este inhibarea cresterii, exprimat ca crestere logaritmicd a biomasei (viteza medie specificd
de crestere) in timpul perioadei de expunere. Concentratia care provoaca o inhibare a vitezei de crestere specificatd
de x % (de exemplu 50 %) si exprimatd ca E.C, (de exemplu E,Cs,) se determind din vitezele specifice medii de
crestere inregistrate la o serie de solutii de testat.

Pentru aplicarea acestei metode in cadrul de reglementare al UE, calculul rezultatelor trebuie si se bazeze pe viteza
specificd medie de crestere, din ratiunile expuse in continuare la punctul 2.2. O variabild de rdspuns suplimentard
folositd in prezenta metodd de testare este randamentul, care poate fi necesar pentru indeplinirea unor cerinte de
reglementare specifice din unele tari. Acesta se defineste ca biomasa la sfarsitul perioadei de expunere minus bio-
masa la inceputul perioadei de expunere. Pe baza randamentului inregistrat pentru o serie de solutii de testat, con-
centratia care provoacd o inhibare a randamentului specificat de x % (de exemplu 50 %) se calculeaza si se exprimd
ca E,C, (de exemplu E,Cs).

in plus, concentratia minimi cu efect observabil (CMEO) si concentratia fird efecte observabile (CFEO) se pot deter-
mina statistic.

INFORMATII REFERITOARE LA SUBSTANTA DE TESTARE

Informatiile referitoare la substanta de testare, care pot fi utile pentru stabilirea conditiilor de testare, includ for-
mula structurald, puritatea, stabilitatea la luming, stabilitatea in conditiile de testare, proprietdtile de absorbtic a
luminii, pKa si rezultatele studiilor de transformare, inclusiv biodegrabilitatea in apa.



L 220/38

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

24.8.2009

1.6.

1.7.

1.8.

1.8.1.

Este necesar sa se cunoascd solubilitatea in apd, coeficientul de partitie octanol/apd (P,,) si presiunea de vapori a
substantei testate si s existe 0 metodd validatd de determinare cantitativd a substantei in solutiile de testat, cu efi-
cienta recuperdrii si limita de detectie specificate.

SUBSTANTA DE REFERINTA

Substanta (substantele) de referintd, cum ar fi 3,5-diclorofenol, folosite in testul international interlaboratoare (4),
pot fi testate ca mijloc de validare a procedurii de testare. Dicromatul de potasiu poate fi folosit, de asemenea, ca
substantd de referintd pentru algele verzi. Este de preferat ca o substanta de referintd sa fie testatd de cel putin doud
ori pe an.

VALIDITATEA TESTULUI
Pentru ca un test si fie valabil, trebuie sd indeplineascd urmatoarele criterii de performanta:

— Biomasa din culturile de control trebuie si fi crescut exponential cu un factor de cel putin 16 pe durata de 72
ore a perioadei de testare. Acest lucru corespunde unei viteze specifice de crestere de 0,92 zi™". in cazul spe-
ciilor utilizate cel mai frecvent, viteza de crestere este de obicei considerabil mai mare (a se vedea apendicele 1).
Este posibil ca acest criteriu sd nu fie respectat atunci cand sunt folosite specii care cresc mai lent dect cele
prezentate in apendicele 1. In acest caz, perioada de testare se extinde pentru a fi obtinutd o crestere de cel
putin 16 ori in culturile de control, cresterea trebuind si fie exponentiald pe durata perioadei de testare. Atat
timp cat factorul minim de multiplicare 16 este atins, perioada de testare poate fi redusd la cel putin 48 de ore
in scopul mentinerii cresterii exponentiale nelimitate in timpul testului.

—  Coeficientul mediu de variatie pentru vitezele specifice de crestere pe sectiuni (zilele 0-1, 1-2 si 2-3 pentru
testele de 72 ore) in culturile de control (a se vedea ,coeficient de variatie”, punctul 1.2) nu trebuie sd depa-
seascd 35 %. A se vedea punctul 2.2.1 al doilea paragraf, pentru calcularea vitezei specifice de crestere pe sec-
tiuni. Acest criteriu se aplicd valorii medii a coeficientilor de variatie calculati pentru culturile de control
duplicate.

—  Coeficientul de variatie al vitezelor medii specifice de crestere a culturilor de control duplicate nu trebuie sd
depdseascd 7 % la testele cu Pseudokirchneriella subcapitata si Desmodesmus subspicatus in timpul intregii peri-
oade de testare. In cazul altor specii mai putin testate, valoarea nu trebuie si depadseasca 10 %.

DESCRIEREA METODEI
Aparatura

Vasele de testare si alte aparate care intrd in contact cu solutiile de testat trebuie sa fie confectionate in intregime
din sticld sau alt material chimic inert. Vasele trebuie si fie spalate cu atentie pentru prevenirea efectelor contami-
nantilor organici sau anorganici asupra cresterii algelor sau compozitiei solutiilor de testat.

Vasele de testare vor fi recipiente normale din sticld de dimensiuni cuprinzind un volum suficient de culturd pen-
tru mdsurdtorile din cursul testului §i permitand un transfer suficient de masa de CO, din atmosferd (a se vedea
punctul 1.8.9 al doilea paragraf). Trebuie retinut cd volumul de lichid trebuie si fie suficient pentru efectuarea deter-
mindrilor analitice (a se vedea punctul 1.8.11 al cincilea paragraf).

In afard de acestea, mai sunt necesare urmatoarele aparate:

— Aparat pentru culturd: se recomandd un laborator sau o camerd in care se poate mentine o temperaturd con-
trolatd de incubatie de * 2 °C.

— Instrumente de masurare a luminii: este important de remarcat cd metoda de mdsurare a intensitatii luminii si,
in special, tipul de receptor (colector) vor influenta valoarea masuratd. Masuratorile se fac preferabil prin folo-
sirea unui receptor sferic (4 ), care raspunde la lumina directd si reflectatd provenitd din toate unghiurile de
deasupra si dedesubtul planului de masurare, sau a unui receptor (2 ), care raspunde la lumina provenitd din
toate unghiurile de deasupra planului de masurare.

— Aparat pentru determinarea biomasei de alge. Numarul celulelor, care este cel mai frecvent utilizat parametru
inlocuitor pentru biomasa de alge, poate fi obtinut prin folosirea unui contor electronic de particule, a unui
microscop cu camerd de numdrare sau a unui citometru de flux. Ali inlocuitori de biomasa se pot mdsura
folosind un citometru de flux, fluorimetru, spectrofotometru sau colorimetru. Este utili calcularea unui factor
de conversie care sd stabileasca relatia dintre numarul de celule si greutatea uscatd. Pentru a se obtine rezultate
utile ale masuritorilor la concentratii scizute de biomasa poate fi necesard folosirea de cuve cu un traseu al
razelor luminoase de cel putin 4 cm.
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Organismele testate

Se pot folosi cteva specii de microalge si cianobacterii neatasate. S-a demonstrat ca susele descrise in apendicele 1
sunt adecvate prin folosirea procedurii de testare specificate in prezenta metoda de testare.

Daci se folosesc alte specii, susa si/sau originea se raporteaza. Trebuie s se confirme cid cresterea exponentiald a
algelor de testat selectate poate fi mentinutd pe intreaga duratd a perioadei de testare, in conditiile predominante.

Mediu de cultura

Se recomanda doud medii alternative de culturd, OECD si AAP. Compozitiile acestor medii sunt prezentate in apen-
dicele 2. Trebuie retinut cd valoarea initiald a pH-ului i capacitatea de tamponare (care regleazi cresterea pH-ului)
pentru cele doud medii sunt diferite. Prin urmare, rezultatele testelor pot fi diferite, in functie de mediul folosit, in
special in cazul testdrii de substante ionizante.

Modificarea mediilor de culturd poate fi necesard pentru anumite scopuri, cum ar fi situatiile in care se testeazd me-
tale si agenti de chelare sau la valori diferite ale pH-ului. Folosirea unui mediu modificat se descrie si se justificd in
detaliu (3)(4).

Concentratia initiald a biomasei

Biomasa initiald din culturile testate trebuie si fie egald in toate aceste culturi i suficient de scdzutd pentru a per-
mite cresterea exponentiald pe parcursul intregii perioade de incubare fird riscul de epuizare a nutrientilor. Bio-
masa initiald nu trebuie si depdseasci 0,5 mg/l ca greutate uscati. Se recomandd urmitoarele concentratii celulare
initiale:

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

Concentratiile substantei de testat

Intervalul concentratiilor in care pot apdrea efectele se determind pe baza rezultatelor testelor de stabilire a inter-
valului. Pentru testul final se aleg cel putin cinci concentratii in serie geometricd cu o ratie care nu depdaseste 3,2. O
ratie mai mare este justificatd in cazul substantelor de testat care au o curbd de rdspuns a concentratiei cu pantd
lind. Se preferd ca seriile de concentratie sd acopere intervalul care provoacd 5-75 % inhibare a vitezei de crestere a
algelor.

Duplicate si probe martor

Conceptia experimentald a testului trebuie sd includd trei duplicate la fiecare concentratie de testare. Daca deter-
minarea CFEO nu este necesard, testul poate fi modificat in sensul cresterii numarului de concentratii si reducerea
numdrului de duplicate per concentratie. Numdrul de duplicate de control trebuie sd fie de cel putin trei,
recomandandu-se sd depdseascd de doud ori numarul duplicatelor folosite pentru fiecare concentratie de testare.

Pentru determindrile analitice ale concentratiilor substantei de testare se poate pregiti un set separat de solutii de
testat (a se vedea punctul 1.8.11 al patrulea si al saselea paragraf).

Daci se utilizeazd un solvent pentru solubilizarea substantei testate, in test se vor include probe martor suplimen-
tare continand solventul in aceeasi concentratie cu cea folosit in cazul culturilor testate.

Pregitirea culturii de inocul

fn scopul adaptirii algei de testat la conditiile de testare si al asigurdrii c3 algele se afld in fazd de crestere exponen-
tiald cand sunt folosite pentru inocularea solutiilor de testat, se pregdteste o culturd de inocul in mediul de testare
cu 2-4 zile inainte de inceperea testului. Biomasa de alge se ajusteazd pentru a favoriza o crestere exponentiald in
cultura de inocul pand la inceperea testului. Cultura de inocul se incubeaza in aceleasi conditii ca si culturile testate.
Se misoard cresterea biomasei in cultura de inocul pentru a se verifica dacd cresterea se incadreazd in intervalul
normal pentru susa experimentald in conditiile de culturd. Un exemplu al procedurii pentru cultura algelor este des-
cris in apendicele 3. Pentru a se evita diviziunile sincronizate ale celulelor in timpul testului, poate fi necesard o a
doua etapd de propagare a culturii de inocul.
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Pregitirea solutiilor de testat

Toate solutiile de testat trebuie sd contind aceleasi concentratii de mediu de culturd si de biomasd initiald a algelor
testate. Solutiile de testat ale concentratiilor alese se pregdtesc de obicei prin amestecarea unei solutii mama a sub-
stantei de testat cu mediu de culturd si culturd de inocul. De obicei, solutiile mama se pregatesc prin dizolvarea sub-
stantei in mediul de testare.

Solventii, cum ar fi acetona, t-butil alcool si dimetil-formamida, pot fi folositi ca purtdtori pentru addugarea in
mediul de testare de substante cu solubilitate scizutd in apa (2)(3). Concentratia solventului nu trebuie sd depa-
seascd 100 pl/l, aceeasi concentratie de solvent addugandu-se in toate culturile (inclusiv in probele martori) din seria
de testare.

Incubarea

Se acoperd vasele de testare cu capace care permit trecerea aerului. Vasele se agitd, dupd care se introduc in aparatul
de culturd. Este necesar ca, in timpul testului, algele sd fie mentinute in suspensie si sd se faciliteze transferul de
CO,. In acest scop, se vor folosi misciri de agitare si amestecare constante. Culturile se mentin la temperaturi intre
21-24°C, cu 0 marjd de + 2 °C. In cazul altor specii decét cele prezentate in apendicele 1, cum ar fi specii tropicale,
pot fi utile temperaturi mai inalte, cu conditia indeplinirii criteriilor de validitate. Se recomanda ca recipientele sd
fie agezate aleatoriu si repozitionate in fiecare zi in incubator.

pH-ul mediului de control nu trebuie si creascd cu mai mult de 1,5 unitati in timpul testului. In cazul metalelor si
compusilor care se ionizeazd partial la un pH aproximativ egal cu pH-ul de test, poate fi necesara limitarea devierii
pH-ului in scopul obtinerii de rezultate reproductibile si bine definite. O deviere de < 0,5 unitdti pH este posibild
din punct de vedere tehnic si poate fi obtinutd prin asigurarea unei viteze adecvate de transfer de masa CO, din
aerul inconjurdtor citre solutia de testat, de exemplu prin cresterea vitezei de agitare. O altd metoda constd in
reducerea necesarului de CO, prin reducerea biomasei initiale sau a duratei testului.

Suprafata unde sunt incubate culturile trebuie sd primeascd iluminare fluorescentd continud si uniformd, de tipul
celei ,alb-rece” sau ,lumina zilei”. Susele de alge si cianobacterii sunt diferite din punctul de vedere al necesarului de
lumind. Intensitatea luminii se selecteaza la un nivel adecvat pentru organismul folosit. In cazul speciilor recoman-
date de alge verzi, intensitatea luminii la nivelul solutiilor de testat se selecteaza in domeniul 60-120 pE-m s~
cand se mdsoard in domeniul de lungimi de undi eficient din punct de vedere fotosintetic de 400-700 nm,
folosindu-se un receptor corespunzator. Unele specii, in special Anabaena flos-aquae, cresc bine la intensitati sca-
zute ale luminii i pot fi afectate la intensitii ridicate. in cazul unor astfel de specii se selecteaz o intensitate lumi-
noasd medie in intervalul 40-60 pE'm"2~s‘1, (in cazul instrumentelor de misurare a luminii calibrate in lux, un
interval echivalent de 4 440-8 880 lucsi pentru lumind albi rece corespunde aproximativ intensititii luminoase
recomandate 60-120 pE:m~%s"). Intensitatea luminii nu trebuie si varieze cu mai mult de + 15 % din intensitatea
medie a luminii din zona de incubare.

Durata testului

Durata normald a testului este de 72 de ore. Cu toate acestea, pot fi folosite durate de test mai lungi sau mai scurte,
cu conditia respectdrii tuturor criteriilor de validitate de la punctul 1.7.

Misuritori si determindri analitice

Biomasa de alge din fiecare recipient se determind cel putin o datd pe zi in timpul perioadei de testare. Dacd masu-
ritorile se fac pe volume mici, extrase din solutia de testat cu o pipetd, acestea nu se inlocuiesc.

Maisurarea biomasei are loc prin numararea manuald a celulelor cu ajutorul unui microscop sau al unui contor elec-
tronic de particule (prin estimarea numdrului celulelor si/sau a biovolumului). Tehnici alternative, cum ar fi cito-
metria de flux, fluorescenta clorofilei in vitro sau in vivo (6)(7) sau densitatea opticd, pot fi folosite dacd se
demonstreazd o corelatie satisficitoare cu biomasa pentru intervalul de cantititi de biomasa utilizate in test.

pH-ul solutiilor se misoara la inceputul si la sfarsitul testului.

Daci este disponibild o procedurd analitici de determinare a substantei de testat in intervalul de concentratii utili-
zat, solutiile de testat se analizeazd pentru a fi verificate concentratiile initiale §i mentinerea concentratiilor de expu-
nere in timpul testului.
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Analizarea concentratiei substantei de testat la inceputul si la sfarsitul testului unei concentratii de testare scazute si
inalte, precum si o concentratie in jurul valorii anticipate ECs,,, pot fi suficiente in cazurile in care este probabil ca
variatia concentratiilor expunerilor sd fie de mai putin de 20 % din valorile nominale din timpul testului. Analiza-
rea tuturor concentratiilor de testare la inceputul si sfarsitul testului este recomandati in cazul concentratiilor care
nu riman in intervalul de 80-120 % din valoarea nominali. In cazul substantelor de testat volatile, instabile sau
puternic absorbante, se recomandd recoltarea suplimentard la intervale de 24 de ore in timpul perioadei de expu-
nere in scopul definirii cu mai mare precizie a pierderii de substanta de testat. Pentru aceste substante sunt necesare
duplicate suplimentare. In toate cazurile, concentratiile substantei testate se determini doar la un vas dintre cele
identice pentru fiecare concentratie de testat (sau la continutul vaselor grupate in functie de duplicat).

Mediile de testare pregitite pentru analizarea concentratiilor de expunere in timpul testului se trateazd identic cu
cele folosite pentru testare, adicd se inoculeaza cu alge si sunt incubate in conditii identice. Daci este necesard ana-
lizarea concentratiei substantei de test dizolvate, se poate impune separarea algelor de mediu. Este de preferat ca
separarea s aibd loc prin centrifugare la o fortd gravitationald scizutd, suficientd pentru depunerea algelor.

Daci se poate dovedi mentinerea satisficitoare, pe toatd durata testului, a concentratiei substantei testate in li-
mitele de + 20 % din cea nominald sau masurata initial, atunci analizarea rezultatelor poate avea loc pe baza valo-
rilor nominale sau masurate initial. Dac abaterea de la concentratia nominald sau cea misuratd initial este mai mare
de £ 20 %, este necesar ca rezultatele sd se exprime in functie de media geometricd a concentratiei in timpul expu-
nerii sau de modelele care descriu sciderea concentratiei substantei testate (3)(8).

Testul de inhibare a cresterii algelor este un sistem de testare mai dinamic decit majoritatea testelor de toxicitate
acvaticd pe termen scurt. Prin urmare, concentratiile de expunere reale se pot dovedi dificil de definit, in special in
cazul substantelor adsorbante testate la concentratii scizute. In astfel de cazuri, disparitia substantei din solutie prin
adsorbtie in biomasa de alge in crestere nu inseamn ci aceasta s-a pierdut din sistemul de testare. In cursul anali-
zdrii rezultatului testului se va verifica dacd o descrestere a concentratiei substantei testate in cursul testului este
insotitd de o reducere a inhibarii cresterii. Dacd acesta este cazul, poate fi luatd in considerare aplicarea unui model
adecvat de descriere a scaderii concentratiei substantei testate (8). Dacd nu este cazul, analizarea rezultatelor se poate
intemeia pe valorile concentratiilor initiale (nominale sau masurate).

Alte observatii

Observatia microscopicd se efectueazd in scopul verificdrii stirii normale si sdndtoase a culturii de inocul §i pentru
observarea oricdrei stiri anormale a algelor (care poate fi provocatd de expunerea la substanta de testat) la sfarsitul
testului.

Testul la valori limita

fn unele conditii, de exemplu atunci cand un test preliminar arata ci substanta de testat nu are efecte toxice la con-
centratii de pand la 100 mgI™! sau pani la limita solubilitatii in mediul de testare (oricare dintre ele este mai sci-
zutd), poate avea loc un test la valori limitd, care presupune compararea raspunsurilor unui grup de control si ale
unei grupe supuse tratamentului (100 mg1™! sau o concentratie egald cu limita solubilitdtii). Se recomandi ca acest
test si fie confirmat prin analizarea concentratiei de expunere. Unui test la valori limitd i se aplicd toate conditiile
de testare i criteriile de validitate descrise anterior, cu exceptia celei privind numdrul de duplicate supuse tratdrii,
care trebuie sa fie de cel putin sase. Variabilele de raspuns din grupul de control si din cel supus tratirii pot fi ana-
lizate folosind un test statistic de comparare a mediilor, cum ar fi un test t (Student). Daci variantele acestor doud
grupuri sunt inegale, se va efectua un test t ajustat pentru variante inegale.

Modificidri in cazul substantelor puternic colorate

Iradierea (intensitatea luminii) trebuie si se afle la marginea superioard a intervalului descris in aceastd metoda de
testare: 120 uE m s~ sau mai ridicat.

Traseul luminii trebuie scurtat prin reducerea volumului solutiei de testat (in intervalul de 5-25 ml).

Trebuie asiguratd agitarea suficientd pentru a se obtine o frecventd a expunerii algelor la iradiere inaltd la suprafata
culturii.
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DATE

TRASAREA CURBELOR DE CRESTERE

Biomasa in vasele de testare poate fi exprimati in unitdti ale parametrului inlocuitor folosit pentru masurare (de
exemplu numarul de celule, fluorescenta).

Concentratia estimatd a biomasei in culturile de testare si probele martor se prezintd sub forma unui tabel, impre-
und cu concentratiile materialului de testare si perioadele de mdsurare, inregistrate cu o rezolutie de cel putin ore
intregi, pentru a rezulta grafice ale curbelor de crestere. Ambele scale, logaritmica si lineard, pot fi utile in prima
etapd, dar scalele logaritmice sunt obligatorii si, in general, prezintd mai bine variatiile modelului de crestere in tim-
pul perioadei de testare. Trebuie retinut ci cresterea exponentiald este reprezentatd ca o linie dreaptd cind se face
trasarea pe o scald logaritmicd, iar inclinatia liniei (panta) indicd viteza specificd de crestere.

Folosind graficele, se examineazd dacd, pe parcursul testului, culturile de control cresc exponential la viteza preva-
zutd. Se examineazd critic toate punctele experimentale si aspectul graficelor si se verificd datele brute si proce-
durile de detectare pentru identificarea posibilelor erori. Se verificd, in special, orice punct experimental care pare
sd devieze printr-o eroare sistematicd. Daci este evident cd pot fi identificate erori de procedurd sifsau acestea sunt
considerate foarte probabile, punctul experimental se marcheazd ca valoare exceptionala si nu se include in analiza
statisticd ulterioard. (O concentratie a algelor egald cu zero in unul din doud sau trei vase duplicate poate ardta cd
vasul nu a fost inoculat corect sau nu a fost curdtat corespunzator.) Motivele respingerii unui punct experimental
ca fiind exceptional se indicd in mod clar in raportul de testare. Motivele acceptate sunt numai erorile (rare) de pro-
cedurd, nu simpla imprecizie. Procedurile statistice de identificare a valorilor exceptionale au aplicabilitate limitatd
pentru acest tip de problemd i nu pot inlocui opinia specialistilor. Se preferd ca valorile exceptionale (marcate ca
atare) si fie retinute intre punctele experimentale ilustrate in orice prezentare graficd sau tabelard ulterioard a
datelor.

VARIABILELE DE RASPUNS

Scopul testului este de a determina efectele substantei de testat asupra cresterii algelor. Prezenta metoda de testare
descrie doud variabile de rispuns, deoarece statele membre au diferite preferinte si necesitati de reglementare. Pen-
tru ca rezultatele de testare sa fie acceptabile in toate statele membre, efectele se evalueazd folosind ambele vari-
abile de rdspuns (a) i (b) descrise mai jos.

(a) Viteza medie specifica de crestere: aceastd variabild de raspuns se calculeazd pe baza cresterii logaritmice a bio-
masei in timpul perioadei de testare, exprimatd pe zi.

(b) Randament: aceastd variabild de rispuns reprezintd biomasa de la sfarsitul testului minus biomasa de la ince-
putul testului.

Pentru aplicarea acestei metode in cadrul de reglementare al UE, calculul rezultatelor trebuie si se bazeze pe viteza
medie specifici de crestere din ratiunile descrise in continuare. Trebuie remarcat ci valorile toxicitatii calculate prin
folosirea acestor doud variabile de rispuns nu sunt comparabile, iar aceastd diferentd trebuie sd fie mentionatd
atunci cand se folosesc rezultatele testului. Valorile EC, bazate pe viteza medie specificd de crestere (E,C,) vor fi in
general mai inalte dect rezultatele bazate pe randament (E,C,) dacd se respectd conditiile de testare din prezenta
metoda de testare, ca urmare a bazei matematice a aborddrilor respective. Aceasta nu se va interpreta ca o diferentd
de sensibilitate intre cele doud variabile de rispuns, valorile fiind diferite din punct de vedere matematic. Conceptul
vitezei medii specifice de crestere se bazeaza pe modelul general al cresterii exponentiale a algelor in culturi nelimi-
tate, In care toxicitatea se estimeaza pe baza efectelor asupra vitezei de crestere, fard a fi dependentd de valoarea
absolutd a vitezei specifice de crestere a probei martor, de panta curbei concentratie-rispuns sau de durata testului.
Prin contrast, rezultatele bazate pe variabila de raspuns-randament depind de toate aceste variabile. E,C, depinde
de viteza specifici de crestere a speciilor de alge folosite pentru fiecare test si de viteza maxima specifica de crestere,
care poate varia Intre specii si chiar intre suse diferite de alge. Aceastd variabild de rispuns nu se foloseste pentru
compararea sensibilititii la substante toxice intre specii de alge sau chiar suse diferite. In timp ce folosirea vitezei
medii specifice de crestere in scopul estimdrii toxicitatii este preferatd din punct de vedere stiintific, estimarile de
toxicitate bazate pe randament sunt incluse in prezenta metodd de testare pentru a satisface cerintele de reglemen-
tare din unele ari.
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2.2.1.

2.2.2.

Viteza medie de crestere

Viteza medie specificd de crestere pentru o anumitd perioadd se calculeazd ca fiind cresterea logaritmica a bio-
masei, pe baza ecuatiei pentru fiecare vas de probe martor §i de probe supuse tratamentului:

InX-InX
=—J 'z

t—t
i

H,'.j
unde:

I este viteza medie specificd de crestere de la momentul i la momentul j

X;: este biomasa la momentul i

X;: este biomasa la momentul j.

Pentru fiecare grup etalon si grup supus tratdrii, se calculeazd o valoare medie a vitezei de crestere in paralel cu esti-
mdrile variantei.

Se calculeaz viteza medie specificd de crestere pentru intreaga duratd a testului (in mod normal, zilele 0-3), folo-
sind biomasa inoculati nominal ca valoare initiald in locul unei valori initiale masurate, in acest mod fiind obtinutd
o precizie sporitd. Daci dispozitivul folosit pentru mdsurarea biomasei permite o determinare suficient de precisa
a biomasei scdzute de inocul (de exemplu citometru de flux), se poate folosi concentratia biomasei misurate initial.
De asemenea, se evalueazd viteza de crestere pe sectiuni, calculatd ca viteze specifice de crestere pentru fiecare zi
din perioada testului (zilele 0-1, 1-2 si 2-3) si se examineaza dacd viteza de crestere a probei martor rimane con-
stantd (a se vedea criteriile de validitate, punctul 1.7). O vitezd de crestere specificd semnificativ mai scizutd poate
indica o fazi de latentd. In timp ce o fazd de latentd poate fi minimizata si, practic, eliminati din culturile de con-
trol prin propagarea adecvatd a preculturii, o fazi de latentd la culturile expuse poate indica recuperarea dupa un
stres toxic initial sau o expunere redusd ca urmare a pierderii de substanta de testat (inclusiv sorbtie in biomasa de
alge) dupd expunerea initiald. Prin urmare, viteza de crestere pe sectiuni poate fi estimata in scopul evaludrii efec-
telor substantei de testat care se manifestd in timpul perioadei de expunere. Existenta unor diferente substantiale
intre viteza de crestere pe sectiuni si viteza medie de crestere indicd o deviere de la cresterea exponentiald constantd
si justificd examinarea atentd a curbelor de crestere.

Inhibarea procentuald a vitezei de crestere pentru fiecare duplicat supus tratdrii se calculeazd pe baza ecuatiei:

%1 ="M 100
e

unde:

% 1:  inhibarea vitezei medii specifice de crestere, in procente
P valoarea medie a vitezei medii specifice de crestere (i) in grupul martor

i viteza medie specificd de crestere pentru duplicatul supus tratarii.

Cand se folosesc solventi pentru pregitirea solutiilor de testat, pentru calcularea inhibarii se folosesc probele mar-
tor ale solventilor in locul probelor martor fard solventi.

Randament

Randamentul se calculeazi ca biomasa la sfarsitul testului minus biomasa de la inceputul testului in cazul fiecirui
vas de probe martor si probe supuse tratamentului. Pentru fiecare concentratie de testare si probd martor, se cal-
culeazd o valoare medie a randamentului impreund cu estimdrile variantei. Procentul de inhibare a randamentului
(% 1,) se poate calcula pentru fiecare duplicat supus tratarii, dupd cum urmeaza:

Y -
%Iy=(cy—T)><1OO
C

unde:

% 1 inhibarea randamentului, in procente
Yo valoarea medie a randamentului la grupul martor

Y:  valoarea randamentului pentru duplicatul supus tratarii.
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2.3.

2.4,

TRASAREA CURBELOR DE RASPUNS A CONCENTRATIEI

Se reprezintd procentul de inhibare in functie de logaritmul concentratiei substantei de testat §i se examineaza
graficul cu atentie, ignorandu-se toate punctele experimentale care au fost indicate ca valori exceptionale in prima
fazd. Punctele experimentale se unesc printr-o linie netedd, cu ochiul liber sau prin interpolare computerizata, pen-
tru a se obtine o primd impresie asupra relatiei concentratie-rdspuns, apoi se continud cu o metodd mai detaliatd,
preferabil o metoda de statistica informatizati. in functie de viitoarea utilizare a datelor, calitatea (precizia) si can-
titatea de date, precum si de disponibilitatea instrumentelor de analizd a datelor, se poate decide (uneori, bine jus-
tificat) oprirea analizdrii datelor in aceastd etapa si se citesc doar cifrele cheie ECs s EC,, (sifsau EC,0) de pe curba
trasatd cu ochiul liber (a se vedea si punctul de mai jos despre efectele stimulatorii). Motivele valide de a nu folosi
0 metoda statisticd pot include:

— Datele nu sunt adecvate pentru ca metodele computerizate s producd rezultate mai precise decat pot fi obti-
nute prin concluziile expertilor — in astfel de situatii, unele programe de computer pot chiar sd nu produci o
solutie precisd (iteratiile pot s nu convearga etc.).

— Rispunsurile de crestere stimulatorie nu pot fi prelucrate adecvat prin folosirea programelor de computer dis-
ponibile (a se vedea mai jos).

PROCEDURI STATISTICE

Obiectivul este de a se obtine o relatie cantitativd concentratie-rdspuns prin metoda analizei regresiei. Este posibild
folosirea unei regresii lineare ponderate dupa ce s-a efectuat o transformare de linearizare a datelor de raspuns — de
exemplu in functia probit, logit sau unitdti Weibull (9), dar procedurile de regresie nelineard sunt tehnici preferate,
care trateazd mai bine inexactititile inevitabile ale datelor si abaterile de la distributiile netede. Cand se apropie de
zero sau inhibitie totald, aceste inexactitdti se pot amplifica prin transformare, interferand cu analiza (9). Trebuie
remarcat cd metodele standard de analizd folosind transformatele probit, logit sau Weibull se folosesc in cazul date-
lor cantitative (de exemplu date despre mortalitate sau supravietuire) si trebuie si fie modificate pentru a reflecta
datele despre crestere sau biomasa. Proceduri specifice de determinare a valorilor EC, pe baza datelor continue pot
fi consultate la notele (10), (11) si (12). Folosirea analizei regresiei nelineare este detaliatd in apendicele 4.

Pentru fiecare variabild de raspuns de analizat, se utilizeaza relatia concentratie-rdspuns pentru calcularea estima-
rilor punctului valorilor EC,. Daci este posibil, se vor determina limitele de incredere de 95 % pentru fiecare esti-
mare. Calitatea de ajustare a datelor de raspuns la modelul de regresie se evalueazd in mod grafic sau statistic.
Analiza regresiei se efectueaza folosind raspunsuri individuale ale duplicatului, nu medii ale grupului supus tratdrii.
Daci totusi interpolarea nelineard este dificild sau esueazd ca urmare a datelor prea imprastiate, problema poate fi
ocolitd prin efectuarea regresiei pe medii de grup, aceasta fiind o metoda practicd de reducere a influentei valorilor
exceptionale suspectate. Folosirea acestei optiuni se consemneaza in raportul de testare ca abatere de la procedura
normald, deoarece intersectarea curbei cu duplicatele individuale nu a produs un rezultat corect.

Estimdrile si limitele de incredere ale ECs,, pot fi obtinute folosind interpolarea lineard cu ,bootstrap” (13), daci
modelele/metodele disponibile de regresie sunt inadecvate pentru date.

Pentru estimarea CMEO si, prin urmare, a CFEO si a efectelor substantei de testat asupra vitezei de crestere, este
necesard compararea mediilor de tratare folosind tehnici de analizare a variantei (ANOVA). Media pentru fiecare
concentratie se compard apoi cu media probei martor folosind o metodd de comparare multipld adecvatd sau de
testare a tendintei. Testul lui Dunnett sau cel al lui Williams pot fi utile in acest sens (14)(15)(16)(17)(18). Este nece-
sar sd se evalueze dacd ipoteza ANOVA de omogenitate a variantei se verificd. Aceastd evaluare se poate efectua
grafic sau printr-un test formal (18). Teste adecvate in acest sens sunt cele ale lui Levene sau Bartlett. Neindeplinirea
ipotezei de omogenitate a variantelor poate fi corectatd uneori prin transformarea logaritmici a datelor. Daca he-
terogenitatea variantei este extremd si nu poate fi corectatd prin transformare, se va lua in considerare analizarea
prin metode precum testele Jonkheere regresive de stabilire a tendintei. Indrumari suplimentare privind deter-
minarea CFEO sunt prezentate la nota (12).

Progresele stiintifice recente au condus la recomandarea de abandonare a conceptului de CFEO si inlocuirea sa cu
estimdrile punctului EC, bazate pe regresie. Nu a fost stabilitd o valoare adecvatd a x pentru acest test cu alge. Un
interval cuprins intre 10-20 % pare a fi adecvat (in functie de variabilele de raspuns alese) si se recomanda rapor-
tarea atat a EC,, cat si a EC,,,.
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2.5.

2.6.

3.1.

STIMULAREA CRESTERII

Se observa uneori o stimulare a cresterii (inhibare negativa) la concentratii scizute. Aceasta poate rezulta fie din
hormesis (,stimulare toxicd”), fie in urma addugarii de factori de stimulare a cresterii odatd cu materialul de testat la
mediul minimal folosit. Retineti cd addugarea de nutrienti anorganici nu ar trebui si aibd niciun efect direct,
deoarece mediul de testare ar trebui sd isi mentind un surplus de nutrienti pe intreaga durati a testului. Stimularea
cu doze scizute poate fi ignoratd de obicei in calculele EC5, cu exceptia cazurilor cand este extremd. Dacd este
extremd sau se calculeazd o valoare EC, pentru x scdzut, pot fi necesare proceduri speciale. Stergerea raspunsurilor
stimulatorii din rezultatele analizarii datelor trebuie si fie evitatd daci este posibil, iar dacd programele software de
interpolare disponibile nu pot accepta stimulare minord, se poate utiliza interpolarea lineard cu ,boostrap”. Dacd
stimularea este extremd, poate fi luatd in considerare folosirea unui model hormetic (19).

INHIBARE NETOXICA A CRESTERII

Materialele de testare fotoabsorbante pot determina o reducere a vitezei de crestere, deoarece umbra reduce canti-
tatea de lumina disponibila. Astfel de tipuri de efecte fizice trebuie si fie separate de efectele toxice prin modificarea
conditiilor de testare, iar primele se raporteaza separat. Indrumari in acest sens sunt prezentate la notele (2) si (3).

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare trebuie si includd urmitoarele informatii:

Substanta de testat:

—  starea fizicd si proprietdtile fizico-chimice relevante, inclusiv limita solubilitatii in apa;
— date de identificare de naturd chimici, inclusiv puritatea.

Speciile folosite pentru testare:

— susa, furnizorul sau sursa si conditiile de culturd folosite.

Conditiile de testare:

— data de incepere a testului si durata acestuia;

—  descrierea protocolului testului: vasele de testare, volumele de culturd, densitatea biomasei la inceputul testului;
— compozitia mediului;

—  concentratii de testare i duplicate (de exemplu numarul duplicatelor, numarul concentratiilor de testare si pro-
gresia geometrica utilizatd);

—  descrierea modului de preparare a solutiilor testate, inclusiv folosirea de solventi etc.;
— aparatul pentru culturd;

— intensitatea si calitatea luminii (sursa, omogenitatea);

— temperatura;

— concentratiile testate: concentratiile nominale de testare si rezultatele tuturor analizelor pentru determinarea
concentratiei substantei testate in vasele de testare. De asemenea, se prezinti eficienta de recuperare a metodei
si limita de cuantificare in matricea de testare;

— orice deviere de la prezenta metoda de testare;
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metoda de determinare a biomasei si dovada corelatiei dintre parametrul masurat si greutatea uscatd.

Rezultate:

valorile pH-ului la inceputul si sfarsitul testului, pentru toate tipurile de tratare;
biomasa pentru fiecare recipient la fiecare punct de masurare i pentru fiecare metodd de masurare a biomasei;
curbele de crestere (graficul biomasei in functie de timp);

variabilele de raspuns calculate pentru fiecare duplicat supus tratdrii, cu valori medii i coeficient de variatie
pentru duplicate;

prezentare graficd a relatiei concentratie/efect;

estimdri ale toxicitdtii pentru variabile de rdspuns, cum ar fi ECs,, EC,, EC, si limitele de incredere aferente.
Dacd au fost calculate, CMEO si CFEO, precum si metodele statistice folosite pentru determinarea acestora;

daci s-a folosit ANOVA, dimensiunea efectului care poate fi detectat (de exemplu diferenta cea mai putin
importantd);

orice stimulare a cresterii constatatd in cazul oricdrei tratdri;
orice alte efecte observate, cum ar fi modificdrile morfologice ale algelor;

discutarea rezultatelor, inclusiv orice influentd asupra rezultatului testului manifestatd in urma abaterilor de la
prezenta metodd de testare.
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Apendicele 1

Suse demonstrate ca fiind adecvate pentru testare

Alge verzi
—  Pseudokirchneriella subcapitata (cunoscutd anterior ca Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4, 61.81 SAG

—  Desmodesmus subspicatus (cunoscutd anterior ca Scenedesmus subspicatus) 86.81 SAG

Diatomee

—  Navicula pelliculosa, UTEX 664

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

Surse ale suselor
Susele recomandate sunt disponibile in culturi cu un singur tip de alge din urmitoarele colectii (in ordine alfabeticd):

ATCC: Colectie de culturi tip american
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209
Statele Unite ale Americii

CCAP: Colectie de culturi de alge si protozoare
Institute of Freshwater Ecology

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria

LA22 OLP

Regatul Unit

SAG: Colectie de culturi de alge
Institutul de Fiziologie a Plantelor
Universitatea din Gottingen
Nicholausberger Weg 18

D-3400 Gottingen

Germania

UTEX: Colectie de culturd de alge

Sectiunea Biologie Moleculard, Celulard si Evolutiva
School of Biological Sciences

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

Statele Unite ale Americii

Aspectul si caracteristicile speciilor recomandate

P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Aspect Curbat, celule | Oval, Bastonage Lant de celule | Bastonase
unice rdsucite | predominant ovale
celule unice
Dimensiune (L x I) pm 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5x3 6 x1
Volumul celulei (um’jceluls) | 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 2,50)
Greutatea uscati a celulei 2-3x 1078 3-4x10°8 3-4x 1078 1-2x 1078 2-3x 1077
(mg/celuld)
Vitezd de crestere (3) (zi’l) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(") Masuratd cu contor electronic de particule.

(3) Calculat pe baza dimensiunii.

(}) Viteza de crestere observatd cel mai frecvent in mediu OECD, la o intensitate a luminii de aprox.

70 pE'm s " si o temperaturd de 21 °C.
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Recomandiri specifice privind cultura si manipularea speciilor de testare recomandate

Pseudokirchneriella subcapitata si Desmodesmus subspicatus

Aceste alge verzi sunt, in general, usor de intretinut in diferite medii de culturd. Informatii privind mediile adecvate sunt dis-
ponibile in colectiile de culturi. In mod normal, celulele sunt solitare, iar masuratorile densitatii celulelor pot fi efectuate cu
usurintd folosind un contor electronic de particule sau un microscop.

Anabaena flos-aquae

Pentru pastrarea unei culturi mama pot fi folosite diferite medii de culturd. Cultura cultivatd in serie nu trebuie s3 depaseascd
faza de dezvoltare logaritmicd in etapa de reinnoire, recuperarea fiind dificild in acest punct.

Anabaena flos-aquae dezvoltd agregate de lanturi de celule in serie. Dimensiunea acestor agregate poate varia in functie de
conditiile de culturd. Separarea acestor agregate poate fi necesard in timpul numararii la microscop sau cand se foloseste un
contor electronic de particule pentru determinarea biomasei.

Desfacerea lanturilor, in scopul reducerii variabilitdtii numdrului, se poate obtine prin dezintegrarea cu ultrasunete a sub-
esantioanelor. O dezintegrare cu ultrasunete pentru o perioadd mai lunga decit cea necesard pentru desfacerea lanturilor in
lungimi mai mici poate avea ca efect distrugerea celulelor. Intensitatea si durata dezintegrarii cu ultrasunete trebuie sa fie
identice in cazul fiecdrei tratari.

Se vor numdra suficiente cimpuri pe hemocitometru (cel putin 400 de celule) pentru a se compensa variabilitatea. Aceasta
va ameliora precizia determindrilor microscopice ale densitatii.

Dupi desfacerea lantului de celule prin dezintegrare prudentd cu ultrasunete, volumul total de celule de Anabaena se va putea
determina folosind un contor electronic de particule. Energia dezintegrdrii se va ajusta pentru a se preveni distrugerea
celulelor.

Folositi un agitator Vortex sau o metodd adecvatd similard pentru a vd asigura ci suspensia de alge utilizatd pentru inocu-
larea vaselor de testare este bine amestecatd i omogend.

Vasele de testare se asazd pe o masi de agitare orbitald sau oscilanti la aproximativ 150 de rotatii pe minut. In mod alter-
nativ, tendinta Anabaena de a se agrega poate fi prevenitd prin agitare intermitentd. Dacd se produce agregarea, esantioanele
reprezentative pentru masurdtorile de biomasa vor fi selectate cu atentie. Agitarea cu putere inainte de recoltare poate dez-
integra agregatele de alge.

Synechococcus leopoliensis

Pentru pastrarea unei culturi mama pot fi folosite diferite medii de culturd. Informatii privind mediile adecvate sunt dispo-
nibile in colectiile de culturi.

Synechococcus leopoliensis creste sub forma de celule solitare in forma de bastonase. Celulele sunt foarte mici, ceea ce ingreu-
neazd numdrarea acestora la microscop in scopul masurdrii biomasei. Sunt utile contoarele electronice de particule calibrate
pentru numdrarea particulelor cu o dimensiune de pani la 1 pm. Se pot folosi, de asemenea, masuratori fluorometrice in
vitro.

Navicula pelliculosa

Pentru pastrarea unei culturi mama pot fi folosite diferite medii de cultura. Informatii privind mediile adecvate sunt dispo-
nibile la colectiile de culturi. Retineti cd in mediu este necesard prezenta silicatului.

Navicula pelliculosa poate forma agregate in anumite conditii de crestere. Ca urmare a productiei de lipide, celulele algice tind
uneori s3 se acumuleze in pelicula de suprafatd. in aceasti situatie, se vor adopta masuri speciale pentru obtinerea de esan-
tioane reprezentative cand se recolteazd subesantioane pentru determinarea biomasei. Poate fi necesara agitarea cu putere,
cu ajutorul, de exemplu, al unui agitator Vortex.
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Apendicele 2

Medii de culturd

Se poate folosi unul dintre urmatoarele doud medii de cultura:

Mediul OECD: Mediu original, conform cu orientarile OECD privind testele nr. 201 si ISO 8692

Statele Unite, mediu EPA AAP, conform si cu ASTM.

Pentru pregitirea acestor medii se folosesc reactivi sau substante chimice de puritate analiticd si apd deionizata.

Compozitia mediului AAP (Statele Unite, EPA) si a mediului conform cu orientirile OECD privind testele

nr. 201
Componentd EPA OECD

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

() Raportul molar al EDTA-fier depaseste usor unitatea. Aceasta previne precipitarea fierului si, in acelasi
timp, este minimizatd chelatizarea ionilor de metale grele.

In testul cu diatomeea Navicula pelliculosa, ambele medii trebuie s fie suplimentate cu Na,S$iO;-9H,0 pentru a se obtine o
concentratie de 1,4 mg Si/l.

pH-ul mediului se obtine la echilibrul intre sistemul carbonat al mediului si presiunea partiald a CO, in aerul atmosferic. O
relatie aproximativa intre pH la 25 °C si concentratia molard a bicarbonatului este:

PH,, = 11,30 + log [HCO,]

cu 15 mg NaHCO;, pH,q = 7,5 (mediu conform EPA, Statele Unite) si cu 50 mg NaHCO5/1, pH, = 8,1 (mediu OECD).

eq:
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Compozitia elementald a mediului de testare

Element 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

Pregitirea mediului OECD

Nutrient Concentratie in solutie mama
Solutie mama nr. 1: macronutrienti
NH,Cl 1,5 gl
MgCl,-6H,0 1,2 gl
CaCl,-2H,0 1,8 gl
MgSO,:7H,0 1,5 ¢l
KH,PO, 0,16 gI™!
Solutie mama nr. 2: fier
FeCl;-6H,0 64 mgl™!
Na,EDTA-2H,0 100 mg 1™
Solutie mama nr. 3: elemente de urmdrire
H;BO, 185 mg 1™
MnCl,-4H,0 415 mgl™!
Zn(l, 3 mgl™
CoCl,-6H,0 1,5 mgl™!
Cu(Cl,-2H,0 0,01 mgl™!
Na,Mo00,2H,0 7 mgl™!
Solutie mamd nr. 4: bicarbonat
NaHCO, 50 g1
Na,Si059H,0

Solutiile mama se sterilizeazd prin filtrare prin membrand (diametrul mediu al porilor 0,2 pm) sau termic (120 °C, 15 min).

Solutiile se depoziteazi la intuneric la 4 °C.

Solutiile mamd nr. 2 si 4 nu se sterilizeazd termic, ci doar prin filtrare prin membrand.

Se pregdteste un mediu de crestere prin addugarea unui volum adecvat al solutiilor mama 1-4 in apa:

Se adaugd 500 ml de apd sterilizata:
— 10 ml de solutie mama nr. 1
— 1 ml de solutie mamd nr. 2

— 1 ml de solutie mama nr. 3

— 1 ml de solutie mamd nr. 4



L 220/52

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene 24.8.2009

Se completeazd pand la 1 000 ml cu api sterilizata.

Se lasd suficient timp pentru echilibrarea mediului cu CO, atmosferic, prin barbotare timp de cateva ore cu aer steril filtrat,
dacd este necesar.

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

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

A1.3.9.

Al.4.

Al.6.

Pregitirea mediului AAP

Se adaugd 1 ml din fiecare solutie mamd in A1.2.1-A1.2.7 la aproximativ 900 ml de api deionizatd sau distilatd,
apoi se dilueazdla 1 1.

Solutiile mama de macronutrienti se alcituiesc prin dizolvarea urmdtoarelor substante in 500 ml de apd deionizatd
sau distilatd. Reactivii A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3 si A1.2.4 pot fi combinati intr-o singurd solutie mama.

NaNO;—12,750 g.

MgCl,6H,0—6,082 g.

CaCl,2H,0—2,205 g.

Solutie mamd de micronutrienti—(a se vedea A1.3).
MgSO,-7H,0—7,350 g.

K,HPO,—0,522 g.

NaHCO,—7,500 g.

Na,Si0;-9H,0—A se vedea nota Al.1.

Nota A1.1 - Se foloseste exclusiv pentru specii de diatomee-test. Se poate adduga direct (202,4 mg) sau prin solutia
mamd, pentru a rezulta 20 mg/l Si concentratie finald in mediu.

Solutia mama de micronutrienti se obtine prin dizolvarea urmitoarelor substante in 500 ml de apa deionizati sau
distilata:

H,BO,—92,760 mg.

MnCl,-4H,0—207,690 mg.

ZnCl,—1,635 mg.

FeCl;-6H,0—79,880 mg.

CoCl,*6H,0—0,714 mg.

Na,MoO,,-2H,0—3,630 mg.

CuCl,-2H,0—0,006 mg.

Na,EDTA-2H,0—150,000 mg.

[(Etilendiamino)tetraacetat disodic].

Na,SeO,5H,0—0,005 mg. A se vedea nota A1.2.

Nota A1.2 — Se foloseste exclusiv in mediul pentru culturile mama ale speciilor de diatomee.
Se ajusteazd pHla 7,5 £ 0,1 cu solutie 0,1 N sau 1,0 N de NaOH sau HCl.

Se filtreazd mediul intr-un recipient steril printr-un filtru cu membrana de 0,22 pm, dacd se foloseste un contor de
particule, sau printr-un filtru de 0,45 pm, dacd nu se foloseste un contor de particule.

Mediul se depoziteazi la intuneric la 4 °C pand la utilizare.
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Apendicele 3

Exemplu de procedurd pentru cultura de alge

Observatii generale
Scopul cultivarii pe baza metodei de mai jos este acela de a obtine culturi de alge pentru testele de toxicitate.

Se folosesc metode adecvate pentru a garanta lipsa infectdrii cu bacterii a culturilor de alge. Se recomanda culturile necon-
taminate, dar se stabilesc si se folosesc culturile cu un singur tip de alge.

Toate operatiile se efectueaza in conditii sterile pentru a evita contaminarea cu bacterii sau alte alge.

Echipament si materiale

A se vedea sectiunea Aparaturd din Metoda de testare.

Proceduri pentru obtinerea culturilor de alge

Prepararea soluiilor de elemente nutritive (medii):

Toate sarurile nutritive ale mediului se prepard ca solutii mama concentrate si se pastreaza la rece si intuneric. Aceste solutii
se sterilizeazd prin filtrare sau autoclavare.

Mediul se prepard prin addugarea cantitdtii corecte de solutie mama la apa distilata sterild, acordandu-se atentie prevenirii
infectiilor. Pentru mediul solid se adaugd 0,8 % agar-agar.

Cultura mamd:

Culturile mamd sunt culturi mici de alge care se transferd cu regularitate intr-un mediu proaspit pentru a actiona ca material
initial de testare. Dacd nu sunt folosite cu regularitate, se scurg pe tuburile inclinate acoperite cu agar-agar. Culturile se trans-
ferd intr-un mediu proaspit cel putin o datd la doud luni.

Culturile mama se cresc in vase conice care contin mediul corespunzitor (volum cca 100 ml). Cand algele sunt incubate la
20 °C cu iluminare continud, este necesar un transfer saptimanal.

In timpul transferului, o cantitate din cultura ,veche” se transferd cu pipete sterile intr-un vas cu mediu proaspat, astfel incat,
in cazul speciilor cu crestere rapidd, concentratia initiald sd fie de cca 100 de ori mai micd decat in cultura veche.

Viteza de crestere a speciei se poate determina din curba de crestere. Dacd aceasta se cunoaste, este posibil s se estimeze
densitatea la care cultura trebuie transferatd intr-un mediu nou. Acest lucru trebuie si se faci Inainte ca algele din culturd si
atingd faza mortii.

Precultura:

Precultura are ca scop obtinerea unei cantititi de alge adecvatd pentru inocularea culturilor de testare. Precultura se incu-
beazd in conditiile testarii si se foloseste in timpul cresterii exponentiale, in mod normal dupi o perioadd de incubare intre
2-4 zile. Cand culturile de alge contin celule deformate sau anormale, acestea sunt inldturate.
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Apendicele 4

Analiza datelor prin metoda regresiei nelineare

Consideratii generale

Rispunsul la testele pe alge si alte teste de crestere microbiand — in mod natural, cresterea biomasei este o variabild continui
sau metricd — o vitezd de proces, daci se foloseste viteza de crestere, si integrala sa in functie de timp, daci se selecteazi
biomasa. Ambele fac trimitere la rispunsul mediu corespunzitor al probelor martor duplicate neexpuse care manifestd un
rispuns maxim pentru conditiile impuse — lumina §i temperatura fiind principalii factori determinanti in testul pe alge. Sis-
temul este distribuit sau omogen, iar biomasa poate fi considerat ca fiind un continuum fara a se tine cont de celulele indi-
viduale. Distributia variantei tipului de rdspuns pentru un astfel de sistem are legaturd exclusiv cu factorii experimentali
(descrisi in mod obisnuit de distributiile log-normale sau normale ale erorilor). Aceasta este in contrast cu rispunsurile tipice
din cadrul biotestului cu date cantitative, pentru care toleranta (distribuitd de obicei binomial) a organismelor individuale
este adesea presupusd a fi componenta dominanti a variantei. Rispunsurile de control sunt, in acest caz, zero sau nivel de
fond.

In situatia necomplicati, rispunsul normalizat sau relativ r descreste uniform de la 1 (inhibare zero) la 0 (100 % inhibare).
Retineti cd toate raspunsurile au o marja de eroare aferentd si cd inhibarile aparent negative pot fi calculate doar ca rezultat
al unei erori aleatorii.

Analiza regresiei

Modele

Obiectivul unei analize a regresiei este de a descrie cantitativ curba concentratie-rispuns sub forma unei functii matematice
de regresie Y = f (C) sau, mai frecvent, F (Z), unde Z = log C. Folositi invers, C = ! (Y) permite calcularea valorilor EC,,
inclusiv ECs,, EC si ECyq si limitele lor de incredere de 95 %. Cateva formule functionale matematice simple au demon-
strat cd pot descrie cu succes relatiile concentratie-rispuns obtinute in testele de inhibare a cresterii algelor. Functiile includ,
de exemplu, ecuatia logisticd, ecuatia Weibull nesimetrica si functia de distributie log-normald, toate acestea fiind curbe sig-
moide care se apropie asimptotic de 1 pentru C — 0 si de 0 pentru C —> infinit.

Folosirea modelelor functiei limitd continue (de exemplu modelul Koyman ,de inhibare a cresterii populatiilor”, Kooijman et
al. 1996) este o alternativd propusd recent la modelele asimptotice. Acest model nu presupune efecte la concentratii sub o
anumitd limitd ECO+, care se estimeaza prin extrapolarea relatiei concentratie-rispuns pentru a intersecta axa concentratiei
prin folosirea unei functii continue simple care nu este diferentiabild in punctul de pornire.

Trebuie retinut ¢i analiza poate consta intr-o simpld minimizare a sumelor pétratelor reziduale (presupunand ci varianta
este constantd) sau a pdtratelor ponderate, dacd heterogenitatea variantei este compensata.

Procedurd

Procedura poate fi descrisd dupd cum urmeaza: se selecteazd o ecuatie functionald adecvatd Y = f (C) si se ajusteaza la date
prin regresie nelineard. Se prefera folosirea masuratorilor pentru fiecare recipient individual, si nu valorile medii ale dupli-
catelor, pentru a se obtine din date cat mai multe informatii posibil. Dacd, pe de altd parte, varianta este mare, experienta
practicd aratd ci valorile medii ale duplicatelor pot asigura o estimare matematicd mai precisd, mai putin influentatd de ero-
rile sistematice ale datelor decat in cazul fiecdrui punct experimental retinut.

Se reprezintd curba adaptatd si datele masurate i se examineazd daci ajustarea curbei este adecvatd. Analiza valorilor rezi-
duale poate fi un instrument deosebit de util in acest scop. Daci relatia functionald aleasd pentru ajustarea rispunsului con-
centratiei nu descrie in mod corect intreaga curbd sau o parte esentiald a acesteia, cum ar fi rdspunsul la concentratii scizute,
se alege altd optiune de ajustare a curbei — de exemplu o curbd asimetricd, cum ar fi functia Weibull, in locul uneia simetrice.
Inhibdrile negative pot fi o problemd pentru functia de distributie log-normald, de exemplu, fiind necesard si in acest caz o
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functie de regresie alternativd. Nu se recomandd atribuirea valorii zero sau a unei valori pozitive mici unor astfel de valori
negative, deoarece aceasta distorsioneaza distributia erorilor. In scopul estimirii valorilor ECy 4, x e poate dovedi utild
trasarea de ajustdri separate ale curbei pe parti ale acesteia, cum ar fi partea de inhibare scizuti. Se calculeazd pe baza ecu-
atiei ajustate [prin ,estimare inversi”, C = f ! (Y)] estimdrile punctului caracteristic al EC, si se raporteazi EC5, ca minim si
una sau doud estimdri EC 5, . Experienta dobanditd in urma testdrii practice a aratat cd precizia testului pe alge permite,
in mod normal, o estimare suficient de precisd la un nivel de inhibare de 10 %, daci punctele experimentale sunt suficiente
— cu exceptia situatiilor cand stimularea are loc la concentratii scdzute, ca factor de confuzie. Precizia unei estimdri a EC,,
este adesea considerabil mai bund decat cea a unui EC,,, deoarece EC,, este pozitionat de obicei pe partea aproximativ li-
neard a curbei concentratie-raspuns centrale. Uneori, EC,, poate fi dificil de interpretat ca urmare a stimuldrii cresterii. Ast-
fel, chiar dacd EC,, poate fi obtinut, in mod normal, cu o suficientd precizie, se recomandd ca si EC,, sd fie intotdeauna
raportat.

Factori de ponderare

Varianta experimentald nu este in general constanti si include de obicei o componenta proportionald, aplicarea unei regresii
ponderate permanente fiind, prin urmare, avantajoasa. Factorii de ponderare pentru o astfel de analizd sunt dati de obicei
invers proportional cu varianta:

W, = 1/Var(r)

Mai multe programe de regresie includ optiunea de analizd de regresie ponderatd, factorii de ponderare fiind enumerati
intr-un tabel. Pentru simplificare, factorii de ponderare se normalizeaza prin multiplicarea lor cu n/Z w; (n este numarul punc-
telor experimentale), astfel incat suma lor sd fie egald cu 1.

Rdspunsuri de normalizare

Normalizarea prin raspunsul mediu de control ridicd unele probleme de principiu si determind aparitia unei structuri a vari-
antei destul de complicate. impartirea raspunsurilor la rdspunsul mediu de control, in scopul obtinerii procentajului de
inhibare 1, introduce o eroare suplimentard, cauzatd de eroarea pe media de control. Cu exceptia cazului in care aceastd
eroare este neglijabild, factorii de ponderare din regresie si limitele de incredere se corecteazd pentru covarianta cu proba
martor (17). Retineti cd precizia inaltd pe raspunsul mediu de control estimat este importantd pentru minimizarea variantei
generale pentru raspunsul relativ. Aceastd variantd este descrisd mai jos:

indicele i se referd la nivelul concentratiei i, iar indicele 0 se referd la probele martor.
Y; = Rispuns relativ = r;fro = 1 - 1= (C)
cu o variantd:
Var (Y;) = Var (r;fr,) = (0Y, | 0 r,)*Var(r) + @ Y,/ 0 ro)>Var (r)
si deoarece
(Y1) =1[rosi @Y; ]9 ro) =1ifro
cu date distribuite normal si duplicate m; si m:
Var(r) = 6*|m;
varianta totald a rispunsului relativ Y; devine astfel:
Var(Y;) = o?/(ro® my) + 1;0%[r," my

Eroarea pe media de control este invers proportionald cu ridicina patratd a numdrului de duplicate de probe martor expri-
mat ca medie, uneori fiind justificatd introducerea de date anterioare in scopul reducerii considerabile in acest fel a erorii. O
procedurd alternativi este de a nu normaliza datele si adiuga raspunsurile absolute, inclusiv datele despre raspunsul de con-
trol, ci de a introduce valoarea raspunsului de control ca parametru aditional de addugat prin regresie nelineard. Cu o ecuatie
obisnuitd de regresie cu doi parametri, aceastd metodd impune ajustarea a trei parametri, necesitand prin urmare mai multe
puncte experimentale decat regresia nelineard pe date care sunt normalizate prin folosirea unui rispuns de control presetat.
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Intervale de incredere inverse

Calcularea intervalelor de incredere ale regresiei nelineare prin estimare inversa este destul de complexd, nefiind inclusi ca
dotare standard in programele uzuale de statisticd informatizata. Limitele de incredere aproximative pot fi obtinute cu aju-
torul programelor standard de regresie nelineard cu optiunea de reparametrizare (Bruce and Versteeg, 1992), care presu-
pune rescrierea ecuatiei matematice cu estimdrile punctului dorit, de exemplu EC,, si EC5, ca parametri de estimat. [Fie
functia I = f (a, B, concentratie) si se folosesc relatiile de definitie f (a, p, EC,,) = 0,1 si f (o, p, ECs0) = 0,5 pentru a substitui
f (0, B, concentratie) cu o functie echivalentd g (EC,,, EC5,, concentratie)].

Un calcul mai direct (Andersen et al., 1998) se efectueaza prin retinerea ecuatiei originale si folosirea unei expansiuni Taylor
in jurul mediilor r; §i r,.

In ultimul timp au devenit populare ,metodele bootstrap”. Aceste metode folosesc datele misurate si reesantionarea frecventa
cu ajutorul unui generator de numere aleatorii pentru a estima o distributie empiricd a variantei.
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1.1.

1.2.

ANEXA V

C.25. MINERALIZAREA AEROBA iN APA DE SUPRAFATA - TEST DE SIMULARE A BIODEGRADARII

METODA

Aceastd metoda este echivalentd cu orientdrile OECD privind testele nr. 309 (2004)(1)

INTRODUCERE

Obiectivul acestui test vizeazd masurarea in timp a biodegraddrii unei substante de testat la concentratie scazutd in
apd aerobd in mod natural si cuantificarea observatiilor sub forma de expresii cinetice. Acest test de simulare este
un test de laborator in serie prin metoda agitdrii flaconului pentru determinarea vitezelor de biodegradare acrobd
a substantelor organice in esantioane de apd naturald de suprafatd (dulce, salmastrd sau marind). Se bazeazi pe
ISO/DIS 14592-1 (2) si include, de asemenea, elemente ale metodelor de testare C.23 si C.24 (3)(4). Optional, dacd
perioada de testare este lungd, testarea in loturi se inlocuieste cu testarea semicontinud, in scopul prevenirii dete-
riordrii mediului de testare. Principalul obiectiv al testului de simulare constd in determinarea mineralizdrii sub-
stantei testate in apa de suprafatd, iar mineralizarea constituie baza de exprimare a cineticii degraddrii. Un obiectiv
optional secundar al testului vizeazd obtinerea de informatii privind degradarea primara si formarea produsilor
principali de transformare. Identificarea produsilor de transformare si, dacd este posibil, cuantificarea concentrati-
ilor acestora sunt importante in special pentru substante care se mineralizeaza foarte lent (de exemplu, cu perioade
de injumititire pentru '*C rezidual total care depasesc 60 de zile). Ca urmare a limitirilor analitice, pentru iden-
tificarea si cuantificarea produsilor principali de transformare se folosesc, in mod normal, concentratii mai mari de
substanta de testat (> 100 pg/l).

O concentratie scizutd In acest test se referd la o concentratie (de exemplu mai mici de 1 pg/lla 100 pg/l) suficient
de scdzutd pentru ca cinetica biodegraddrii rezultate in urma testului s o reflecte pe cea prevazutd pentru mediul
ambiant. Comparativ cu masa totald a substraturilor de carbon biodegradabil disponibile in apa naturala folosita
pentru testare, substanta testatd prezentd in concentratie scizutd va avea rolul de substrat secundar. Aceasta pre-
supune ¢ cinetica anticipatd a biodegradarii este de prim ordin (cineticd de ,non-crestere”), iar substanta testatd
poate fi degradatd prin ,cometabolism”. Cinetica de prim ordin presupune ci viteza de degradare (mg/l/zi) este pro-
portionali cu concentratia substratului care descreste in timp. in cazul cineticii de prim ordin reale, constanta vite-
zei specifice de degradare k este independentd de timp si concentratie. Prin urmare, k nu variazd apreciabil in cursul
experimentului i nu se modificd in functie de concentratia adiugatd intre experimente. Prin definitie, constanta
vitezei specifice de degradare este egald cu modificarea relativd a concentratiei in functie de timp k = (1/C) - (dC/dt).
Desi, in conditiile descrise, se prevede obtinerea unei cinetici de prim ordin, se pot manifesta circumstante in care
este adecvatd o cineticd de un tip diferit. Dacd viteza de biotransformare este limitatd ca urmare a unor fenomene
de transfer de masd, cum ar fi viteza de difuzie, in locul vitezei reactiei biologice, pot fi observate abateri de la
cinetica de prim ordin. Cu toate acestea, datele pot fi aproape intotdeauna descrise prin cineticd de pseudo-prim
ordin, care acceptd o constanti a vitezei dependentd de concentratic.

in scopul facilitirii stabilirii planului experimental si interpretirii rezultatelor, informatiile despre biodegrabilitatea
la concentratii mari a substantei testate (obtinute in urma testelor standard de triere), precum si cele privind degra-
dabilitatea abioticd, produsii de transformare si proprietatile fizico-chimice relevante trebuie si se cunoascd ina-
inte de test. Biodegradabilitatea finald poate fi stabilitd ca urmare a folosirii substantelor de testat marcate cu izotop
14C si determinarea distributiei fazice a '*C la sfarsitul testului. Daci se foloseste substanti de testat nemarcatd,
biodegradarea finald poate fi estimata doar dacd se testeazd o concentratie mai mare si se cunosc toti produsii prin-
cipali de transformare.

DEFINITII

Biodegradare primara: Modificarea (transformarea) structurii unei substante chimice sub actiunea unor micro-
organisme, avand ca rezultat pierderea proprietitilor chimice.

Biodegradare functionald: Modificarea (transformarea) structurii unei substante chimice ca urmare a actiunii unor
microorganisme, avand ca rezultat pierderea unei anumite proprietdti chimice.

Biodegradare aeroba finalid: Descompunerea unei substante chimice in dioxid de carbon, apd si sdruri minerale
ale oricarui alt element prezent sub actiunea unor microorganisme in prezenta oxigenului (mineralizare) si obti-
nerea de biomasi si produsi noi de biosintezd microbiand organicd.
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Mineralizare: Descompunerea unei substante chimice sau materii organice in dioxid de carbon, ap si siruri mine-
rale ale oricarui alt element prezent ca urmare a actiunii unor microorganisme in prezenta oxigenului.

Fazd de latentd: Perioada cuprinsi intre inceputul unui test si momentul in care se realizeazd adaptarea microor-
ganismelor care produc degradarea, iar gradul de biodegradare al unei substante chimice sau materii organice a
crescut la un nivel detectabil (de exemplu 10 % din biodegradarea teoreticd maximda sau mai putin, in functie de
precizia metodei de masurare).

Nivel maxim de biodegradare: Gradul de biodegradare a unei substante chimice sau materii organice intr-un test,
inregistrat in procente, dincolo de care nu are loc biodegradare in timpul testului.

Substrat primar: Colectie de surse naturale de energie si carbon care asigurd cresterea si mentinerea biomasei
microbiene.

Substrat secundar: Componenta unui substrat prezentd intr-o concentratie atat de sczutd, incat, in urma degra-
darii sale, microorganismele competente primesc doar cantitdti minime de carbon si energie comparativ cu car-
bonul si energia furnizate prin degradarea componentelor substratului principal (substraturi primare).

Constanta vitezei degradirii: Constanti cinetici de prim ordin sau pseudo-prim ordin k (zi '), indicand viteza
procesului de degradare. Pentru un experiment in serie, k se estimeazd din partea initiald a curbei degradarii obti-
nute dupd incheierea fazei de latentd.

Timp de injumaititire, t, , (zi): Termen folosit pentru caracterizarea vitezei unei reactii de prim ordin. Este inter-
valul de timp care corespunde unei scideri a concentratiei de 2 ori. Timpul de injumatatire si constanta vitezei de
degradare sunt corelate de ecuatia t,), = In2/k.

Timp de injumititire a degradarii, DT, (zi): Termen utilizat pentru cuantificarea rezultatului testelor de bio-
degradare. Este intervalul de timp (inclusiv faza de latentd) necesar pentru atingerea unei valori de 50 % a
biodegradarii.

Limita de detectie (LOD) si limita de cuantificare (LOQ): Limita de detectie (LOD) este concentratia unei sub-
stante sub nivelul cireia identitatea unei substante nu mai poate fi deosebita de artefactele analitice. Limita de cuan-
tificare (LOQ) este concentratia unei substante sub nivelul cireia concentratia nu poate fi determinatd cu o precizie
acceptabild.

Carbon organic dizolvat (COD): Acea parte a carbonului organic dintr-un esantion de apd care nu poate fi eli-
minatd prin separarea fazelor specificate, cum ar fi centrifugarea la 40 000 ms™2 timp de 15 minute sau filtrarea
prin membrand cu pori de diametru 0,2 pm-0,45 pm.

Activitatea organici totald a '*C (TOA): Activitatea totald a '*C asociati cu carbonul organic.
Activitatea *C organic dizolvat (DOA): Activitatea totald a '*C asociatd cu carbonul organic dizolvat.

Activitatea "*C organic sub forma de particule (POA): Activitatea totald a '“C asociatd cu carbonul organic sub
forma de particule.

APLICABILITATEA TESTULUI

Acest test de simulare este aplicabil substantelor organice nevolatile sau ugor volatile testate la concentratii sci-
zute. Folosind recipiente in care intrd aerul (de exemplu acoperite cu vatd hidrofild), substantele cu o constantd a
legii lui Henry mai mici de aproximativ 1 Pa-m®/mol (aprox. 10~> atm-m?/mol) pot fi considerate practic nevola-
tile. Testarea substantelor putin volatile (cu constante ale legii lui Henry < 100 Pa-m?/mol sau < 10~ atm-m?/mol)
poate avea loc fard pierderi din sistemul de testare daci se folosesc recipiente inchise cu volum tampon. CO, se va
indeparta cu respectarea masurilor de siguranta adecvate, in caz contrar putand avea loc pierderi de substantd mar-
catd cu '*C. In astfel de situatii, poate fi necesard capturarea CO, intr-o coloani de absorbtie continand compusi
alcalini sau folosirea unui sistem absorbant extern de CO, (determinare directd a '*CO,; a se vedea apendicele 3).
Pentru determinarea cineticii biodegradarii, concentratiile de substanta de testat trebuie si fie inferioare solubili-
tatii acesteia in apd. Trebuie remarcat totusi cd valorile solubilitatii in apd din lucrarile stiintifice pot fi considerabil
mai mari decat solubilitatea substantei testate in ape naturale. Optional, solubilitatea substantelor de testat cu grad
scazut de solubilitate in apa poate fi stabilitd prin folosirea apelor naturale testate.

Metoda poate fi folositd pentru simularea biodegradarii in apd de suprafatd care nu contine particule mari (test
pelagic) sau in apd de suprafatd cu turbiditate, de exemplu care poate exista in apropierea unei interfete
apd/sedimente (test pe sedimente in suspensie).
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PRINCIPIUL TESTULUI

Testul se efectueazd in serii, prin incubarea substantei de testat exclusiv cu apd de suprafatd (test pelagic) sau apd
de suprafatd combinatd cu solide/sedimente in suspensie intre 0,01-1 g/l greutate uscatd (test pe sedimente sus-
pendate) pentru simularea unui curs de apd cu solide in suspensie sau sedimente resuspendate. Concentratia
solidelor[sedimentelor suspendate in intervalul inferior al acestui domeniu este reprezentativd pentru majoritatea
apelor de suprafatd. Recipientele de testare sunt incubate la intuneric, la temperatura mediului ambiant, in conditii
aerobe, si sunt agitate. Pentru determinarea cineticii degraddrii se vor folosi cel putin doud concentratii diferite ale
substantei testate. Concentratiile trebuie s difere intre ele cu un factor cuprins intre 5-10, care trebuie sa repre-
zinte intervalul asteptat de concentratii in mediul ambiant. Concentratia maximd a substantei testate nu trebuie sd
depdseascd 100 pgfl, dar sunt preferate concentratiile de testare maxime inferioare 10 pg/l pentru ca biodegra-
darea si fie conforma cineticii de prim ordin. Concentratia minimd nu trebuie s depaseascd 10 pg/l, dar sunt pre-
ferate concentratiile minime de 1-2 pg/l sau inferioare 1 ug/l. in mod normal, o analizi adecvati a unor concentraii
atat de scdzute se poate realiza cu ajutorul substantelor marcate '*C disponibile in comert. Ca urmare a limitarilor
analitice, mdsurarea concentratiei substantei testate cu precizia necesard este de cele mai multe ori imposibild dacd
substanta testatd se aplicd la o concentratie < 100 pg/l (a se vedea punctul 1.7.2 al doilea paragraf). Concentratiile
mai mari ale substantei testate (> 100 pg/l si, uneori, > 1 mg/l) pot fi folosite pentru identificarea si cuantificarea
produsilor principali de transformare sau dacd nu existd o metoda specificd de analizi cu o limita scizutd a detec-
tdrii. Dacd se testeazd concentratii mari ale substantei testate, este posibil ca rezultatele s3 nu poatd fi folosite pen-
tru estimarea constantei degradarii de prim ordin si a timpului de injumdtdtire, deoarece degradarea ar putea si nu
respecte cinetica de prim ordin.

Degradarea se urmareste la intervale de timp regulate prin misurarea '*C rezidual sau, daci se foloseste o analizd
chimica specificd, prin masurarea concentratiei substantei testate. Marcarea cu '*C a celei mai stabile parti a mo-
leculei permite determinarea mineralizirii totale, in timp ce marcarea cu '*C a partii mai putin stabile a moleculei,
precum si folosirea analizei specifice permit doar evaluarea biodegradarii primare. Cu toate acestea, portiunea cea
mai stabild nu include in mod obligatoriu fractiunea functionald relevantd a moleculei (care poate fi corelatd cu o
proprietate specifici, cum ar fi toxicitatea, bioacumularea etc.). In acest caz, se recomandi folosirea in portiunea
functionald a unei substante de testat marcate cu '*C in scopul urmdririi eliminarii acelei proprietati.

INFORMATII REFERITOARE LA SUBSTANTA DE TESTAT

In acest test pot fi folosite deopotrivi substante de testat marcate sau nemarcate radioactiv. Se recomanda tehnica
de marcare cu '*C, iar marcarea trebuie si aibd loc in portiunea (portiunile) cea (cele) mai stabili (stabile) a (ale)
moleculei (a se vedea si punctul 1.4). in cazul substantelor care contin mai mult de un inel aromatic, se prefera ca
unul sau mai multi atomi de carbon din fiecare inel s se marcheze cu '*C. In plus, se preferd ca unul sau mai multi
atomi de carbon de pe ambele pirti ale legaturilor usor de scindat s se marcheze cu '*C. Puritatea chimici si/sau
radiochimici a substantei testate trebuie s fie > 95 %. In cazul substantelor marcate radioactiv este preferatd o acti-
vitate specificd de aproximativ 50 pCi/mg (1,85 MBq) sau mai mare, in scopul facilitdrii masurarii '*C in testele
realizate la concentratii initiale scdzute. Vor fi disponibile urmdtoarele informatii despre substanta testatd:

— solubilitatea in apd [metoda de testare A.6];

— solubilitatea in solvent (solventi) organic (organici) (substante folosite impreund cu solvent sau cu solubilitate
scdzutd in apd);

— constanta de disociere (pKa) daci este posibil ca substanta s fie supusd unei protondri sau deprotondri [orien-
tarea nr. 112 a OECD] (5);

— presiunea de vapori (metoda A.4) si constanta legii lui Henry;
— stabilitate chimica in api si la intuneric (hidrolizd) [metoda C.7].

Cand substantele cu solubilitate scizutd in apd se testeazd in apd de mare, este utild cunoasterea constantei de
desalifiere (sau ,constanta Setschenow”) K®, definitd prin expresia log (S/S) = K® C,,, unde S si S’ sunt solubilitatea
substantei in apa dulce si, respectiv, in apd de mare, iar C, este concentratia molard de sare.

Daci testul se desfisoard ca ,test pe sedimente in suspensie”, urmdtoarele informatii vor fi disponibile:
— coeficientul de partitie n-octanol/apd [metoda A.8];

—  coeficientul de adsorbtie [metoda C.18].
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Alte informatii utile pot include:

— concentratia in mediu, dacd se cunoaste sau estimati;

— toxicitatea substantei testate asupra microorganismelor [metoda C.11];

— Dbiodegradabilitatea imediata si/sau intrinsecd [metodele C.4 A-F, C.12, C.9, orientarea nr. 302 a OECD (5)];

— Dbiodegradabilitatea aerobd sau anaerobd in sol si studii de transformare in sedimente/apd [metodele C.23,
C.24].

SUBSTANTA DE REFERINTA

Se foloseste ca substantd de referintd o substantd in mod normal usor degradabili in conditii acrobe (de exemplu
anilind sau benzoat de sodiu). Intervalul de timp preconizat pentru degradarea anilinei si benzoatului de sodiu este
de obicei mai mic de doud saptimani. Scopul substantelor de referintd este de a asigura mentinerea activititii micro-
biene a apei de testare in anumite limite; de exemplu, se verificd dacd apa contine o populatie microbiana activa.

CRITERII DE CALITATE

Recuperare

Imediat dupd addugarea substantei de testat, fiecare concentratie initiald de testare se verificd prin mésurarea acti-
vitdtii '*C sau prin analize chimice in cazul substantelor nemarcate, in cel putin esantioane duble. Aceasta oferd
informatii privind aplicabilitatea si repetabilitatea metodei analitice, precum si omogenitatea distributiei substantei
testate. In mod normal, activitatea '*C sau concentratia substantei testate misurate initial se folosesc in analizele
ulterioare ale datelor, nu in concentratia nominald, deoarece pierderile provocate de sorbtie si erorile de dozare
sunt astfel compensate. In cazul substantei testate marcate cu '*C, nivelul de recuperare de la sfarsitul experimen-
tului este dat de bilantul maselor (a se vedea punctul 1.8.9.4 ultimul paragraf). In mod ideal, bilantul maselor mar-
cate radioactiv trebuie sd fie cuprins intre 90 % si 110 %, in timp ce precizia analiticd trebuie sd conducd la o
recuperare initiald cuprinsd intre 70 % si 110 % pentru substante de testat nemarcate. Aceste intervale se interpre-
teazd ca tinte si nu se folosesc sub formad de criterii pentru acceptabilitatea testului. Optional, precizia analiticd se
poate determina pentru substanta testatd la o concentratie mai micd decat cea initiald si pentru produsii de
transformare.

Repetabilitatea si sensibilitatea metodei analitice

Repetabilitatea metodei analitice (cu exceptia randamentului extractiei initiale) in ceea ce priveste cuantificarea sub-
stantei de testat si a produsilor de transformare se poate controla prin efectuarea de cinci analize duplicate ale extra-
selor individuale de apd de suprafata.

Limita de detectie (LOD) a metodei analitice pentru substanta de testat si produsii de transformare trebuie si fie,
dacd este posibil, de cel putin 1 % din cantitatea initiala folosita in sistemul de testare. Limita de cuantificare (LOQ)
trebuie sd fie egald sau mai micd de 10 % din concentratia aplicatd. Analizele chimice ale multor substante orga-
nice si produsii lor de transformare impun frecvent ca substanta de testat si fie folositd la o concentratie relativ
mare, de exemplu > 100 pg/l.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Aparaturd

Testul poate fi efectuat in recipiente conice sau cilindrice de capacitate corespunzitoare (de exemplu de 0,5 sau
1,0 1) acoperite cu dopuri de silicon sau cauciuc, sau in recipiente serologice inchise ermetic (de exemplu cu mem-
brand de cauciuc butilic). O altd optiune de efectuare a testului constd in folosirea de recipiente multiple si recol-
tarea in intregime a continutului acestora, cel putin in duplicat, la fiecare interval de prelevare (a se vedea
punctul 1.8.9.1 ultimul paragraf). In cazul substantelor de testat nevolatile care nu sunt marcate radioactiv, dopu-
rile sau capacele etanse nu sunt necesare; sunt suficiente dopurile de vatd care previn contaminarea din aer (a se
vedea punctul 1.8.9.1 al doilea paragraf). Substantele putin volatile se testeazd intr-un sistem de tip biometru, cu
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agitarea usoard a suprafetei apei. In scopul prevenirii contamindrii bacteriene, vasele pot fi sterilizate optional prin
incdlzire sau autoclavare inainte de folosire. In plus, se folosesc urmatoarele echipamente standard de laborator:

— masi de agitare sau agitatoare magnetice pentru agitare continud a recipientelor de testare;
—  centrifugd;

—  pH-metry;

— turbidimetru pentru misurarea turbidititii nefelometrice;

— etuvd sau cuptor cu microunde pentru determinarea greutatii uscate;

— dispozitiv de filtrare cu membrang;

— autoclavd sau etuvd pentru sterilizarea la cildurd a vaselor din sticld;

— instrumente de manipulare a substantelor marcate cu '*C;

— echipamente pentru cuantificarea activititii '*C in esantioane de solutii de captare a CO, si, daci este nece-
sar, din esantioane de sedimente;

— echipamente analitice pentru determinarea substantei testate (si de referintd) daca se foloseste analizd chimicd
specificd (de exemplu cromatograf cu gaz, cromatograf cu lichid la inaltd presiune).

Solutiile mam3 ale substantei testate

Pentru pregitirea solutiilor mama ale substantelor de testat si de referintd se foloseste apd deionizatd (a se vedea
punctul 1.8.7 primul paragraf). Apa deionizatd nu trebuie sd contind substante toxice pentru microorganisme, iar
carbonul organic dizolvat (COD) nu trebuie sd depdseascd 1 mg/l (6).

Colectarea si transportul apei de suprafatd

Locurile de prelevare pentru colectarea apei naturale se selecteazi in functie de finalitatea testului in fiecare caz in
parte. Pentru alegerea locurilor de prelevare trebuie avut in vedere istoricul eventualelor aporturi de naturd agri-
cold, industriald sau menajerd. Dacd se cunoaste cd un mediu acvatic a fost contaminat cu substantd de testat sau
cu produsi de naturd analogd pe parcursul ultimilor 4 ani, acesta nu va fi folosit pentru prelevarea de apd, cu excep-
tia cazului in care obiectivul expres al experimentatorului este cercetarea ratelor de degradare ale locurilor expuse
anterior. pH-ul si temperatura apei se misoard la locul de prelevare. In plus, adincimea de prelevare si aspectul
esantionului de apd (de exemplu culoare si turbiditate) se inregistreazd (a se vedea punctul 3). Concentratia de oxi-
gen sifsau potentialul redox in apd si in stratul sedimentelor de suprafatd se misoard in scopul demonstrarii con-
ditiilor aerobe, cu exceptia situatiei in care acestea sunt cunoscute ca urmare a observarii aspectului si conditiilor
anterioare de la locul de prelevare. Apa de suprafatd se transportd intr-un container care a fost curdtat cu atentie.
In timpul transportului, temperatura esantionului nu trebuie sd depaseasci semnificativ temperatura testului. Dacd
durata transportului depaseste 2-3 ore, se recomanda ricirea la 4 °C. Esantionul de apd nu se congeleaza.

Stocarea si prepararea apei de suprafati

Se preferd ca textul sd inceapd in termen de o zi de la colectarea esantionului. Perioada de stocare a apei, daci este
necesard, se reduce la minimum si nu trebuie sd depaseasca in niciun caz mai mult de 4 siptdmani. Esantionul de
apd se pastreazd la 4 °C, in conditii de ventilatie, pan la folosire. Inainte de folosire, particulele mari se elimind, de
exemplu prin filtrare cu ajutorul unui filtru de nailon cu o dimensiune a porilor de aproximativ 100 pm sau cu un
filtru de hartie cu porozitate mare sau prin sedimentare.

Prepararea apei tratate cu sedimente (optional)

Pentru testul cu sedimente in suspensie, se adauga sedimente de suprafata in recipiente continand apa naturala (fil-
tratd pentru eliminarea particulelor mari, conform descrierii de la punctul 1.8.4) pentru obtinerea unei suspensii;
concentratia solidelor in suspensie trebuie si fie intre 0,01 si 1 g/l. Sedimentele de suprafata trebuie si provina din
acelasi loc de unde a fost prelevat esantionul de apa. In functie de mediul acvatic, sedimentele de suprafatd pot fi
caracterizate printr-un continut ridicat de carbon organic (2,5-7,5 %) si o texturd find sau printr-un continut sci-
zut de carbon organic (0,5-2,5 %) si o texturd rugoasi (3). Sedimentele de suprafati se prepard dupd cum urmeaza:
se extrag cateva carote de sediment intact folosind un tub de plastic transparent, se elimind straturile aerobe
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superioare (de la suprafatd la o adancime de max. 5 mm) imediat dupd prelevare si se combind. Esantionul de sedi-
ment rezultat se transportd intr-un recipient cu un volum mare al tamponului de aer pentru a mentine sedimentul
in conditii aerobe (ricit la 4 °C dacd durata transportului depaseste 2-3 ore). Esantionul de sediment se suspenda in
apa de testare la un raport de 1:10 si se pastreazd la 4 °C, in conditii de ventilare, pani la folosire. Perioada de sto-
care a apei, dacd este necesard, se reduce la minimum si nu trebuie sd depdseascd in niciun caz 4 saptimani.

Procedura semicontinui (optional)

Dacd inainte ca substanta de testat sd poatd fi masuratd se manifestd o perioadd de latentd lungd, poate fi necesard
o incubare prelungiti (cateva luni). Dacd acest aspect este cunoscut ca urmare a testdrii anterioare a unei substante,
testul poate fi initiat prin folosirea unei proceduri semicontinue, care permite reinnoirea periodicd a unei portiuni
din apa sau suspensia de testare (a se vedea apendicele 2). Alternativ, dacd nu a avut loc o degradare a substantei
de testat pe o perioada de aproximativ 60 de zile de testare prin procedura in serii, testul normal in serii poate fi
modificat intr-un test semicontinuu (a se vedea punctul 1.8.8.3 al doilea paragraf).

Adaugarea substantei de testat (sau de referinti)

Pentru substantele cu solubilitate mare in apd (> 1 mg[l) si volatilitate scdzutd (constante ale legii lui
Henry < 1 Pa'm’/mol sau < 107> atm'm’/mol) se poate prepara o solutie mami in api deionizatd (a se vedea
punctul 1.8.2); in vasele de testare se adaugd volumul corespunzdtor de solutie mama pentru obtinerea concen-
tratiei dorite. Volumul oricarei solutii mama addugate se mentine la minimul practic (< 10 % din volumul lichid
final, dacd este posibil). O altd procedurd constd in dizolvarea substantei de testat intr-un volum mai mare de apa
de testat, aceasta putand fi consideratd o alternativa la folosirea de solventi organici.

Daci nu se poate evita, solutiile mama ale substantelor nevolatile cu solubilitate scdzutd in apd se prepard prin folo-
sirea unui solvent organic volatil, dar cantitatea de solvent addugatd in sistemul de testare nu trebuie sd depaseascd
1% v/v si nu trebuie sd aibd efecte adverse asupra activitdtii microbiene. Solventul nu trebuie si afecteze stabili-
tatea substantei testate in apd. Solventul se elimind pand ajunge la o cantitate extrem de micd, astfel incat s nu
contribuie la cresterea semnificativd a concentratiei COD a apei sau a suspensiei de testat. Aceasta se verificd prin
intermediul unei analize specifice substantei sau, daci este posibil, prin analizi COD (6). Se vor lua mdsuri pentru
limitarea la strictul necesar a cantitatii de solvent transferate si pentru asigurarea dizolvarii substantei testate in volu-
mul final de apd de testat. Alte tehnici de introducere a substantei testate in vasele de testare sunt descrise la
notele (7) si (8). Atunci cind la aplicarea substantei de testat se foloseste un solvent organic, probele martor ale
solventului continind apa de testat (fird addugdri) si apa de testat cu substanta de referintd addugata sunt tratate
similar cu vasele de testare activd in care s-a addugat substantd de testat in solvent purtdtor. Rolul probelor martor
ale solventului este de a examina posibilele efecte adverse ale solventului asupra populatiei microbiene, acestea fiind
indicate de degradarea substantei de referina.

Conditii de testare

Temperatura de testare

Incubarea are loc la intuneric (preferabil) sau in conditii de lumini difuz, la temperaturd controlatd (+ 2 °C), care
poate fi temperatura ambientald sau o temperaturd standard cuprinsi intre 20-25 °C. Temperatura ambientald
poate fi temperatura reald a esantionului in momentul prelevarii sau o temperaturd ambientald medie la locul de
prelevare.

Agitare

Agitarea (scuturare sau agitare continud) are rolul de a mentine particulele si microorganismele in suspensie. Agi-
tarea faciliteazd, de asemenea, transferul de oxigen din volumul tampon citre lichid, in scopul mentinerii condi-
tillor aerobe adecvate. Recipientele se agazd pe o masa de agitare (cu o frecventd de aprox. 100 rpm) sau se foloseste
agitare magneticd. Agitarea trebuie si fie continud. Cu toate acestea, scuturarea sau agitarea vor fi cit mai usoare
posibil, mentinandu-se in acelasi timp o suspensie omogend.
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Durata testului

in mod normal, durata testului nu trebuie s depaseasci 60 de zile, cu exceptia cazului in care se aplici procedura
semicontinud cu reinnoire periodicd a suspensiei de testat (a se vedea punctul 1.8.6 si apendicele 2). Cu toate aces-
tea, dacd substanta testatd a inceput sd se degradeze in primele 60 de zile, perioada de testare a seriei poate fi extinsd
la cel mult 90 de zile. Degradarea se monitorizeaza prin determinarea activitdtii ' *C rezidual sau a '*CO, degajat
(a se vedea punctul 1.8.9.4) sifsau prin analizd chimicd (punctul 1.8.9.5) la intervale de timp adecvate. Perioada de
incubare trebuie si fie suficient de lungd pentru a permite evaluarea procesului de degradare. Preferabil, nivelul
degradarii trebuie s depdseascd 50 %; in cazul substantelor lent degradabile, nivelul degradarii trebuie s fie sufi-
cient (in mod normal, mai mare de 20 %) pentru a permite estimarea constantei vitezei cineticii de degradare.

Se vor efectua masuratori periodice ale pH-ului si concentratiei oxigenului in sistemul de testare, cu exceptia cazu-
rilor in care astfel de teste sunt inutile ca urmare a existentei unor date anterioare din teste similare cu esantioane
de api si sedimente colectate din acelasi loc. In unele conditii, metabolismul substraturilor primare la concentraii
mult mai mari in apa sau sedimente poate provoca o degajare de CO, si 0 epuizare a oxigenului suficient de mari
pentru a modifica in mod semnificativ conditiile experimentale din timpul testului.

Procedura
Pregatirea recipientelor pentru testul pelagic

Se transferd un volum corespunzdtor de apa de testat in recipientele de testare, pand la aproximativ o treime din
volumul recipientului, nu mai putin de 100 ml. Daci se folosesc recipiente multiple (care permit recoltarea con-
tinutului din intregul recipient la fiecare punct de prelevare), volumul corespunzitor al apei de testat va fi tot de
100 ml, deoarece volumele mici ale esantioanelor pot influenta lungimea fazei de latentd. Substanta de testat se
adaugi dintr-o solutie mamd conform descrierii de la punctele 1.8.2 si 1.8.7. Pentru determinarea cineticii degra-
darii §i calcularea constantei vitezei cineticii de degradare se vor folosi cel putin doud concentratii de substanti de
testat, diferenta dintre acestea fiind un factor cuprins intre 5 si 10. Ambele concentratii selectate trebuie sd fie mai
mici de 100 pg/l si, preferabil, sa se situeze in intervalul < 1-10 pg/l.

Recipientele se astupd cu dopuri sau capace impermeabile la aer si CO,. in cazul substantelor chimice de testat
nevolatile care nu sunt marcate cu **C, sunt suficiente dopurile de vata care previn contaminarea din aer (a se vedea
punctul 1.8.1), dacd produsii majori de degradare sunt cunoscuti ca nevolatili si se foloseste determinarea indirect
a CO, (a se vedea apendicele 3).

Recipientele se incubeaz la temperatura selectatd (a se vedea punctul 1.8.8.1). Esantioanele se retrag pentru analizd
chimicd sau mésurarea '*C la inceputul testului (inainte de inceperea biodegraddrii; a se vedea punctul 1.7.1), apoi
la intervale adecvate in cursul testului. Recoltarea se efectueazd prin retragerea subesantioanelor (de exemplu ali-
cote de 5 ml) din fiecare duplicat sau prin recoltarea intregului continut al recipientelor la fiecare moment de pre-
levare. Mineralizarea substantei de testat poate fi determinatd in mod direct sau indirect (a se vedea apendicele 3).
In mod obisnuit, in timpul fazei de degradare (dup terminarea fazei de latentd) sunt necesare minimum cinci
puncte de prelevare pentru estimarea unei constante precise a vitezei, cu exceptia cazurilor cand se poate demon-
stra ci trei puncte de prelevare sunt suficiente pentru substantele cu degradare rapidd. Pentru substantele care nu
se degradeazd rapid se pot face mai multe masurdtori in timpul fazei de degradare si, prin urmare, se vor folosi mai
multe puncte experimentale pentru estimarea k. Deoarece viteza de biodegradare variazd, nu poate fi indicat un
program fix de recoltare; cu toate acestea, dacd degradarea este lentd, se recomanda ca recoltarea si aibd loc o datd
pe siptimand. Dacd substanta testatd este rapid degradabild, recoltarea trebuie sd se efectueze o datd pe zi in
primele trei zile, apoi la fiecare doud sau trei zile. In anumite situatii, cum ar fi cele in care se lucreazi cu substante
rapid hidrolizabile, recoltarea poate fi necesard la intervale de o ord. Se recomandai efectuarea unui studiu prelimi-
nar inainte de test, in scopul stabilirii intervalelor de recoltare adecvate. Dacd esantioanele trebuie si fie disponibile
si pentru alte analize specifice, se recomanda recoltarea mai multor esantioane si selectarea celor care urmeaza si
fie analizate la sfarsitul experimentului prin intermediul unei strategii inverse, prin care ultimele esantioane se ana-
lizeaza prima datd (a se vedea punctul 1.8.9.5 al doilea paragraf, pentru recomandari privind stabilitatea esantioa-
nelor in timpul stocdrii).

Numarul recipientelor si esantioanelor
Va fi disponibil un numdr suficient de recipiente de testare pentru a avea:

— recipiente de testare: cel putin doud recipiente pentru fiecare concentratie a substantei de testat (preferabil,
minimum 3) sau recipiente de testare multiple pentru fiecare concentratie, dacd se recolteazd intregul conti-
nut al recipientelor la fiecare moment de prelevare (reprezentate Fy);

— recipiente de testare pentru calculul bilantului masic; cel putin doud recipiente pentru fiecare concentratie de
testare (reprezentate Fy);
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—  probd martor, fird substantd de testat; cel putin un recipient martor de testat continind doar apa de testare
(reprezentatd Fy);

— ctalon de referintd; doud recipiente cu substantd de referintd (de exemplu anilind sau benzoat de sodiu, la
10 pgfl) (reprezentat F). Scopul etalonului de referinta este de a confirma un minim de activitate microbiana.
Daci este util, se poate folosi o substantd de referintd marcata radioactiv, folositd si in cazurile cand degra-
darea substantei de testat este monitorizatd prin analize chimice;

— ectalon steril; unul sau doud recipiente continand ap de testare sterilizatd necesard pentru examinarea posibilei
degradari abiotice sau pentru altd procedurd de eliminare prin mijloace nebiologice a substantei de testat
(reprezentat Fg). Activitatea biologicd poate fi opritd prin autoclavarea (121 °C; 20 min.) apei de testare sau
prin addugarea unei substante toxice [de exemplu azidd de sodiu (NaNj), clorurd de mercur (HgCl,) la
100 mg/l sau formol la 100 mg/l] sau prin radiatii gama. Dacd se foloseste HgCl,, acesta se va elimina con-
form procedurii pentru deseuri toxice. Conditiile de sterilitate nu sunt usor de obtinut in cazul in care se ada-
ugd apd cu sedimente in cantitate mare; in acest caz se recomanda autoclavarea repetatd (de exemplu de trei
ori). Trebuie avut in vedere cd, prin autoclavare, caracteristicile de sorbtie ale sedimentelor pot fi modificate;

— ctaloane de solvent, continand apa de testat si apa de testat cu substantd de referintd; recipiente duble tratate
cu aceeasi cantitate de solvent si prin folosirea unei proceduri similare cu cea pentru aplicarea substantei de
testat. Obiectivul este de a examina efectele adverse posibile ale solventului prin determinarea degraddrii sub-
stantei de referintd.

In conceperea testului, experimentatorul trebuie sd ia in considerare importanta relativa a cresterii duplicdrii expe-
rimentale comparativ cu cresterea numdarului momentelor de recoltare. Numdrul exact al recipientelor necesare va
depinde de metoda folositd pentru mdsurarea degraddrii (a se vedea punctul 1.8.9.1al treilea paragraf,
punctul 1.8.9.4 si apendicele 3).

In fiecare moment de prelevare, din fiecare recipient de testare se retrag doud subesantioane (de exemplu alicote de
5 ml). Daci se folosesc mai multe recipiente pentru a fi posibild recoltarea intregului continut al recipientelor, in
fiecare moment de prelevare se sacrifica cel putin doua recipiente (a se vedea punctul 1.8.9.1 primul paragraf).

Prepararea recipientelor pentru testul pe sedimente in suspensie [opfional]

Se adaugd volumele necesare de apa si sedimente de testare in vasele de testare, dacd este necesar (a se vedea
punctul 1.8.5). Procedura de pregitire a recipientelor pentru testul pe sedimente in suspensie este similard cu cea
pentru testul pelagic (a se vedea punctele 1.8.9.1 si 1.8.9.2). Se folosesc, preferabil, flacoane serologice sau recipi-
ente de o formd asemandtoare. Sticlele (inchise) se agazd orizontal pe un agitator. Recipientele deschise pentru sub-
stante nevolatile care nu sunt marcate cu ' *C se asazd, evident, in pozitie verticald; in astfel de situatii se recomanda
folosirea unui agitator magnetic si a unor tije magnetice captusite cu sticld. Dacd este necesar, sticlele se aerisesc
pentru mentinerea conditiilor aerobe adecvate.

Determindri radiochimice

'CO, degajat se misoard indirect sau direct (a se vedea apendicele 3). '*CO, se determin indirect prin diferenta
intre activitatea initiald a '“C in apa sau in suspensia de testat si activitatea reziduald totald in momentul prelevirii,
mdsuratd dupd acidifierea esantionului la pH 2-3 si eliminarea CO,. Astfel, carbonul anorganic este indepartat, iar
activitatea reziduald misurati provine din materialul organic. Determinarea indirectd a '*CO, nu se foloseste dacd
in timpul transformdrii substantei testate se formeazd produsi majori volatili de transformare (a se vedea apen-
dicele 3). Daci este posibil, degajarea '*CO, se misoari direct (a se vedea apendicele 3) in fiecare moment de pre-
levare in cel putin un recipient de testare; aceastd procedurd permite verificarea deopotriva a bilantului masic si a
procesului de biodegradare, dar este limitata la teste efectuate cu recipiente inchise.

Daci '*CO, degajat se masoara direct in timpul testului, la inceputul acestuia vor fi pregitite mai multe recipiente
in acest scop. Dacd in timpul transformarii substantei de testat se formeaza produsi majori volatili de transfor-
mare, se recomandd determinarea directd a '*CO,. In fiecare punct de msurare, recipientele de testare suplimen-
tare se acidifiazd la pH 2-3, iar '*CO, se colecteazd intr-un absorbant intern sau extern (a se vedea apendicele 3).

Optional, concentratiile substantei de testat marcate cu '*C si ale produsilor majori de transformare se pot deter-
mina prin folosirea radiocromatografiei (cromatografie in strat subtire, RAD-TLC) sau HPLC cu detectare
radiochimici.
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Optional, se poate determina distributia fazicd a radioactivititii rimase (a se vedea apendicele 1), a substantei de
testat reziduale si a produsilor de transformare.

La sfarsitul testului, bilantul masic se determina prin masurare directd a '*CO, folosind recipiente de testare sepa-
rate, din care nu se recolteazd esantioane in cursul testului (a se vedea apendicele 3).

Analizd chimicd specificd

Daci existd o metoda analitica specifica sensibild, biodegradarea primara se poate evalua prin mésurarea concen-
tratiei reziduale totale a substantei testate, si nu prin folosirea tehnicilor de marcare radioactivd. Daci se foloseste
o substanta de testat marcatd radioactiv (pentru masurarea mineralizarii totale), se pot realiza in paralel analize chi-
mice specifice care sd ofere informatii suplimentare utile §i si contribuie la verificarea procedurii. Analizele chi-
mice specifice mai pot fi folosite pentru masurarea produsilor de transformare formati in timpul degradarii
substantei de testare, acestea fiind recomandate pentru substante care se mineralizeazd cu timpi de injumatatire
care depdsesc 60 de zile. La fiecare prelevare se masoard si se inregistreazd concentratia substantei de testat si pro-
dusii de transformare (ca procent si concentratie de substantd aplicatd). Ca reguld generald, se identifici toti pro-
dusii de transformare pentru care se detecteazd > 10 % din concentratia aplicatd, indiferent de momentul prelevarii,
cu exceptia cazurilor in care existd justificiri rezonabile. Se identificd, de asemenea, produsii de transformare a ciror
concentratie creste constant pe durata studiului, chiar si in cazurile in care concentratiile acestora nu depdsesc li-
mitele mentionate mai sus, deoarece este posibil ca acesta si fie un indiciu asupra persistentei. Vor fi avute in vedere
analize ale produsilor de transformare din etaloanele sterile dacd se considerd cd sunt posibile transformari abi-
otice rapide ale substantei de testat (hidroliza). Nevoia de cuantificare si identificare a produsilor de transformare
va fi examinati de la caz la caz, justificdrile fiind indicate in raport. Tehnicile de extractie cu solvent organic se aplicd
in conformitate cu indrumdrile prezentate in procedura analitica respectiv.

Daci analiza se desfasoard in 24 de ore (preferabil), toate esantioanele se pastreaza inchise ermetic, la temperaturi
intre 2-4 °C. Pentru perioade mai lungi de stocare, esantioancle se congeleaza sub — 18 °C sau se conservd prin
metode chimice. Nu se recomandad metoda de pastrare prin acidifiere, deoarece esantioanele acidifiate pot fi insta-
bile. Daci esantioanele nu sunt analizate in termen de 24 de ore si se pastreazd pentru o perioadd mai lungd, se va
efectua un studiu privind stabilitatea la stocare, pentru a se determina dacd substantele chimice de interes sunt sta-
bile la temperaturi mai mici de — 18 °C sau in stare de conservare. Dacd metoda analiticd presupune extractia cu
solvent sau in fazd solidd (SPE), extractia se efectueazd imediat dupi recoltare sau dupd stocarea esantionului la
rece timp de maximum 24 de ore.

In functie de sensibilitatea metodei analitice, pot fi necesare volume mai mari ale esantionului decat cele indicate la
punctul 1.8.1. Testul poate fi desfasurat cu usuring cu volume de testare de un litru in recipiente cu un volum de
2-3 litri, ceea ce face posibild recoltarea de esantioane de aprox. 100 ml.

DATE SI RAPORT

PRELUCRAREA REZULTATELOR

Reprezentarea graficd a datelor

Timpii de recoltare se rotunjesc la un numdr intreg de ore (cu exceptia cazului in care substanta se degradeaza sub-
stantial intr-o perioadd de minute sau ore), dar nu la un numdr intreg de zile. Se reprezintd estimdrile activitatii
reziduale ale substantei de testat (pentru substante marcate cu '*C) sau concentratia reziduald (pentru substantele
nemarcate) in functie de timp atat intr-un grafic linear, ct si in unul semilogaritmic (a se vedea figurile 1a, 1b).
Daci degradarea a avut loc, se compari rezultatele recipientelor Fy. cu cele ale recipientelor Fg. Dacd mediile rezul-
tatelor pentru recipientele cu substantd de testat (Fy) si pentru recipientele sterile (Fg) deviaza cu mai putin de 10 %,
se presupune ci degradarea observati este predominant abioticd. Dacd degradarea din recipientele (Fg) este mai sca-
zutd, cifrele pot fi folosite pentru a le corecta pe cele obtinute cu recipientele F;. (prin scidere) in scopul estimarii
nivelului biodegradarii. Cand se efectueazi analize optionale pentru produsii principali de transformare, formarea
si declinul lor se reprezintd alaturi de graficul declinului substantei testate.
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Durata t; a fazei de latentd se estimeaza din curba degradarii (grafic semilogaritmic) prin extrapolarea portiunii sale
lineare la degradare zero sau, alternativ, prin determinarea timpului pentru o degradare de aproximativ 10 % (fi-
gurile 1a i 1b). Constanta vitezei de prim ordin k se estimeaza pe baza graficului semilogaritmic, iar eroarea sa
standard se stabileste prin regresia lineard a In (acthltatea reziduald a '*C sau concentratia substantei testate) in
functie de timp. In ceea ce priveste misuritorile '*C, in special, se folosesc doar date care apartin portiunii lineare
initiale a curbei dupa terminarea fazei de latenta si se preferd selectarea de date mai putine, dar mai reprezentative,
in locul selectirii unui numar mare de date incerte. In acest caz, incertitudinea se refera la erori intrinseci legate de
folosirea directd recomandati a activititilor '*C rezidual misurat (a se vedea mai jos). Daci degradarea urmeazi
un model bifazic, uneori poate fi utild calcularea a doud constante diferite ale vitezei. In acest scop, sunt definite
doud faze diferite ale curbei degradarii. Calcularea constantei vitezei de degradare k si a timpului de injumatdtire
1, = In2/k se realizeazd pentru fiecare dintre recipientele duplicate, dacd se extrag subesantioane din acelasi reci-
pient, sau prin folosirea valorilor medii, cind se recolteaza intregul continut al recipientelor la fiecare moment de
prelevare (a se vedea punctul 1.8.9.2 ultimul paragraf). Cand se foloseste prima dintre procedurile mentionate, con-
stanta vitezei si timpul de injumatatire se raporteazd pentru fiecare dintre recipientele duplicate ca valoare medie
cu o eroare standard. Dacd au fost folosite concentratii mari ale substantelor de testat, curba degradirii poate devia
considerabil de la o linie dreaptd (grafic semilogaritmic), iar cinetica de prim ordin poate si nu fie validd. Prin
urmare, definirea timpului de injumdtatire nu are sens. Cu toate acestea, timpul de injumatatire a degraddrii DT,
(perioada necesard pentru atingerea unei degraddri de 50 %) poate fi estimat ca urmare a aplicdrii cineticii de
pseudo-prim ordin pentru un interval limitat de date. Trebuie retinut totusi cd perioada degradarii dincolo de inter-
valul selectat de date nu poate fi previzionata folosind DTs, acesta fiind doar un indicator al unui set de date ofe-
rite. Oferta de instrumente analitice pentru facilitarea calculelor statistice si a interpolarii este bogatd, folosirea
acestui tip de software fiind recomandata.

Daci se realizeazd analize chimice specifice, constantele vitezei si timpii de injumatatire pentru degradarea pri-
mard se estimeazd conform metodei de mai sus pentru mineralizarea totald. Dacd degradarea primard este proce-
sul limitant, uneori pot fi folosite puncte experimentale din intregul proces de degradare. Aceasta se intampld
deoarece, spre deosebire de masurdtorile activitatii 14C, misuritorile sunt directe.

Daci se folosesc substante marcate cu '*C, cel putin la sfarsitul testului se va exprima un bilant masic in procente
din concentratia aplicatd initial.

Activitate reziduald

Cand portiunea marcatd cu '*C a unei substante organice se biodegradeazd, portiunea principald a '*C se trans-
forma in '*CO,, in timp ce o altd portiune este folositd pentru cresterea biomasei sifsau sinteza metabolitilor
extracelulari. Prin urmare, biodegradabilitatea ,finald” completd a unei substante nu are ca rezultat transformarea
in proportie de 100 % a carbonului siu in '*CO,. *C inclus in produse formate prin biosinteza este degajat lent
ulterior ca '*CO, ca urmare a ,mineralizirii secundare”. Din aceste cauze, graficele activititii '*C organic rezidual
(mdsurat dupa 1ndepartarea CO,) sau a '*CO, produs in functie de timp aratd o ,coadd” dupi ce degradarea s-a
finalizat. Acest lucru complicd interpretarea cinetica a datelor si, in acest scop, doar partea initiald a curbei (dupa
terminarea fazei de latentd si inainte de atingerea nivelului de 50 % degradare) se foloseste in mod normal pentru
estimarea unei constante a vitezei de degradare. Daci substanta testat3 este degradatd, activitatea '*C organic re-
zidual este intotdeauna mai mare decat activitatea ' *C asociatd cu substanta testatd rimasa intactd. Dacd substanta
testatd se degradeazd ca urmare a unei reactii de prim ordin, iar o fractiune constantd a se mineralizeazd in CO,,
panta initiald a curbei de disparitie a '*C (**C total organic in functie de timp) va fi a inmultit cu panta curbei cores-
punzitoare concentratiei substantei testate (sau, pentru precizie, partea substantei testate marcate cu '*C). Daci se
folosesc masuritorile activitatii '*C organice totale necorectate, constanta calculatd a vitezei degradarii va fi con-
servativd. Proceduri de estimare a concentratiilor substantei testate din activitdtile radiochimice mdsurate bazate
pe diferite ipoteze de simplificare au fost descrise in literatura de specialitate (2)(9)(10)(11). Astfel de proceduri sunt
cel mai usor de aplicat pentru substantele cu degradare rapida.

INTERPRETAREA REZULTATELOR

Daci se constatd cd valoarea k este independentd de concentratia addugatd (in cazul in care k obtinut in urma cal-
culelor este aproximativ egal la concentratii diferite ale substantei de testat), se presupune reprezentativitatea con-
stantei vitezei de prim ordin pentru conditiile de testare folosite, cum ar fi substanta de testat, esantionul de apa si
temperatura de testare. Mdsura in care rezultatele pot fi generalizate sau extrapolate citre alte sisteme se evalueazd
de catre experti. Daci se foloseste o concentratie mare a substantei de testat si, prin urmare, degradarea nu urmeaza
cinetica de prim ordin, datele nu pot fi folosite pentru estimarea directd a unei constante a vitezei de prim ordin
sau a timpului de injumatdtire corespunzitor. Cu toate acestea, datele obtinute in urma unui test folosind o con-
centratie mare a substantei de testat pot fi in continuare utile pentru estimarea gradului de mineralizare totald si/sau
detectarea sau cuantificarea produsilor de transformare.
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Dacd se cunosc vitezele unor procese de pierdere altele decat biodegradarea (de exemplu hidrolizd sau volatilizare),
acestea pot fi scazute din viteza netd de pierdere observatd in timpul testului, pentru a se obtine o estimare aproxi-
mativd a vitezei de biodegradare. Datele pentru hidrolizd pot fi obtinute, printre altele, din etalonul steril sau in
urma testdrii paralele cu o concentratie mai mare a substantei testate.

Determinarea directd si indirectd a '*CO, (punctul 1.8.9.4 si apendicele 3) pot fi folosite doar pentru misurarea
gradului de mineralizare a substantei testate in CO,. Analiza concentratiei substantei de testat marcate cu '*C si a
formdrii produsilor majori de transformare se poate realiza cu ajutorul metodelor radiocromatografiei (RAD-TLC)
sau HPLC (punctul 1.8.9.4 al treilea paragraf). Pentru a se permite estimarea directd a timpului de injumatdtire, nu
trebuie sd fie prezenti produsi majori de transformare (definiti ca = 10 % din cantitatea aplicatd de substanta de
testat). Dacd sunt prezenti produsi majori de transformare care corespund definitiei de mai sus, este necesard o eva-
luare detaliatd a datelor. Aceasta poate include testarea sifsau identificarea repetatd a produsilor de transformare (a
se vedea punctul 1.8.9.5 primul paragraf), cu exceptia situatiei in care evolutia produsilor de transformare poate fi
evaluatd cu un grad rezonabil de precizie pe baza experientei (de exemplu informatii despre calea de degradare).
Deoarece proportia carbonului din substanta de testat convertit in CO, variazd (depinzand in mare proportie de
concentratia substantei de testat si a altor substraturi disponibile, conditiile de testare si populatia microbiand), acest
test nu permite o estimare clard a biodegradarii finale, asemeni celei din testul de epuizare COD; totusi, rezultatele
sunt similare cu cele obtinute ca urmare a folosirii unui test respirometric. Astfel, gradul de mineralizare va fi mai
mic sau egal cu nivelul minim al biodegradarii finale. Pentru a se obtine o imagine completi a biodegraddrii finale
(mineralizarea si incorporarea in biomasd), la sfarsitul testului se efectueazi analiza distributiei fazice a **C (a se
vedea apendicele 1).!*C din amestecul de particule va consta in '*C incorporat in biomasa bacteriani si '*C absor-
bit in particule organice.

VALIDITATEA TESTULUI

Daci substanta de referintd nu se degradeazd in intervalul de timp prevazut (pentru anilind si benzoat de sodiu, in
mod normal, mai putin de doud sdptimani), validitatea testului poate fi pusa sub semnul intrebarii si trebuie veri-
ficatd sau, alternativ, testul se repetd cu un nou esantion de apa. Intr-un test interlaboratoare ISO al metodei, la
care au participat sapte laboratoare din Europa, constantele adaptate ale vitezei de degradare pentru anilini s-au
situat in intervalul 0,3-1,7 zi"!, cu o medie de 0,8 zi ! la 20 °C si o eroare standard de * 0,4 zi ' (t,, = 0,9 zile).
Timpii de latentd tipici s-au situat intre 1 si 7 zile. Pentru apele examinate a fost raportatd o biomasa bacteriand
corespunzand la 10%-10* unititi formatoare de colonii (UFC) per ml. Vitezele de degradare in apele central-
europene bogate in nutrienti au fost mai mari decat in apele oligotrofe nordice, ceea ce se poate datora stdrii tro-
fice diferite sau expunerii anterioare la substante chimice.

Recuperarea totald (bilantul masic) la sfarsitul experimentului trebuie si fie cuprinsa intre 90 % si 110 % pentru
substantele marcate radioactiv, in timp ce recuperarea initiald la inceputul experimentului trebuie si fie cuprinsd
intre 70 % si 110 % pentru substantele nemarcate. Cu toate acestea, intervalele indicate se interpreteazd doar ca
tinte si nu se folosesc drept criterii de acceptare a testului.

RAPORT DE TESTARE

Tipul studiului (test pelagic sau pe sedimente in suspensie) se indicd clar in raportul de testare, care va mai contine
cel putin urmdtoarele informatii:

Substanti(e) de testat si de referintd:

— denumirile uzuale, numele substantelor chimice (se recomandd numele IUPAC sifsau CAS), numerele CAS,
formulele structurale (indicAnd pozitia '*C daci se foloseste substantd marcatd radioactiv) si proprietitile
fizico-chimice relevante ale substantei de testat si de referintd (a se vedea punctele 1.5 si 1.6);

— numele substantelor chimice, numerele CAS, formulele structurale (indicand pozitia **C daci se foloseste sub-
stantd marcatd radioactiv) si proprietdtile fizico-chimice relevante ale substantelor folosite ca standarde de
identificare sau cuantificare a produsilor de transformare;

—  puritatea (impurititile) substantelor de testat si de referintd;

— puritatea radiochimici a substantei chimice marcate si activitatea specificd (daci este cazul).
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Apa de suprafati:

Se furnizeaza cel putin urmitoarele informatii despre esantionul de apa:

— locatia si descrierea locului de recoltare, inclusiv, daci este posibil, istoricul contamindrilor;
— data si locul colectdrii esantionului;

— nutrienti (N total, amoniu, azotit, azotat, P total, ortofosfat dizolvat);

— adancimea de colectare;

— aspectul esantionului (de exemplu culoare si turbiditate);

— DOC si COT;

— CBO;

— temperatura si pH-ul la momentul colectarii;

—  prezenta oxigenului sau potentialul redox (obligatoriu doar dacd nu sunt evidente conditii aerobe);
— salinitatea sau conductivitatea (in cazul apei de mare sau al apei salmastre);

— solide in suspensie (in cazul unui esantion tulbure);

—  posibil, alte informatii relevante despre locatia de recoltare in momentul colectdrii (de exemplu informatii
actuale sau istorice despre viteza de curgere a raurilor sau a curentelor marine, deversdrile importante apro-
piate si tipul de deversare, conditiile meteorologice anterioare momentului recoltarii);

si optional:

— biomasa microbiand (de exemplu aprecierea directd a oranjului de acridind sau a unitatilor formatoare de
colonii);

— carbonul anorganic;

— concentratia de clorofild-a ca indicator specific al biomasei algelor.

In plus, daci se efectueazi testul pe sedimente suspendate, se furnizeazi urmitoarele informatii despre sedimente:
— adancimea de colectare a sedimentelor;

— aspectul sedimentului (colorat, noroios, ndimolos sau nisipos);

— textura (de exemplu procentul de nisip grunjos, nisip fin, ndmol si argild);

— greutatea uscatd in g/l a solidelor in suspensie, concentratia COT sau pierderea de greutate la calcinare ca
metodid de misurare a continutului materiei organice;

— pH;
—  prezenta oxigenului sau potentialul redox (obligatoriu doar dacd nu sunt evidente conditii aerobe).
Conditiile de testare:

— intervalul intre colectare si folosire in testul de laborator, pastrarea esantionului i pretratarea esantionului,
datele efectudrii studiilor;

— cantitatea de substantd de testat aplicatd, concentratia de testare si substanta de referintd;

— metoda de aplicare a substantei de testat, inclusiv folosirea de solventi;



24.8.2009 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene L 220/69

— volumul de api de suprafatd si de sedimente folosite (dacd sunt folosite) si volumul recoltat pentru analizi la
fiecare moment;

— descrierea sistemului de testare folosit.
Daci nu se pistreaza intunericul, informatii despre conditiile de ,iluminare difuza”;

— informatii despre metoda (metodele) folosite pentru stabilirea etaloanelor sterile (de exemplu temperaturd,
perioadd si numdr de autoclavari);

— temperatura de incubare;

— informatii despre tehnicile analitice si metoda (metodele) folosite pentru masurdtorile radiochimice, precum
si pentru verificarea bilantului masic si misurarea distributiei fazice (daci este cazul);

— numidrul de duplicate.
Rezultate:
— procentele de recuperare (a se vedea punctul 1.7.1);

— repetabilitatea si sensibilitatea metodelor analitice folosite, inclusiv limita de detectie (LOD) si limita de cuan-
tificare (LOQ) (a se vedea punctul 1.7.2);

— toate datele masurate (inclusiv punctele de recoltare) si valorile calculate in forma tabelard, precum si curbele
de degradare; pentru fiecare concentratie de testare si pentru fiecare recipient duplicat se raporteazd coefi-
cientul de corelatie lineard pentru panta logaritmica, faza de latentd estimatd si o constantd a vitezei de prim
ordin sau pseudo-prim ordin (daci este posibil) si timpul de injumatitire corespunzitor al degraddrii (sau peri-
oada de Injumatitire, ts);

— valorile relevante se raporteazi ca medii ale rezultatelor observate la duplicatele individuale, cum ar fi durata
fazei de latentd, constanta vitezei degradarii si timpul de injumadtdtire a degradarii (sau ts);

—  sistemul este clasificat ca neadaptat sau adaptat pe baza aspectului curbei de degradare si a posibilei influente
a concentratiei de testare;

— rezultatele verificdrii bilantului masic final si rezultatele masurdrii distributiei fazice (daci existd);
— fractiunea '*C mineralizat si, daci se folosesc analize specifice, nivelul final de degradare primars;

— identificarea, concentratia molard si procentajul de produsi aplicati si produsi majori de transformare (a se
vedea punctul 1.8.9.5 primul paragraf), daca este cazul;

— propunerea unei cdi de transformare, daci este cazul;

— discutarea rezultatelor.
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Apendicele 1
Distributia fazici a '*C

In scopul verificirii procedurii, masuritorile de rutini ale activitdtii '*C organice totale (TOA) reziduale se completeazi cu
misurdrile bilantului masic care presupun o determinare directd a *CO, degajat dupd captarea intr-un absorbant (a se vedea
apendicele 3). Formarea de '*CO, este, in sine, o probd directd a biodegradrii in contrast cu degradarea abioticd sau alte
mecanisme de pierdere, cum ar fi volatilizarea sau absorbtia. Informatii utile suplimentare ce caracterizeaza biodegradabili-
tatea pot fi obtinute in urma misuririi distributiei TOA intre starea dizolvat (activitatea '*C organic dizolvat, DOA) si starea
sub formd de particule (activitatea '*C sub formd de particule, POA) dupi separarea particulelor prin filtrarea prin mem-
brani sau centrifugare. POA constd in substantd de testat absorbitd in biomasa microbian si in alte particule pe langa car-
bonul substantei de testat care a fost folosit pentru sinteza noului material celular si, prin urmare, incorporat in fractiunea
biomasei sub forma de particule. Formarea de material organic '“C dizolvat poate fi estimati ca DOA la sfarsitul biodegra-
darii (platou al curbei degradarii in functie de timp).

Distributia fazici a '*C rezidual din esantioanele selectate se estimeaz prin filtrarea acestora printr-o membran filtranta de
0,22 pm sau 0,45 pm dintr-un material care nu adsoarbe cantitdti semnificative ale substantei de testat (de exemplu filtrele
din policarbonat). Daci cantitatea de substantd de testat absorbitd in filtru este prea mare pentru a fi neglijati (a se verifica
inainte de experiment), in locul filtrdrii poate fi folositd metoda centrifugdrii la vitezd mare (2 000 g; 10 min).

Filtratul sau centrifugatul se trateazd conform metodei pentru esantioane nefiltrate din apendicele 3. Membranele filtrante se
dizolvd in fluid de scintilatie corespunzitor si se face numdrarea in mod obisnuit, atenuarea fiind corectatd de obicei doar
prin folosirea metodei raportului fatd de standardul extern sau prin oxidarea esantionului. Dacd s-a folosit metoda centri-
fugdrii, granulele formate din fractiunea sub forma de particule se suspenda din nou in 1-2 ml de apa distilata si se transferd
intr-un flacon de scintilatie. Se spald ulterior de doud ori cu cate 1 ml apa distilatd, care se transferd apoi in flacon. Daci este
necesar, suspensia poate fi introdusd intr-un gel pentru numdrarea scintilatiei lichide.
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Apendicele 2
Procedura semicontinui

Pentru degradarea substantelor rezistente poate fi necesard o incubatie prelungiti, de pani la cateva luni. In mod normal,
durata testului nu trebuie sd depdseasca 60 de zile, cu exceptia cazului cand caracteristicile esantionului original de apa se
mentin prin reinnoirea suspensiei de testat. Cu toate acestea, dacd substanta testatd a inceput sd se degradeze in primele 60
de zile, perioada de testare poate fi extinsi la cel mult 90 de zile fard reinnoirea suspensiei de testat.

In timpul incubatiei pentru perioade lungi, diversitatea populatiei microbiene poate si fie redusd ca urmare a diverse meca-
nisme de pierdere si a posibilei epuiziri a nutrientilor necesari si a substraturilor primare de carbon din esantionul de apa.
Se recomandd, prin urmare, efectuarea unui test semicontinuu in scopul determindrii corecte a vitezei de degradare a sub-
stantelor lent degradabile. Testul se initiazd prin folosirea procedurii semicontinue dacd, pe baza experientei anterioare, se
crede cd va fi necesard o perioadd de incubatie de trei luni pentru obtinerea unui procent de degradare a substantei de 20 %.
Alternativ, dacd nu a avut loc degradarea substantei testate in aproximativ 60 de zile de testare prin metoda in serii, acesta
poate fi modificat intr-un test semicontinuu. Dacd a fost inregistratd o degradare substantiald (de exemplu > 20 %), proce-
dura semicontinud poate fi intreruptd, iar testul continuat ca experiment in serii.

In testul semicontinuu, la fiecare doud siptimani, aproximativ 1/3 din volumul suspensiei de testat se inlocuieste cu api
proaspit colectatd, substanta testatd addugandu-se la concentratia initiald. In mod similar, dacd s-a efectuat testul optional
pe sedimente in suspensie, sedimentul se adaugd la apa de inlocuire pani la atingerea concentratiei initiale (intre 0,01 si 1 gfl).
In ceea ce priveste desfisurarea testului cu solide de sediment in suspensie, este important ca sistemul si fie mentinut in sus-
pensie completd si in timpul reinnoirii apei, iar timpul de retinere si fie identic pentru solide si apd, in caz contrar putdndu-se
pierde similaritatea doritd cu un sistem omogen apos fird faze fixe. Din aceste motive, cand se foloseste procedura semi-
continud, se preferd o concentratie initiald a sedimentelor in suspensie aflatd in intervalul inferior al domeniului specificat.

Adaugarea recomandatd de substantd de testat presupune cd concentratia initiald a substantei de testat nu este depdsitd de
reinnoirea partiald a suspensiei de testat si, prin urmare, se evitd adaptarea (care are loc frecvent la o concentratie mare a
substantei de testat). Deoarece procedura include atat reinocularea, cat si compensarea nutrientilor si substraturilor primare
epuizate, diversitatea microbiand originald este refdcut, iar durata testului poate fi extinsd, in principiu, la infinit. Este impor-
tant de observat cd, atunci cand se foloseste procedura semicontinud, concentratia reziduald a substantei de testat trebuie sa
fie corectatd in functie de cantitdtile substantei de testat addugate i indepdrtate la fiecare procedurd de reinnoire. Concen-
tratia de substantd de testat totald si dizolvatd poate fi folositd alternativ pentru compusii slab absorbanti. Absorbtia este
nesemnificativd (< 5 %) in conditiile specificate (0,1-1 g solide[l) pentru substante cu log K, < 3 (valabil pentru compusi
neutri si lipofilici). Acest aspect este ilustrat prin urmitorul exemplu de calcul. 0,1 g/l de solide corespund aproximativ la
10 mg de carbon per litru (fractiunea de carbon, f. = 0,01). Presupunand ci:

Log K, (din substanta de testat) = 3

K, =042 xK,,

Cocficient de partitie, Ky = fe x K

atunci fractiunea dizolvatd din concentratia totald C-apa (C,,)/C-total (C,) este:

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

Determinarea *CO,

Determinarea indirectd a '*CO,

In mod normal, pentru masuritorile de rutind, metoda indirectd este cea mai rapida si precisi metoda daci substanta de tes-
tat este nevolatili §i nu se transformd in produsi de transformare volatili. Se transferd esantioane nefiltrate (de 5 ml) in fla-
coane de scintilatie. Un nivel initial adecvat al activititii in esantioane este de 5 000 dpm-10 000 dpm (80-170 Bq), iar
activitatea initiald minima este de aproximativ 1 000 dpm. CO, se elimind dupi acidifiere la pH 2-3 cu 1-2 picituri de H;PO,,
sau HCl concentrat. Eliminarea CO, poate fi efectuatd prin barbotare cu aer timp de aproximativ }2-1 ord. Alternativ, fla-
coanele pot fi agitate cu putere timp de 1-2 ore (de exemplu pe un agitator pentru microplici) sau lent, peste noapte. Efi-
cienta procedurii de eliminare a CO, se verificd (prin prelungirea perioadei de aerisire sau agitare). Se adauga apoi un lichid
de scintilaie adecvat pentru numdrarea esantioanelor apoase, esantionul se omogenizeazd pe un mixer turbionar, iar radio-
activitatea se determind prin cuantificarea scintilaiei lichidului, scizand activitatea de fond determinata in probele martor
de testat (Fy). Cu exceptia cazului cand apa de testat este foarte coloratd sau contine o concentratie mare de particule, esan-
tioanele vor manifesta o atenuare uniformd, aceasta fiind suficientd pentru efectuarea corectiilor atenudrii folosind un stan-
dard extern. Dacd apa de testat este foarte coloratd, corectarea atenudrii se poate efectua cu ajutorul addugdrii unui standard
intern. Dacd concentratia particulelor este mare, nu este posibild obtinerea unei solutii sau gel omogen, variatia atenudrii
intre esantioane fiind mare in caz contrar. In acest caz, poate fi folositd metoda de numarare pentru malurile de testare, des-
crisd mai jos. Daci testul se desfisoari ca test pe sedimente in suspensie, masurarea '*CO, poate avea loc indirect, prin extra-
gerea unui esantion omogen de 10 ml apd/suspensie de testare si separarea fazelor prin centrifugare la o vitezd
corespunzitoare (de exemplu la 40 000 m/s* timp de 15 minute). Faza apoasi se trateazd apoi conform procedurii descrise
mai sus. Activitatea '*C in faza de particule (POA) se determind prin resuspendarea sedimentului intr-un volum mic de apa
distilatd, transferarea in flacoane de scintilatie si addugarea de lichid de scintilatie pentru formarea unui gel (in acest scop,
sunt disponibile lichide speciale de scintilatie). in functie de natura particulelor (de exemplu continutul lor de material
organic), esantionul poate fi digerat in timpul noptii cu ajutorul unui dizolvant de tesuturi si apoi omogenizat pe un mixer
turbionar inainte de addugarea lichidului de scintilatie. Alternativ, POA poate fi determinat prin combustie in exces de oxi-
gen, folosind un oxidant al esantionului. Pentru cuantificare, se includ intotdeauna standarde interne, corectarea atenudrii
putand fi efectuatd, dacd este necesar, prin addugarea unui standard intern pentru fiecare esantion individual.

Determinarea directd a '*CO,

Dacid '*CO, degajat este misurat direct, aceasta se realizeazi prin folosirea unui numir mai mare de recipiente la inceputul
testului, recoltarea continutului recipientelor de testare la fiecare punct de masurare prin acidifierea recipientelor de testare
la pH de 2-3 si captarea '*CO, intr-un absorbant intern (introdus in fiecare recipient de testare la inceputul testului) sau
extern. Ca mediu absorbant se pot folosi hidroxizi alcalini (de exemplu solutie 1 N de NaOH sau o granuld de NaOH), etano-
lamind sau absorbanti pe bazi de etanolamin disponibili in comert. Pentru masurarea directd a '*CO,, recipientele se astupd
(de exemplu cu 0 membrand din cauciuc butilic).
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Figura 1a

Exemplu de reprezentare aritmeticd a datelor (activitatea reziduald in functie de timp)
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Exemplu de reprezentare semilogaritmici a datelor (In al activititii reziduale in functie de timp)
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ANEXA VI

C.26. TEST DE INHIBARE A CRESTERII SPECIEI LEMNA

1. METODA

Prezenta metoda este echivalentd cu orientdrile OECD privind testele nr. 221 (2006)(1). La nivelul autoritatilor
din statele membre ale UE existd consens cu privire la faptul ci testele pe Lemna constituie o solutie acceptabild
de substitutie pentru testele pe alge pentru substantele puternic colorate (2)(3).

1.1. INTRODUCERE

Prezenta metoda de testare este conceputd pentru a evalua toxicitatea substantelor fatd de plantele acvatice de apd
dulce din genul Lemna (lintitd). Se bazeaza pe orientdrile (4)(5)(6)(7)(8)(9) existente, dar include modificari ale aces-
tor metode pentru a reflecta cercetdrile si consultirile recente intr-un numadr de aspecte cheie. Metoda propusd a
fost validatd printr-un test interlaboratoare international (10).

Prezenta metoda de testare descrie testarea toxicititii prin folosirea Lemna gibba si Lemna minor, care au fost ambele
studiate pe larg si fac obiectul standardelor mentionate mai sus. Taxonomia speciilor de Lemna este dificild, fiind
complicatd de existenta unei game largi de fenotipuri. Desi in cazul Lemna se poate manifesta variabilitate geneticd
in ceea ce priveste raspunsul fad de substantele toxice, in prezent nu existd date suficiente despre aceastd sursd de
variabilitate pentru a se recomanda folosirea unei anumite clone pentru aceastd metoda de testare. Trebuie reti-
nut cd testul nu se desfdsoard in conditii axenice, dar sunt luate masuri de reducere la minimum a contamindrii
cu alte organisme in timpul procedurii de testare.

Sunt descrise detaliile privind testarea cu reinnoire (semistatic si in regim dinamic) si fard reinnoire (staticd) a
solutiei de testat. In functie de obiectivele testului si de cerintele de reglementare, se recomandd aplicarea metodei
semistatice si a metodei dinamice, de exemplu pentru substante care se pierd cu rapiditate din solutie ca urmare
a volatilizarii, fotodegradarii, precipitdrii sau biodegraddrii. Alte indrumdri sunt disponibile la nota (11).

1.2 DEFINITII
Urmitoarele definitii si prescurtdri se folosesc in cadrul prezentei metode de testare:

Biomasi: este greutatea uscatd a materiei vii prezente intr-o populatie. In prezentul test, inlocuitorii pentru bio-
masd, cum ar fi numdrul de fronde sau suprafata frondelor, se masoard de obicei, iar folosirea termenului ,bio-
masd” se referd asadar i la masurarea acestor inlocuitori.

Clorozi: este ingdlbenirea tesutului frondei.

Clon: este un organism sau celuld provenind de la un singur individ prin reproducere asexuatd. Indivizii din
acelasi clon sunt, prin urmare, identici din punct de vedere genetic.

Colonie: inseamnd un agregat de fronde mama si fiicd (de obicei, intre 2-4) atasate unele de altele. Uneori, este
denumitd plantd.

EC,: este concentratia substantei de testat dizolvate in mediul de testare care rezultd in x % (de exemplu 50 %)
reducere in cresterea Lemna intr-o anumitd perioadd de expunere (care se mentioneaza explicit in cazul in care
deviazd de la durata de testare completd sau normald). Pentru a se reprezenta in mod clar o valoare EC derivatd
din viteza de crestere sau randament, se folosesc simbolurile ,E.C” pentru viteza de crestere, respectiv ,,EyC" pen-
tru randament, urmate de variabila de mésurare folositd, de exemplu E.C (numdrul de fronde).

Test in regim dinamic: este un test in care solutiile de testat sunt inlocuite continuu.

Frondi: desemneazd aparatul vegetativ al lintitei redus la o lameld individuald, avand forma unei frunze. Este cea
mai micd unitate (individ) capabild de reproducere.

Gibozitate: inseamnd fronde care prezintd o proeminentd sau umfliturd.
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1.3.

Crestere: este o sporire a variabilei de mdsurare, cum ar fi numarul frondelor, greutatea uscatd, greutatea umeda
sau suprafata frondelor, in perioada de testare.

Viteza de crestere (viteza medie specifici de crestere): este cresterea logaritmica a biomasei in timpul peri-
oadei de expunere.

Concentratia minimi cu efect observabil (CMEO): este cea mai scizutd concentratie testatd la care se observd
cd substanta are un efect semnificativ din punct de vedere statistic asupra cresterii (la p < 0,05) in comparatie cu
lotul martor, la un anumit timp de expunere. Toate concentratiile testate mai mari decat CMEO trebuie s aibd
efect nociv egal sau mai mare decit cel observat la CMEO. Daci aceste doud conditii nu pot fi satisficute, se va
furniza o explicatie completd privind modul in care a fost selectat CMEO (si, prin urmare, CFEO).

Variabile de masurare: sunt orice tipuri de variabile care se misoard pentru a exprima punctul stoechiometric
prin folosirea uneia sau a mai multor variabile de raspuns diferite. In prezenta metodd, numdrul de fronde,
suprafata frondelor, greutatea in stare proaspata si greutatea uscatd sunt variabile de masurare.

Monoculturd: este o culturd cu o singurd specie de plante.
Necrozi: este un tesut al frondei mort (alb sau imbibat in apa).
Concentratia fard efecte observabile (CFEO): este concentratia testatd imediat sub valoarea CMEO.

Fenotip: este caracteristica observabild a unui organism determinatd de interactiunea genelor sale cu mediul siu
inconjurdtor.

Variabile de rispuns: sunt variabile pentru estimarea toxicitdtii derivate din orice variabile masurate care descriu
biomasa prin diferite metode de calcul. In cazul acestei metode, vitezele de crestere si randamentul sunt variabile
de raspuns derivate din variabile de masurare precum numdrul frondelor, suprafata frondelor, greutatea in stare
proaspdta sau greutatea uscata.

Test semistatic (cu reinnoire): este un test in care solutia de testat se inlocuieste periodic, la intervale specifice
in timpul testului.

Test static: este 0 metodd de testare care nu presupune reinnoirea solutiei de testat in timpul testului.

Punct stoechiometric: descrie factorul general care va fi modificat de cdtre substanta chimici testatd, in functie
de proba martor, acesta fiind obiectivul testului. In prezenta metodd, punctul stoechiometric este inhibarea creste-
rii, care poate fi exprimatd prin diferite variabile de rdspuns bazate pe una sau mai multe variabile de masurare.

Mediu de testare: este mediul de culturd complet sintetic in care plantele testate cresc cand sunt expuse la sub-
stanta de testat. [n mod normal, substanta de testat se dizolva in mediul de testare.

Randament: este valoarea unei variabile de misurare pentru exprimarea biomasei la sfarsitul perioadei de expu-
nere minus variabila de masurare la inceputul perioadei de expunere.

PRINCIPIUL TESTULUI

Culturile de plante cu crestere exponentiald din genul Lemna se lasd s creascd in monoculturi, cu diferite con-
centratii ale substantei testate, timp de sapte zile. Obiectivul testului este de a cuantifica efectele substantei asupra
cresterii vegetative in aceastd perioadd, pe baza evaludrilor variabilelor de mdsurare selectate. Numdrul frondelor
este variabila de masurare principald. Se mai masoara cel putin incd o variabild de masurare (suprafata totald a
frondelor, greutatea uscatd sau greutatea in stare proaspatd), deoarece unele substante pot afecta alte variabile de
mdsurare considerabil mai mult decat numdrul frondelor. Pentru cuantificarea efectelor substantei, cresterea in
solutiile de testat se compard cu cea a probelor martor, fiind determinatd concentratia care provoacd o inhibare
specificatd de x % a cresterii (de exemplu 50 %) si exprimatd ca EC, (de exemplu ECs).

Punctul stoechiometric este inhibarea cresterii, exprimatd ca crestere logaritmica a variabilei de masurare (viteza
medie specificd de crestere) in timpul perioadei de expunere. Concentratia care provoacd o inhibare a vitezei de
crestere specificatd de x % (de exemplu 50 %) si exprimatd ca E.C, (de exemplu E,C5) se determind din vitezele
specifice medii de crestere inregistrate pentru o serie de solutii de testat.
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O variabild de raspuns suplimentari folositd in prezenta metodd de testare este randamentul, care poate fi nece-
sar pentru indeplinirea unor cerinte de reglementare specifice din unele tdri. Acesta se defineste ca variabilele de
madsurare la sfarsitul perioadei de expunere minus variabilele de masurare la inceputul perioadei de expunere. Con-
centratia care provoacd o inhibare specificatd de x % (de exemplu 50 %) a randamentului se calculeazi si se
exprimd ca E,C; (de exemplu E Cs,) pe baza randamentului inregistrat pentru o serie de solutii de testat.

In plus, concentratia minima cu efect observabil (CMEO) si concentratia firi efecte observabile (CFEO) se pot
determina statistic.

INFORMATII REFERITOARE LA SUBSTANTA DE TESTARE
Este necesard o metoda analiticd cu sensibilitate specificd pentru cuantificarea substantei in mediul de testare.

Informatiile referitoare la substanta de testare, care pot fi utile pentru stabilirea conditiilor de testare, includ for-
mula structurald, puritatea, solubilitatea in apd, stabilitatea in apd si la luming, pK,, K., presiunea de vapori si
biodegradabilitatea. Solubilitatea in apd si presiunea de vapori pot fi folosite pentru a calcula constanta legii lui
Henry, care va ardta dacd sunt probabile pierderi semnificative ale substantei de testat in perioada de testare.
Aceasta va indica dacd este necesard adoptarea anumitor mdsuri pentru limitarea unor astfel de pierderi. Dacd
informatiile privind solubilitatea si stabilitatea substantei de testat sunt incerte, se recomandd ca acestea s fie eva-
luate in conditiile testului, cum ar fi mediul de crestere, temperatura sau conditiile de iluminare din test.

Cand este importantd controlarea pH-ului mediului de testare, de exemplu in cursul testarii unor metale sau sub-
stante instabile din punct de vedere hidrolitic, se recomandd addugarea unei substante tampon in mediul de
crestere (a se vedea punctul 1.7.4 primul paragraf). Indrumari suplimentare privind substantele de testare cu pro-
prietati fizico-chimice care le fac dificil de testat sunt prezentate la nota (11).

SUBSTANTA DE REFERINTA

Substanta (substantele) de referinta folositd (folosite) in testul international interlaboratoare (10), cum ar fi 3-5
diclorofenol, poate (pot) fi testatd (testate) ca mijloc de validare a procedurii de testare. Este recomandabil ca o
substantd de referintd si fie testatd de cel putin doud ori pe an sau, daci testarea se desfisoard la o frecventd mai
joasd, in paralel cu determinarea toxicititii unei substante de testat.

VALIDITATEA TESTULUI

Pentru ca un test sd fie valid, perioada de dublare a numdrului de fronde in proba de control trebuie sa fie mai
micd de 2,5 zile (60 de ore), corespunzand unei cresteri de aproximativ sapte ori intr-o perioadd de sapte zile si
unei viteze medii specifice de crestere de 0,275 zi ' Folosind mediul si conditiile de testare descrise in prezenta
metoda de testare, acest criteriu poate fi indeplinit prin folosirea unui test static (8). Se considerd ci acest criteriu
poate fi indeplinit in conditii de testare semistaticd si dinamica. Calculul perioadei de dublare este prezentat la
punctul 2.1.

DESCRIEREA METODEI
Aparatura

Toate echipamentele care intrd in contact cu mediile de testare trebuie s fie confectionate din sticla sau alt mate-
rial chimic inert. Recipientele de sticld folosite pentru culturd si testare trebuie s fie sterile si curdtate de con-
taminantii chimici care se pot infiltra in mediul de testare. Vasele de testare trebuie si fie suficient de largi pentru
ca frondele din diferitele colonii aflate in vasele de control si creasca fird a se suprapune la sfarsitul testului. Nu
este important dacd radicinile ating baza vaselor de testare, dar se recomanda o adancime minima de 20 mm si
un volum minim de 100 ml in fiecare vas. Tipul de vase de testare nu influenteazd desfasurarea testului atat timp
cat se respectd aceste cerinte. Pot fi folosite pahare de laborator, vase de cristalizare sau plici Petri din sticld de
dimensiuni corespunzitoare. Vasele de testare trebuie si fie acoperite pentru a se reduce la minimum evaporarea
si contaminarea accidentald, permitand in acelasi timp trecerea aerului. Vasele de testare corespunzatoare, in spe-
cial capacele, trebuie sd previnid formarea umbrei sau modificarea caracteristicilor spectrale ale luminii.

Culturile si vasele de testare nu se pastreazd in acelasi loc. Aceastd conditie poate fi indeplinita prin folosirea unor
spatii, incubatoare sau camere de crestere care reproduc conditiile de mediu. lluminarea si temperatura trebuie si
fie controlabile si mentinute la un nivel constant (a se vedea punctul 1.7.8).
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Organismul de testare

Organismul folosit pentru acest test este Lemna gibba sau Lemna minor. Scurte descrieri ale speciilor de lintitd care
au fost folosite pentru testarea toxicitdtii sunt prezentate in apendicele 1. Plantele pot fi obtinute dintr-o colectie
de culturi, de la un alt laborator sau de pe teren. Daci sunt colectate de pe teren, plantele se mentin in culturd
intr-un mediu similar cu cel folosit pentru testare timp de cel putin opt siptimani inainte de utilizare. Terenurile
de pe care s-au colectat culturile initiale trebuie si fie lipsite de surse vizibile de contaminare. Daci au fost obi-
nute de la un alt laborator sau dintr-o colectie de culturi, se vor mentine in conditii similare timp de cel putin trei
sdptdmani. Sursa plantelor, a speciilor §i a clonului (dacd se cunoaste) folosite pentru testare se raporteazd
intotdeauna.

Se vor folosi monoculturi care sunt vizibil necontaminate cu alte organisme, cum ar fi alge sau protozoare. Plan-
tele sindtoase de L. minor vor consta in colonii cuprinzand intre doud si cinci fronde, in timp ce coloniile sina-
toase de L. gibba pot contine pand la sapte fronde.

Calitatea si uniformitatea plantelor folosite pentru testare vor avea o influentd semnificativd asupra rezultatului
testului i, prin urmare, se vor selecta cu atentie. Se vor folosi plante tinere, cu crestere rapida, fird leziuni sau
decoloriri vizibile (clorozd). Culturile de buni calitate sunt indicate de numérul mare de colonii cuprinzand cel
putin doud fronde. Un numdr mare de fronde unice indica stres ambiental, cum ar fi o cantitate redusi de nutri-
enti, iar plantele din astfel de culturi nu se folosesc pentru testare.

Culturd

In scopul reducerii frecventei de intretinere a culturii (de exemplu in situatiile in care nu sunt previzute teste cu
Lemna pentru o anumitd perioadd), culturile pot fi mentinute in conditii de iluminare §i temperaturd scizutd
(4-10 °C). Detalii privind culturile sunt prezentate in apendicele 2. Semnele vizibile de contaminare cu alge sau
alte organisme necesitd sterilizarea la suprafatd a unui subesantion de fronde de Lemna, urmatd de transferul citre
un mediu proaspit (a se vedea apendicele 2). fn aceast situatie, restul culturii contaminate se elimini.

Cu cel putin sapte zile inainte de testare, se transferd un numadr suficient de colonii in conditii aseptice intr-un
mediu steril proaspit si se cultivd timp de 7-10 zile in conditii similare cu cele ale testului.

Mediul de testare

Pentru Lemna minor si Lemna gibba se recomandd medii diferite, conform descrierii de mai jos. Se va examina cu
atentie includerea unei solutii tampon de pH in mediul de testare [MOPS (acid 4-morfolinpropansulfonic, CAS
No: 1132-61-2; EINECS No: 214-478-5) in mediul L. minor si de NaHCO; in mediul L. gibba] cand se suspec-
teazd cd va reactiona cu substanta de testat si va influenta toxicitatea acesteia. Mediul Steinberg (12) este accep-
tabil dacd se indeplinesc criteriile de validitate.

Pentru cultura si testarea cu L. minor se recomandd o modificare a mediului de crestere a Lemna prevazut de stan-
dardul suedez (SIS). Compozitia acestui mediu este prezentatd in apendicele 3.

Mediul de crestere 20X-AAP, descris in apendicele 3, este recomandat pentru cultura si testarea cu L. gibba.

Mediul Steinberg descris in apendicele 3 este, de asemenea, adecvat pentru L. minor, dar poate fi folosit si pentru
L. gibba daci se indeplinesc criteriile de validitate.

Solutii de testat

Solutiile de testat se prepara de obicei prin diluarea unei solutii mama. Solutiile mama ale substantelor de testat
se prepard de preferintd prin dizolvarea substantei in mediul de cultura.

Concentratia maxima testatd a substantei de testat nu trebuie si depdseascd de preferingd limita de solubilitate in
apd a substantei in conditiile de testare. Cu toate acestea, trebuie remarcat cd speciile de Lemna plutesc la suprafatd
si pot fi expuse la substante care se acumuleaza la interfata apd-aer (de exemplu substante cu solubilitate scizutd
in apd, hidrofobe sau tensioactive). in astfel de circumstante, expunerea va rezulta de la alte materiale decat cele
din solutie, iar concentratiile de testare pot depdsi nivelul de solubilitate in apd, in functie de caracteristicile sub-
stantei de testat. In cazul substantelor de testat cu solubilitate scizut in ap3, poate fi necesard prepararea unei
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solutii mamd concentrate sau dispersia substantei folosind un solvent sau agent de dispersie organic, pentru a faci-
lita addugarea de cantitdti exacte de substantd de testat in mediul de testare si a favoriza dispersia si dizolvarea sa.
Se vor depune toate eforturile pentru evitarea folosirii unor astfel de materiale. Nu se vor folosi solventi sau agenti
de dispersie suplimentari in urma cdrora sd rezulte fitotoxicitate. De exemplu, solventii obisnuiti care nu pro-
voaci fitotoxicitate la concentratii de pana la 100 pl'l"! includ acetona si dimetilformamida. Daci se foloseste un
solvent sau agent de dispersie, concentratia sa finald se raporteaza si se mentine la minimum (< 100 pl-1™"), iar
toate tratamentele si loturile martor trebuie sd contind aceeasi concentratie de solvent sau agent de dispersie.
fndrumiri suplimentare privind folosirea agentilor de dispersie sunt prezentate la nota (11).

Grupele experimentale si cele martor

Cunoasterea prealabild a toxicitatii substantei de testat fatd de Lemna, de exemplu ca urmare a unui test pentru
stabilirea intervalului, va permite alegerea concentratiilor potrivite de testare. In testul principal de stabilire a to-
xicitatii trebuie sd existe cel putin cinci concentratii de testare dispuse in serie geometrica. Se preferd ca factorul
de separare intre concentratiile de testare sd nu depaseasca 3,2, dar se poate folosi o valoare mai mare in cazul in
care curba concentratie-rispuns este pland. In cazul in care se utilizeazd mai putin de cinci concentratii, se vor
aduce argumente pentru aceasta. Pentru fiecare concentratie de testare se folosesc cel putin trei duplicate.

La stabilirea intervalului de concentratii de testare (pentru testul de stabilire a intervalului sifsau testul principal
de stabilire a toxicitatii), trebuie si se retind urmatoarele:

— pentru determinarea unui EC,, concentratiile de testare trebuie s incadreze valoarea EC, in scopul asigura-
rii unui nivel de incredere adecvat. De exemplu, dacd se estimeazd ECs,, concentratia maxima testatd trebuie
sd fie mai mare decit valoarea EC,. Dacd valoarea EC5,, se afld in afara intervalului concentratiilor de testare,
intervalele de incredere aferente vor fi mari si existd riscul ca evaluarea corectd a adecvdrii statistice a mode-
lului sd nu fie posibil;

— daci se urmdreste estimarea CMEO/CFEO, concentratia cea mai mici de testare trebuie si fie suficient de
micd, astfel incat cresterea s nu fie cu mult mai micd decat cea a probei martor. in plus, concentratia
maxima testatd trebuie sa fie suficient de mare pentru ca cresterea si fie cu mult mai micd decit cea a probei
martor. Dacd nu este asa, testul se va repeta folosind un interval diferit de concentratii (cu exceptia cazului
in care cea mai mare concentratie se afld la limita solubilititii sau la concentratia limitd maxima cerutd, de
exemplu 100 mg-1™).

Fiecare test trebuie sd includd probe martor constand in mediu nutritiv, numar de fronde si colonii, conditii ambi-
entale si proceduri similare celor din vasele de testare, dar fird substanta de testat. Dacd se foloseste un solvent
sau agent de dispersie suplimentar, se va include o tratare suplimentard a probei martor cu acest solvent/agent de
dispersie, prezent in aceeasi concentratie cu cea din vasele cu substanta de testat. Numdrul vaselor de control cu
probe duplicat (si vasele cu solventi, daci este cazul) trebuie si fie cel putin egal cu numdrul de vase folosite pen-
tru fiecare concentratie de testare; in mod ideal acest numdr va fi de doud ori mai mare.

Daci determinarea CFEO nu este necesard, testul poate fi modificat in sensul cresterii numdrului de concentratii
si reducerii numdrului de duplicate per concentratie. Cu toate acestea, numdrul de duplicate martor trebuie sd fie
de cel putin trei.

Expunere

Coloniile constand in 2-4 fronde vizibile se transferd din cultura de inocul si se distribuie aleatoriu in vasele de
testare in conditii aseptice. Fiecare vas de testare va contine un total de 9-12 fronde. Numdrul de fronde si colonii
va fi acelasi in fiecare vas de testare. Experienta dobanditd in urma aplicirii acestei metode si a testului interla-
boatoare a indicat cd folosirea a trei duplicate per tratament, fiecare duplicat continand initial 9-12 fronde, este
suficientd pentru a detecta diferente de crestere de aproximativ 4-7 % inhibare calculatd in functie de viteza de
crestere (10-15 % calculatd in functie de randament) intre tratamente (10).

Vasele de testare vor fi pozitionate aleatoriu in incubator pentru a se minimiza influenta diferentelor spatiale in
intensitatea luminii sau in temperaturd. Este nevoie, de asemenea, de o dispunere fixd sau aleatoare a vaselor (sau
o repozitionare mai frecventd) atunci cand se fac observatii.
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Daci un test preliminar de stabilitate aratd cd nu poate fi mentinutd concentratia substantei de testat (concentra-
tia masuratd scade sub 80 % din concentratia misuratd initial) pe durata perioadei de testare (7 zile), se reco-
mandi un test semistatic. in acest caz, coloniile se expun unor solutii proaspit preparate de testare si solutii
martor in cel putin doud ocazii in timpul testului (de exemplu ziua 3 si ziua 5). Frecventa expunerii la un mediu
proaspit va depinde de stabilitatea substantei de testat; pentru mentinerea concentratiilor cit mai aproape de nive-
lul constant in cazul substantelor foarte instabile sau volatile, poate fi necesard o frecventd mai mare. In unele
situatii poate fi necesard o procedurd dinamicd (11)(13).

Scenariul de expunere prin pulverizare foliard (spray) nu este inclus in prezenta metoda de testare. Pentru aceasta,
a se vedea nota (14).

Conditii de incubare

Se va asigura o lumini caldi sau fluorescentd alb-rece, cu o intensitate cuprinsa in intervalul 85-135 uE-m s
mdsurat in radiatie activi fotosinteticd (400-700 nm) in puncte aflate la distante egale de sursa de lumina cu dis-
tantele la care se afld frondele de Lemna (echivalent cu 6 500-10 000 lucsi). Diferentele fatd de intensitatea selec-
tatd a luminii in zona de testare nu trebuie sd depdseascd * 15 %. Metoda de detectare si mdsurare a luminii, in
special tipul de senzor, va influenta valoarea masuratd. Senzorii sferici (care rdspund la lumina din toate unghi-
urile de deasupra si dedesubtul planului de masurare) si senzorii ,,cosinus” (care raspund la lumina din toate un-
ghiurile de deasupra planului de masurare) sunt preferabili senzorilor unidirectionali si vor da valori mai mari
pentru o sursd de lumind multipunct de tipul celei descrise aici.

Temperatura din vasele de testare trebuie si fie 24 + 2 °C. pH-ul mediului de control nu trebuie sd aibd o crestere
mai mare de 1,5 unitdti in timpul testului. O deviatie de peste 1,5 unititi nu va invalida testul daci se poate
demonstra intrunirea criteriilor de validitate. Se va acorda o atentie sporitd devierii pH-ului in cazuri speciale, cum
ar fi in timpul testdrii de substante sau metale instabile. Pentru indrumdri suplimentare, consultati nota (11).

Durata

Testul se incheie dupd 7 zile de la transferul plantelor in vasele de testare.

Misuritori si determindri analitice

Numirul frondelor din vasele de testare se determind si se raporteazd la inceputul testului, acordandu-se atentie
inregistrarii frondelor proeminente si distincte. Numdrul frondelor cu aspect normal sau anormal se stabileste la
inceputul testului, cel putin o datd la fiecare trei zile in timpul perioadei de expunere (de exemplu in cel putin
doud ocazii in timpul perioadei de 7 zile), precum si la incheierea testului. Se inregistreazd modificarile in dez-
voltarea plantei, cum ar fi dimensiunea frondei, aspectul, indicatiile de necrozd, clorozi sau gibozitate, separarea
coloniilor sau pierderea de flotabilitate, precum si cele privind lungimea si aspectul radacinii. Se inregistreazd, de
asemenea, caracteristici semnificative ale mediului de testare (de exemplu prezenta de material nedizolvat,
cresterea de alge in vasul de testare).

Pe langd determindrile numdrului de fronde in timpul testului, se evalueaza si efectele substantei de testat asupra
uneia (sau mai multor) dintre urmdtoarele variabile de misurare:

(i) suprafata totald a frondelor;

(i) greutatea uscatd;

(iii) greutatea in stare proaspatd.

Suprafata totald a frondelor are avantajul de a putea fi determinatd pentru fiecare vas de testare si de control la
inceputul, in timpul si la sfarsitul testului. Greutatea uscatd sau in stare proaspitd se determind la inceputul tes-
tului, pe baza unui esantion al culturii de inocul reprezentativ pentru substanta folositd la inceputul testului si la
sfarsitul testului, pe baza materialului din fiecare vas de testare si control. Dacd suprafata frondelor nu se masoara,
greutatea uscatd este preferatd in detrimentul greutdtii in stare proaspatd.

Suprafata totald a frondelor, greutatea uscata si greutatea in stare proaspatd se determind dupd cum urmeaza:
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(i)  Suprafata totald a frondelor: suprafata totald a frondelor din toate coloniile poate fi determinatd prin analiza
imaginilor. Se captureazi o imagine a vasului de testare i a plantelor cu ajutorul unei camere de fotografiat
digitale (de exemplu, prin asezarea vasului pe o cutie iluminatd), iar imaginile rezultate se prelucreaza digi-
tal. Suprafata totald a frondelor dintr-un vas de testare se poate determina prin calibrare cu forme plane de
suprafete cunoscute. Se vor exclude interferentele provocate de marginea vasului de testare. O metodai alter-
nativd mai complicatd constd in fotocopierea vasului de testare si a plantelor, decuparea siluetei rezultate a
coloniilor si determinarea suprafetei folosind un analizor al suprafetei frunzelor sau hartie milimetrica. Alte
tehnici (de exemplu raportul intre greutatea hartiei corespunzitoare suprafetei siluetei coloniilor si greutatea
hartiei corespunzdtoare suprafetei unei unitdti) pot fi, de asemenea, utile.

(i)  Greutatea uscatd: se colecteazd toate coloniile din vasele de testare si se clitesc cu apa distilatd sau deionizata.
Se inldturd excesul de apd si se usucd la 60 °C, pand se atinge o greutate constantd. Sunt incluse orice frag-
mente de ridicind. Greutatea uscatd se exprimd cu o precizie de cel putin 0,1 mg.

(i) Greutatea in stare proaspdtd: se transferd toate coloniile in tuburi de poliestiren precantarit (sau alt material
inert), cu mici orificii (1 mm) in bazele rotunjite. Tuburile se centrifugheazi apoi la 3 000 rpm la tempe-
ratura camerei, timp de 10 minute. Tuburile, care contin acum coloniile uscate, se recantiresc, iar greutatea
in stare proaspitd se calculeazd prin sciderea greutdtii tubului gol.

Frecventa mdsurdtorilor si determindrilor analitice

Dacd se foloseste un test static, pH-ul fiecirui tratament se masoard la inceputul si sfarsitul testului. Daci se folo-
seste un test semistatic, pH-ul se masoard in fiecare lot de solutie de testat ,proaspitd” inainte de fiecare reinnoire,
precum si in solutiile corespunzdtoare ,uzate”.

Intensitatea luminii se mdsoard in incdperea, incubatorul sau camera de crestere in puncte aflate la distante de
sursa de lumind similare cu cele ale frondelor de Lemna. Masuritorile se fac cel putin o datd in timpul testului. Se
inregistreazd cel putin o datd pe zi temperatura mediului intr-un vas inlocuitor mentinut in conditii similare in
incdperea, incubatorul sau camera de crestere.

Concentratiile substantei de testat se determini la intervale corespunzitoare in timpul testului. In testele statice,
cerinta minima este de a determina concentratiile la inceputul si sfarsitul testului.

Pentru testele semistatice in care nu se estimeaza mentinerea concentratiei substantei testate in limitele de * 20 %
din cea nominald, este necesard analizarea tuturor solutiilor de testat proaspdt preparate la fiecare reinnoire (a se
vedea punctul 1.7.7 al treilea paragraf). Cu toate acestea, pentru acele teste in care concentratia initiald masuratd
a substantei testate nu se situeaza in limitele de + 20 % din valoarea nominald, dar se pot aduce dovezi care si
indice repetabilitatea si stabilitatea concentratiilor initiale (adicd in intervalul de 80-120 % din concentratiile ini-
tiale), determinarea chimici se va efectua doar la concentratiile de testare cele mai mari si cele mai mici. In toate
cazurile, este necesar s se determine concentratiile substantei testate inaintea reinnoirii doar la un vas din cele
duplicat, pentru fiecare concentratie de testare (sau la continutul vaselor combinate in functie de duplicat).

Daci se foloseste un test in regim dinamic, se recomandd un regim de recoltare a probelor similar cu cel descris
pentru testele semistatice, inclusiv analiza la inceputul, mijlocul si sfarsitul testului, dar masurarea solutiilor ,uzate”
nu convine in acest caz. La aceste tipuri de testdri, trebuie verificat zilnic fluxul diluantului si al substantei testate
sau al solutiei mamad a substantei de testare.

Daci se poate dovedi mentinerea satisficitoare, pe toatd durata testului, a concentratiei substantei testate in li-
mitele de £ 20 % din cea nominald sau masuratd initial, atunci rezultatele se pot obtine din valoarea nominald
sau din cea masuratd initial. Dacd abaterea de la concentratia nominald sau cea masuratd initial este mai mare de
+ 20 %, este necesar ca rezultatele s se exprime in functie de media geometricd a concentratiei in timpul expu-
nerii sau de modelele care descriu declinul concentratiei substantei de testat (11).
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2.1.

2.2.

Testul la valori limita

in unele conditii, de exemplu atunci cand un test preliminar arati ci substanta de testat nu are efecte toxice la
concentratii de pana la 100 mg-1"! sau pand la limita solubilitdtii in mediul de testare (oricare dintre ele este mai
scdzutd), se poate efectua un test la valori limita care presupune o comparare a raspunsurilor unui grup de con-
trol si ale unui grup supus tratamentului (100 mg1™' sau o concentratie egald cu limita solubilititii). Se reco-
manda ca acest test sd fie confirmat prin analizarea concentratiei de expunere. Unui test la valori limitd i se aplicd
toate conditiile de testare si criteriile de validitate descrise anterior, cu exceptia celei privind numarul de duplicate
supuse tratamentului, care trebuie si fie dublu. Cresterea in grupul de control si in cel supus tratamentului pot fi
analizate folosind un test statistic de comparare a mediilor, cum ar fi un test-t (Student).

DATE SI RAPORT

TIMP DE DUPLICARE

Pentru determinarea timpului de duplicare (Ty) a numarului de fronde si asigurarea respectdrii de citre studiu a
acestui criteriu de validitate (punctul 1.6), pentru datele obtinute de la vasele de control se foloseste urmatoarea
formula:

Ty=In2/p

unde p este viteza medie specificd de crestere, astfel cum a fost descrisd in primul si al doilea paragraf de la
punctul 2.2.1.

VARIABILE DE RASPUNS

Scopul testului este de a determina efectele substantei de testat asupra cresterii vegetative a Lemna. Prezenta
metodd de testare descrie doud variabile de raspuns, deoarece statele membre au preferinte si cerinte de regle-
mentare diferite. Pentru ca rezultatele de testare si fie acceptabile in toate statele membre, efectele se evalueaza
folosind ambele variabile de raspuns (a) si (b) descrise mai jos.

(a) Viteza medie specificd de crestere: aceastd variabild de raspuns se calculeazd pe baza modificdrilor logarit-
milor numerelor frondelor i, in plus, pe baza modificdrilor logaritmilor altui parametru de masurare
(suprafata totald a frondelor, greutatea uscatd sau greutatea in stare proaspatd) in functie de timp (exprimat
in zile) in probele martor si fiecare grup supus tratamentului. Este numitd uneori vitezd relativd de
crestere (15).

(b) Randament: aceastd variabild de rispuns se calculeazd pe baza modificarilor numarului de fronde si, in plus,
pe baza modificirilor unui alt parametru de mdsurare (suprafata totald a frondelor, greutatea uscati sau
greutatea in stare proaspdtd) in probele martor si in fiecare grup supus tratamentului, pand la incheierea
testului.

Trebuie remarcat cd valorile de toxicitate calculate prin folosirea acestor doud variabile de rdspuns nu sunt com-
parabile, iar aceastd diferentd trebuie sd fie recunoscutd cand se folosesc rezultatele testului. Valorile EC, bazate
pe viteza medie specifica de crestere (E,C,) vor fi in general mai mari decat rezultatele bazate pe randament (E,C,)
in cazul in care conditiile de testare din prezenta metodd de testare sunt respectate, ca urmare a bazei matematice
a aborddrilor respective. Aceasta nu se va interpreta ca o diferentd de sensibilitate intre cele doud variabile de
raspuns, valorile fiind diferite din punct de vedere matematic. Conceptul de vitezd medie specificd de crestere se
bazeazd pe modelul general al cresterii exponentiale a lintitei in culturi nelimitate, in care toxicitatea se estimeaza
pe baza efectelor asupra vitezei de crestere, fard a fi dependentd de nivelul absolut al vitezei specifice de crestere
a probei martor, de panta curbei concentratie-rispuns sau de durata testului. Prin contrast, rezultatele bazate pe
variabila de raspuns-randament depind de toate aceste variabile. E,C, depinde de viteza specifica de crestere a spe-
ciilor de lintita folosite pentru fiecare test si de viteza maxima specificd de crestere, care poate varia intre specii si
chiar intre clone diferite. Aceastd variabild de rispuns nu se foloseste pentru compararea sensibilitatii la substante
toxice intre specii de lintit4 si chiar clone diferite. in timp ce folosirea vitezei medii specifice de crestere in scopul
estimdrii toxicitatii este preferatd din punct de vedere stiintific, estimrile de toxicitate bazate pe randament sunt
incluse in prezenta metodd de testare pentru a satisface ceringele de reglementare din unele tari.
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2.2.1.

2.2.2.

Estimdrile toxicitatii trebuie sd se bazeze pe numadrul de fronde si pe o variabild de mdasurare suplimentard
(suprafata totald a frondelor, greutatea uscatd sau greutatea in stare proaspdtd), deoarece unele substante pot afecta
alte variabile de mdsurare in proportie considerabil mai mare decat o poate face numarul de fronde. Acest efect
nu va putea fi detectat exclusiv in urma calculdrii numarului de fronde.

Numdrul de fronde, precum si orice altd variabild de masurare inregistratd, cum ar fi suprafata totald a frondelor,
greutatea uscatd sau greutatea in stare proaspdtd, sunt introduse intr-un tabel impreund cu concentratiile sub-
stantei de testat cu ocazia fiecirei masurdri. Analiza ulterioard a datelor, inclusiv pentru estimarea CMEO, CFEO
sau EC,, trebuie si se bazeze pe valorile duplicatelor individuale, si nu pe mediile calculate pentru fiecare grup
supus tratamentului.

Viteza medie specificd de crestere

Viteza medie specificd de crestere pentru o anumitd perioadd se calculeazd ca fiind cresterea logaritmicd a vari-
abilelor de crestere — numdrul frondelor si incd o variabild de masurare (suprafata totald a frondelor, greutatea
uscatd sau greutatea in stare proaspitd) — pe baza formulei de mai jos pentru fiecare duplicat al probelor martor
si probelor supuse tratamentului:

— [y viteza medie specificd de crestere de la momentul i la momentul j
variabila de misurare in vasul de testare sau control la momentul i
— N: variabila de misurare in vasul de testare sau control la momentul j

— tintervalul de timp intre momentele i-j.

Pentru fiecare grup de control si grup supus tratamentului, se calculeazd o valoare medie a vitezei de crestere in
paralel cu estimarea variantei.

Viteza medie specificd de crestere se calculeaza pentru intreaga duratd a testului (momentul ,,i” in formula de mai
sus este inceputul testului, iar momentul ,j” este sfarsitul testului). Pentru fiecare concentratie de testare si proba
martor se calculeazi o valoare medie pentru viteza medie specifici de crestere in paralel cu estimarea variantei. in
plus, viteza de crestere pe sectiuni se evalueaza in scopul evaludrii efectelor substantei de testat care se produc in
timpul perioadei de expunere (de exemplu prin verificarea curbelor de crestere transformate logaritmic). Dife-
rente substantiale intre viteza de crestere pe sectiuni si viteza medie de crestere indicd o deviere de la cresterea
exponentiald constantd si impun verificarea atentd a curbelor de crestere. In acest caz, o metoda conservativi con-
std in compararea vitezelor specifice de crestere ale culturilor tratate in timpul perioadei de timp de inhibare
maximd cu cele ale probelor martor, in aceeasi perioada.

Astfel, inhibarea procentuald a vitezei de crestere (I,) se poate calcula pentru fiecare concentratie de testare (grup
supus tratamentului) conform ecuatiei:

unde:

— %l

 inhibarea vitezei medii specifice de crestere, in procente

— e valoarea medie a pt in grupul de control

— pp valoarea medie a p in grupul supus tratamentului.

Randament

Efectele asupra randamentului se determind pe baza a doud variabile de masurare, numarul frondelor si inci o
variabild de masurare (suprafata totald a frondelor, greutatea uscatd sau greutatea in stare proaspatd) prezentd in
fiecare vas de testare la inceputul si sfarsitul testului. in cazul greutitii uscate sau al greutitii in stare proaspita,
biomasa initiald se determind pe baza unui esantion de fronde recoltate din acelasi lot folosit pentru inocularea
vaselor de testare (a se vedea punctul 1.7.3 al doilea paragraf). Pentru fiecare concentratie de testare si probd
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martor, se calculeazd o valoare medie a randamentului in paralel cu estimdrile variantei. Procentul de inhibare
medie a randamentului (% I,) se poate calcula pentru fiecare grup supus tratamentului, dupd cum urmeaza:

(bc7 bT)

%Iy= x100

— %l inhibarea randamentului, in procente
— be biomasa finald minus biomasa initiald pentru grupul de control

— by biomasa finald minus biomasa initiald in grupul supus tratamentului.

2.2.3.  Trasarea curbelor concentratie-rispuns

Se traseazd curbe concentratie-rispuns care fac legdtura intre media inhibdrii procentuale a variabilei de rdspuns
(I, sau [, calculate conform metodei de la punctul 2.2.1 ultimul paragraf sau de la punctul 2.2.2) si concentratia
logaritmica a substantei de testat.

2.2.4. Estimarea EC,

Estimdrile EC, (de exemplu ECs,) trebuie si se bazeze atat pe viteza medie specificd de crestere (E.C,), cit si pe
randament (E,C,), fiecare dintre acestea trebuind si se bazeze pe numarul frondelor si o variabild de masurare
suplimentard (suprafata totald a frondelor, greutatea uscatd sau greutatea in stare proaspitd). Aceasta se justificd
deoarece existd substante testate care au efecte diferite asupra numdarului de fronde si a altor variabile de misu-
rare. Parametrii de toxicitate doriti sunt, prin urmare, patru valori EC, pentru fiecare nivel de inhibare x calculat:
E.C, (numdrul frondelor), E.C, (suprafata totald a frondelor, greutatea uscatd sau greutatea in stare proaspati),
E,C, (numdrul frondelor) si E/C, (suprafata totald a frondelor, greutatea uscatd sau greutatea in stare proaspita).

2.3. PROCEDURI STATISTICE

Obiectivul este de a se obtine o relatie cantitativd concentratie-rispuns prin metoda analizei regresiei. Este posi-
bild folosirea unei regresii lineare ponderate dupa ce s-a efectuat o transformare de linearizare a datelor de rispuns
— de exemplu in functia probit, logit sau unitdti Weibull (16), dar procedurile de regresie nelineard sunt tehnici
preferate, care trateazd mai bine inexactitdile inevitabile ale datelor si abaterile de la distributiile netede. Cand se
apropie de zero sau inhibitie totald, aceste inexactititi se pot amplifica prin transformare, interferand cu analiza
(16). Trebuie remarcat cd metodele standard de analizi folosind transformatele probit, logit sau Weibull se folo-
sesc in cazul datelor cantitative (de exemplu date privind mortalitate sau supravietuire) si trebuie sa fie modificate
pentru a reflecta datele privind viteza de crestere si randament. Proceduri specifice de determinare a valorilor EC
pe baza datelor continue pot fi consultate la notele (17), (18) si (19).

Pentru fiecare variabild de raspuns de analizat se utilizeaza relatia concentratie-raspuns pentru calcularea estima-
rilor punctului valorilor EC,. Daci este posibil, se vor determina limitele de incredere de 95 % pentru fiecare esti-
mare. Calitatea de ajustare a datelor de raspuns la modelul de regresie se evalueazi in mod grafic sau statistic.
Analiza regresiei se efectueazd folosind raspunsuri individuale ale duplicatului, nu medii ale grupului supus
tratamentului.

Estimdrile si limitele de incredere ale EC5, pot fi obtinute folosind interpolarea lineard cu ,bootstrap” (20), dacd
modelele/metodele disponibile de regresie sunt inadecvate pentru date.

Pentru estimarea CMEO si, prin urmare, a CFEO, este necesard compararea mediilor de tratare folosind tehnici de
analizd a variantei (ANOVA). Media pentru fiecare concentratie se compard apoi cu media probei martor folo-
sind o metodd de comparare multipld adecvatd sau de testare a tendingei. Testul lui Dunnett sau cel al lui Will-
iams pot fi utile in acest sens (21)(22)(23)(24). Este necesar si se evalueze dacd ipoteza ANOVA de omogenitate
a variantei se verifici. Aceastd evaluare se poate efectua grafic sau printr-un test formal (25). Teste adecvate in
acest sens sunt cele ale lui Levene sau Bartlett. Neindeplinirea ipotezei de omogenitate a variantelor poate fi corec-
tatd uneori prin transformarea logaritmica a datelor. Dacd eterogenitatea variantei este extremd si nu poate fi
corectatd prin transformare, se va lua in considerare analizarea prin metode precum testele Jonkheere regresive
de stabilire a tendintei. indrumari suplimentare privind determinarea CFEO sunt prezentate la nota (19).
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3.1.

Progresele stiintifice recente au condus la recomandarea de abandonare a conceptului de CFEO si inlocuirea sa cu
estimdrile punctului EC, bazate pe regresie. Nu a fost stabilitd o valoare adecvatd a x pentru acest test cu Lemna.
Un interval cuprins intre 10-20 % pare a fi adecvat (in functie de variabilele de raspuns alese) si se recomanda
raportarea atat a EC, ), cat si a EC,,.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare trebuie si includd urmitoarele informatii:

Substanta de testat:

—  starea fizicd si proprietdtile fizico-chimice, inclusiv limita solubilitatii in apd;
— date de identificare a substantelor chimice (de exemplu numdrul CAS), inclusiv puritatea.
Speciile folosite pentru testare:

—  denumirea stiintificd, clonul (daci se cunoaste) si sursa.

Conditiile de testare:

—  procedura de testare folositd (staticd, semistaticd sau in regim dinamic);

— data de incepere a testului i durata sa;

— mediul de testare;

— descrierea protocolului testului: vasele de testare si capacele, volumele solutiilor, numarul de colonii si fronde
per vas de testare la inceputul testului;

—  concentratiile de testare (nominale si mdsurate corespunzdtor) si numdrul de duplicate per concentratie;

— metodele de preparare a solutiilor mama si a solutiilor de testat, inclusiv folosirea oricdror solventi sau agenti
de dispersie;

— temperatura in timpul testului;
— sursa de luming, intensitatea luminii si omogenitatea;
— valorile pH-ului mediilor de testare si control;

—  concentratiile substantelor de testat si metoda de analizd cu date adecvate de evaluare a calitdtii (studii de
validare, deviatii standard sau limite de incredere ale analizelor);

— metodele de determinare a numarului de fronde i a altor variabile de masurare, cum ar fi greutatea uscatd,
greutatea in stare proaspatd sau suprafata frondelor;

— orice deviere de la prezenta metodd de testare.
Rezultate:

— date brute: numarul de fronde i alte variabile de masurare in fiecare vas de testare si de control, cu ocazia
fiecirei observari sau analize;

— deviatia medie si deviatia standard pentru fiecare variabild de masurare;

— curbele de crestere pentru fiecare concentratie (recomandate cu variabila de masurare transformatd logarit-
mic, a se vedea punctul 2.2.1 al doilea paragraf);

— timpul de duplicare/viteza de crestere in grupul de control, pe baza numdrului frondelor;
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variabilele de rispuns calculate pentru fiecare duplicat supus tratdrii, cu valori medii si coeficient de variatie
pentru duplicate;

reprezentarea grafici a relatiei concentratie/efect;

estimdri ale punctelor stoechiometrice toxice pentru variabile de rispuns, cum ar fi EC5, EC,, EC,, §i inter-
valele de incredere aferente. Dacd au fost calculate, CMEO si/sau CFEO si metodele statistice folosite pentru
determinarea acestora;

daci s-a folosit ANOVA, dimensiunea efectului care poate fi detectat (de exemplu, diferenta cea mai putin
semnificativa);

orice stimulare a cresterii constatatd in cazul oricdrui tratament;
orice indicii vizuale de fitotoxicitate, precum si observirile solutiilor de testat;

discutarea rezultatelor, inclusiv orice influentd asupra rezultatului testului manifestatd ca urmare a aba-
terilor de la prezenta metoda de testare.
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Apendicele 1
Descrierea speciilor de Lemna

Planta acvaticd denumitd uzual lintitd, specia Lemna, apartine familiei Lemnaceae, care contine un numar de specii grupate in
patru genuri, rispandite in intreaga lume. Aspectul si taxonomia lor variate au fost descrise pe larg (1)(2). Lemna gibba si L.
minor sunt specii reprezentative pentru zonele temperate, fiind folosite in mod obisnuit pentru teste de toxicitate. Ambele
specii au o tulpind discoidald plutitoare sau submersd (frondd) si o radacind foarte subtire provenind din centrul suprafetei
inferioare a fiecdrei fronde. Speciile de Lemna infloresc rareori, iar plantele se reproduc prin inmultire vegetativa, producand
fronde noi (3). In comparatie cu plantele mai in varstd, cele tinere tind si fie mai deschise la culoare, au ridicini mai scurte
si 2-3 fronde de dimensiuni diferite. Ca urmare a dimensiunii reduse a Lemna, structurii sale simple, reproducerii asexuate si
duratei scurte a unei generatii, plantele acestui gen sunt adecvate in mare masur testelor de laborator (4)(5).

Ca urmare a variatiei probabile intre specii in ceea ce priveste sensibilitatea, sunt valide doar comparatiile de sensibilitate
realizate in cadrul aceleiasi specii.

Exemple ale speciilor de Lemna folosite pentru testare: referinte bibliografice privind speciile

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Surse ale speciilor de Lemna

Colectia de culturi de alge si cianobacterii a Universitatii din Toronto
Departamentul de botanicd, Universitatea din Toronto

Toronto, Ontario, Canada, M5S 3 B2

Tel: +1-416-978-3641

Fax: +1-416-978-5878

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

Universitatea de stat din Carolina de Nord
Departamentul forestier

Colectia de culturi de lintitd

Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002

Statele Unite ale Americii

Telefon: 001 (919) 515-7572
astomp@unity.ncsu.edu
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Institutul de cercetare aplicatd a mediului (ITM), Universitatea din Stockholm
SE-106 91 STOCKHOLM

SUEDIA

Tel: +46 8 674 7240

Fax +46 8 674 7636

Agentia Federald de Mediu (UBA)

FGIII 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

Germania

e-mail: lemna@uba.de
http:/[www.umweltbundesamt.de/contact.htm
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Apendicele 2
intretinerea culturii mami

Culturile mama pot fi pdstrate la temperaturi scazute (4-10 °C) pentru perioade indelungate de timp, fird a fi necesard
refacerea. Mediul de culturd al Lemna poate fi similar celui folosit pentru testare, dar pentru culturile mama pot fi folosite
alte medii bogate in substante nutritive.

Un numdr de plante tinere, de culoare verde-deschis, se transferd periodic, folosind o tehnicd asepticd, in vase noi de culturd
care contin un mediu proaspit. In conditiile de temperaturi scizutd descrise anterior, subcultivarea poate avea loc la inter-
vale de pana la trei luni.

Se folosesc vase de culturd din sticld, curate din punct de vedere chimic (curdtate cu acid) si sterile, precum si tehnici de mani-
pulare asepticd. fn cazul contaminirii culturii mama, de exemplu cu alge sau ciuperci, organismele contaminante se elimina.
In cazul algelor si al majoritatii celorlalte organisme contaminante, eliminarea are loc prin sterilizare de suprafatd. Se recol-
teazd un esantion de material vegetal contaminat si se taie radicinile. Materialul se agitd apoi energic in apd curatd si se intro-
duce intr-o solutie de hipoclorit de sodiu 0,5 % (v/v) pentru o perioada cuprinsd intre 30 de secunde si 5 minute. Materialul
vegetal se clateste apoi cu apd sterild si se transferd, sub forma de loturi, in vase de culturd continind mediu de culturd proas-
pat. Un numdr mare de fronde vor muri ca urmare a acestui tratament, in special dacd se folosesc perioade de expunere mai
lungi, dar unele dintre cele care supravietuiesc vor fi de obicei necontaminate. Acestea pot fi folosite ulterior pentru rein-
ocularea noilor culturi.
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Apendicele 3

Medii

Pentru L. minor si L. gibba se recomandi medii de culturd diferite. In cazul L. Minor se recomandd un mediu modificat con-
form standardului suedez (SIS), in timp ce pentru L. gibba se recomandd mediul 20X AAP. Compozitiile ambelor medii sunt
prezentate mai jos. Pentru pregdtirea acestor medii se folosesc reactivi sau substante chimice de puritate analiticd si apd

deionizata.

Mediul de culturd pentru Lemna conform standardului suedez (SIS)

—  Solutiile mama nr. I-V se sterilizeazd prin autoclavare (120 °C, 15 minute) sau prin filtrare prin membrand (diametrul
porilor de aproximativ 0,2 pm).

— Solutia mamd nr. VI (si, optional, nr. VII) se sterilizeaz exclusiv prin filtrare prin membrand; aceste solutii nu se

autoclaveazd.

—  Solutiile mam3 sterile se pastreazd la intuneric $i temperaturi scizute. Solutiile mama nr. -V se elimind dupd sase luni,
in timp ce solutiile mama nr. VI (si, optional, nr. VII) au o perioadd de valabilitate de o luna.

Solutia mama nr.

Substanta

Concentratia in
solutia mama

Concentratia in
mediul preparat

Mediu preparat

@) (mg ™) Element C"(rll;;ifﬁ?ﬁe

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

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

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

1 Cacl, - 2H,0 7,2 36 Ca; Cl 9,8;17,5

I\% 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(NOs), - 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 — —

il MOPS (solutie tampon) | 490 490 — —

— Pentru pregitirea unui litru de mediu SIS se adaugd urmdtoarele solutii la 900 ml apd deionizata:

— 10 ml de solutie mama nr. [

— 5 ml de solutie mama nr. II

— 5 ml de solutie mama nr. III

— 5 ml de solutie mama nr. IV

— 1 ml de solutie mami nr. V

— 5 ml de solutie mamd nr. VI

— 1 ml de solutie mama nr

. VII (optional).

Notd: O solutie mama suplimentard nr. VII (solutie tampon MOPS) poate fi necesard pentru anumite substante testate (a se vedea
punctul 1.4 ultimul paragraf).

—  pH-ul se ajusteazd la valoarea de 6,5 * 0,2 cu solutie de HCl sau NaOH 0,1 sau 1 mol, iar volumul se completeaza pana
la 1 litru cu apd deionizatd.
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Mediul de culturd 20X AAP

Solutiile mama se prepard in apd distilatd sau deionizatd sterild.

Solutiile mam4 sterile se pastreaza la intuneric si temperaturd scizutd. In aceste conditii, solutiile mam3 au un termen de
valabilitate de cel putin 6-8 sdptimani.

Pentru mediul 20X-AAP se pregitesc cinci solutii mama nutritive (A1, A2, A3, B si C), folosindu-se substante chimice de
puritate analiticd. Pentru obtinerea mediului de culturd se adaugd 20 ml din fiecare solutie mama nutritivi la aproximativ
850 ml apd deionizatd. pH-ul este ajustat la 7,5 + 0,1 cu solutie de HCl sau NaOH 0,1 sau 1 mol, iar volumul se comple-
teazd pand la 1 litru cu apd deionizatd. Mediul se filtreaza apoi intr-un recipient steril printr-un filtru cu membrana de (apro-

ximativ) 0,2 pm.

Pentru a permite stabilizarea pH-ului, mediul de culturd pentru testare se prepard cu 1-2 zile inainte de utilizare. pH-ul mediu-
lui de culturd se verifica inainte de utilizare si se reajusteazd, daci este necesar, prin addugarea de solutie de HCl sau NaOH 0,1

sau 1 mol, conform descrierii de mai sus.

Solutia mama nr.

Substanta

Concentratia in
solutia mama

Concentratia in
mediul preparat

Mediu preparat

€ 0 (mg ) () Hlement e oy

NaNO, 26 510 Na; N 190; 84

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

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

A3 K,HPO,3H,0 | 1,4 30 K: P 9,4:3,7
H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
MnCl,4H,0 0,42 8,3 Mn 23
FeCl;-6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA-2H,0 | 0,30 6,0 — —

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

C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

() In lipsa altor mentiuni.

Notd: Concentratia finald de bicarbonat adecvatd din punct de vedere teoretic (care va evita ajustarea semnificativd a pH-ului) este de 15 mg]l,
nu de 300 mg/l. Cu toate acestea, utilizarea anterioard a mediului 20X-AAP, inclusiv testul interlaboratoare pentru aceastd metodd, a
luat in calcul concentratia de 300 mg/l. [I. Sims, P. Whitehouse si R. Lacey. (1999) The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Devel-

opment and Ring-testing of draft OECD Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency].

Mediul STEINBERG (conform ISO 20079)

Concentratii si solutii mamd

— Mediul Steinberg modificat este prevazut in ISO 20079 exclusiv pentru Lemna minor (deoarece doar Lemna minor este

permisd in acest caz), dar testele au ardtat ci pot fi obtinute bune rezultate si in cazul Lemna gibba.

—  Pentru pregitirea acestui mediu se folosesc reactivi sau substante chimice de puritate analitica si apd deionizata.

—  Se prepard mediul nutritiv din solutiile mama sau din mediul cu o concentratie de 10 ori mai mare care permite con-

centrarea maximd a mediului fard precipitare.
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Tabelul 1

Mediu Steinberg cu pH stabilizat (modificat potrivit lui Altenburger)

Substantd Mediu nutritiv
Macroelemente Masi molard 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
Microelemente Masd molard 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 disodic-dihidrat 372,24 1 500,00 4,03
Tabelul 2
Solutii mami (Macroelemente)
1. Macroelemente (concentrate de 50 de ori) g/l

Solutie mamd nr. 1:

KNO, 17,50

KH,PO, 45

K,HPO, 0,63

Solutie mamd nr. 2:

MgSO, - 7H,0 5,00

Solutie mamd nr. 3:

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

Tabelul 3
Solutii mam3 (Microelemente)
2. Microelemente (concentratie de 1 000 de ori mai
mare) mgl

Solutie mamd nr. 4:

H,BO, 120,0

Solutie mamd nr. 5:

ZnS0, - 7H,0 180,0

Solutie mamd nr. 6:

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

Solutie mamd nr. 7:

MnCl, - 4H,0 180,0

Solutie mamd nr. 8:

FeCl, - 6H,0 760,00

EDTA Disodic-dihidrat 1 500,00
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— Solutiile mama nr. 2 si 3, pe de o parte, si 4-7, pe de altd parte, pot fi combinate (respectand concentratiile previzute).

—  Pentru obtinerea unei perioade de valabilitate mai lungi, solutiile mama se autoclaveazi la 121 °C timp de 20 de minute
sau, alternativ, se filtreazd steril (0,2 pm). Filtrarea sterild (0,2 pm) este ferm recomandati in cazul solutiei mama nr. 8.

Prepararea concentratiei finale a mediului STEINBERG (modificat)

—  Se adaugd 20 ml de solutii mamd nr. 1, 2 si 3 (a se vedea tabelul 2) la aproximativ 900 ml apd deionizatd, pentru a se
evita precipitarea.

— Se adaugd 1,0 ml de solutii mama nr. 4, 5, 6, 7 si 8 (a se vedea tabelul 3).

—  pH-ul trebuie sa aibd valoarea de 5,5 + 0,2 (se ajusteazd prin addugarea unui volum minim de solutie de NaOH sau
HCl).

—  Se completeazd cu apd pand la 1 000 ml.

—  Daci solutiile mama sunt sterilizate i se foloseste cantitatea de apa adecvatd, nu este necesard sterilizarea suplimen-
tard. Dacd mediul final este sterilizat, solutia mama nr. 8 se adaugd dupi autoclavare (121 °C, timp de 20 min.).

Prepararea mediului STEINBERG (modificat) de 10 ori mai concentrat pentru depozitare intermediard

—  Se adaugd 20 ml de solutii mama nr. 1, 2 si 3 (a se vedea tabelul 2) la aproximativ 30 ml apa deionizatd pentru a se
evita precipitarea.

—  Se adaugd 1,0 ml de solutii mamd nr. 4, 5, 6, 7 si 8 (a se vedea tabelul 3). Se completeazd cu apa pana la 100 ml.

—  Daci solutiile mama sunt sterilizate i se foloseste cantitatea de apa adecvatd, nu este necesard sterilizarea suplimen-
tard. Dacd mediul final este sterilizat, solutia mama nr. 8 se adaugd dupd autoclavare (la 121 °C, timp de 20 min).

— pH-ul mediului (concentratia finald) trebuie sd aibd valoarea de 5,5 + 0,2.




