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(Akty prijaté podla Zmluvy o ES/Zmluvy o Euratome, ktorjch uverejnenie je povinné)

NARIADENIA

NARIADENIE KOMISIE (ES) ¢. 761/2009

z 23. jiila 2009,

ktorym sa na tcely prisposobenia technickému pokroku meni a dopliia nariadenie Eurépskeho

parlamentu a Rady (ES) ¢. 440/2008, ktorym sa ustanovujii testovacie metédy podla nariadenia

Eurépskeho parlamentu a Rady (ES) €. 1907/2006 o registracii, hodnoteni, autorizicii a obmedzovani
chemickych litok (REACH)

(Text s vyznamom pre EHP)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,
so zretelom na Zmluvu o zaloZeni Eurdpskeho spolocenstva,

so zretefom na nariadenie Eurépskeho parlamentu a Rady (ES)
¢. 1907/2006 z 18. decembra 2006 o registracii, hodnoten, au-
torizdcii a obmedzovani chemickych litok (REACH) a o zriadeni
Eurépskej chemickej agentdry, o zmene a doplneni smernice
1999/45/ES a o zruseni nariadenia Rady (EHS) ¢. 793/93 a naria-
denia Komisie (ES) ¢. 1488/94, smernice Rady 76/769/EHS
a smernic Komisie 91/155/EHS, 93/67/EHS, 93/105/ES
a 2000/21/ES ('), a najmd na jeho ¢lanok 13 ods. 3,

kedze:

(1) Nariadenie Komisie (ES) ¢. 440/2008 (?) obsahuje testova-
cie metddy na urcovanie fyzikdlno-chemickych vlastnosti,
toxicity a ekotoxicity latok, ktoré sa majii pouzivat na
tcely nariadenia (ES) ¢. 1907/2006.

(2)  Je potrebné aktualizovat nariadenie (ES) ¢. 440/2008 s cie-
lom zmenif niektoré testovacie metddy a pridat niekolko
novych testovacich met6d, ktoré prijala OECD. Tento nd-
vrh bol prekonzultovany so zainteresovanymi stranami.
Predmetné zmeny a doplnenia maji za ciel prisposobit
metddy vedeckému a technickému pokroku.

(3)  Mali by sa zrevidovat ustanovenia tykajuice sa tlaku par
s cielom pridat novti met6du efdzie.

(1) U.v.EUL 396, 30.12.2006, s. 1.
() U.v.EUL 142, 31.5.2008, s. 1.

4)

Je potrebné pridat novii metédu merania dlzky vazeného
geometrického stredného priemeru vldken.

Je vhodné aktualizovat nariadenie (ES) ¢. 440/2008 s cie-
lom prioritne pridat nova in vitro testovaciu metédu pod-
razdenia koze s cielom dosiahnut zniZenie poétu zvierat
pouzivanych na pokusné téely v stlade so smernicou Rady
86/609/EHS z 24. novembra 1986 o aproximdcii zdko-
nov, inych pravnych predpisov a spravnych opatreni ¢len-
skych stdtov tykajacich sa ochrany zvierat pouzivanych na
pokusné a iné vedecké tcely (3). Hoci o ndvrhu in vitro tes-
tovacej metddy podrazdenia koze sa v rdmci OECD eSte
stale diskutuje, je v tomto vynimo¢nom pripade vhodné
zaclenit met6du B 46 do tohto nariadenia. Metéda B 46 by
sa mala aktualizovat ¢o najskor po dosiahnuti dohody
v ramci OECD alebo po spristupneni informécii odévod-
fjucich takdto reviziu.

Je potrebné zrevidovat ustanovenia tykajiice sa inhibi¢né-
ho testu rias s cielom pridat dalsie druhy a splnit pozia-
davky tykajtce sa hodnotenia nebezpe¢nosti a klasifikdcie
chemickych latok.

Je potrebné pridat test simulovanej biodegradacie ako novi
met6du merania aerébnej mineralizacie povrchovych vod,
ako aj test inhibicie rastu ako novii metédu hodnotenia to-
xicity pre rod Lemna.

() U.v.ESL 358, 18.12.1986, s. 1.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:SK:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:SK: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)  Nariadenie (ES) ¢. 440/2008 by sa preto malo zodpoveda-
jlcim sposobom zmenit a doplnit.

(9)  Opatrenia stanovené v tomto nariadeni s v stlade so sta-
noviskom vyboru zriadeného podla ¢lanku 133 nariade-
nia (ES) & 1907/2006,

PRIJALA TOTO NARIADENIE:

Cldnok 1
Priloha k nariadeniu (ES) ¢. 440/2008 sa meni a dopliia takto:
1. Cast A sa meni a doplna takto:

a) kapitola A.4 sa nahradza kapitolou A.4 uvedenou v pri-
lohe I k tomuto nariadeniu;

b) doplia sa kapitola A.22 uvedend v prilohe Il k tomuto
nariadeniu.

2. Cast B sa meni a doplna takto:

Doplita sa kapitola B.46 uvedend v prilohe Il k tomuto
nariadeniu.

3. Cast C sa meni a doplna takto:

a) kapitola C.3 sa nahrddza kapitolou C.3 uvedenou v pri-
lohe IV k tomuto nariadeniu;

b) dopliiaji sa kapitoly C.25 a C.26 uvedené v prilo-
hach V a VI k tomuto nariadeniu.

Cldnok 2

Toto nariadenie nadobtida tG¢innost tretim diiom po jeho uverej-
neni v Uradnom vestniku Eurdpskej iinie.

Toto nariadenie je zdvizné v celom rozsahu a priamo uplatnitelné vo vsetkych ¢lenskych $titoch

V Bruseli 23. jula 2009

Za Komisiu
Stavros DIMAS
clen Komisie
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1.1.

1.2.

PRILOHA 1

A.4. Tlak pary

METODA

Tato metdda je rovnocennd s OECD TG 104 (2004).
UvoD

Tato revidovand verzia metédy A.4(1) obsahuje dodatoénti metédu, vytokovii metddu: izotermdlnu termogravi-
metriu uréenti pre latky s velmi nizkym tlakom (az do 107'° Pa). Vzhladom na potreby postupov, najméi pokial
ide o ziskanie tlaku pary v pripade ltok s nizkym tlakom pary, sa prehodnotili iné postupy tejto metddy pri zo-
hl'adneni rozmedzi pouzitelnosti.

Pri termodynamickej rovnovahe je tlak pary cistej latky vylucne funkciou teploty. Zékladné principy st uvedené
v odkazoch (2) (3).

Neexistuje jediny postup merania, ktory by sa dal aplikovat na celé rozmedzie tlakov pary od menej ako 107'° Pa
do 10° Pa. V tejto metdde sa uvddza osem metéd na meranie tlaku pary, ktoré sa mozu pouzit v roznych rozme-
dziach tlakov pary. Porovndvaja sa rozne met6dy, pokial ide o uplatnenie a rozsah merania v tabulke 1. Metddy sa
mozu pouzit vylu¢ne na zliceniny, ktoré sa v podmienkach testu nerozkladaja. V pripadoch, ked'sa z technickych
dovodov nemdzu uplatnit experimentdlne metddy, mozno tiez tlak pary odhadnit a odportcand metdda odhadu
je uvedend v dodatku.

POJMY A JEDNOTKY
Tlak pary latky je definovany ako tlak nasytenej pary nad tuhou alebo kvapalnou ldtkou.

Pre tlak sa pouZiva jednotka SI pascal (Pa). Dalej sa uvadzaji iné jednotky, ktoré sa pouzivali v minulosti, spolu
s ich prepocitavacimi koeficientmi:

1 Torr = 1 mm Hg =1,333 x 102 Pa
1 atmosféra = 1,013 x 10° Pa
1 bar =10°Pa

Jednotkou teploty v rdmci stistavy SI je kelvin (K). Stupne Celzia sa prepocitavajii na kelviny podla vzorca:
T=t+27315

kde T je kelvin alebo termodynamickd teplota a t je teplota v stupiioch Celzia.

Tabulka 1
Latky Odhadovand Odhadovand
Met6éda merania C - | Odportcany rozsah
Tuhi Kvapalnd opakovatelnost | reprodukovatelnost
Dynamickd metdda s nizkou dno do 25 % do 25 % 10° Pa
teplotou laz 5% laz5% az 2 x 10° Pa
tavenia 2 x 10° Pa
az 10° Pa
Statickd metdda ano ano 5a210% 5a210% 10 Pa a7 10° Pa
107 Pa
az 10° Pa (1)
Metéda s s pouzitim ano ano 5az10% 5az10% 10% Pa a7 10° Pa
izoteniskopu
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1.3.

1.4.

1.5.

1.5.1.1.

. . Latky Odhadovand Odhadovand e
Metéda merania o - | Odportcany rozsah
Tuh4 Kvapalnd opakovatelnost | reprodukovatelnost
Vytokovd metdda: ano ano 5az20% do 50 % 107 az 1 Pa
véhy na meranie
tlaku pary
Vytokovd metdda: dno dno 10 az 30 % — 10'%az 1 Pa
Knudsenova
komorka
Vytokova metdda: ano ano 5az30% do 50 % 10'%az 1 Pa
izotermélna
termogravimetria
etda plynove ano ano az b 050% Y az a
Metbda plynovej 4 4 10 az 30 % do 50 % 107'%az 10° P
saturdcie
Metdda rotujicej dno ano 10 az 20 % — 107*az 0,5 Pa

gul'ocky

(") Pri pouziti kapacitného manometra.

PRINCIP TESTU

Vo vseobecnosti sa tlak pary stanovuje pri rozliénych teplotich. V limitovanom teplotnom rozmedzi je logarit-
mus tlaku pary distej ldtky linedrnou funkciou inverzie termodynamickej teploty podla zjednodusenej
Clapeyronovej-Clausiusovej rovnice:

kde:

AHv =

REFERENCNE LATKY

AHv

log p = ————+ konstanta

teplota vyparovania v ] mol ™!

teplota v K (v kelvinoch).

2,3RT

tlak pary latky vyjadreny v pascaloch

vieobecnd plynovd konstanta, 8,314 J mol™" K™

Referen¢né latky sa nemusia pouZit. V prvom rade sliZia na obcasnt kontrolu tc¢innosti metddy a na umoznenie
porovnania vysledkov dosiahnutych pri pouziti rozlicnych metdd.

OPIS METODY

Dynamickd metéda (Cottrellova metéda)

Princip

Tlak pary sa meria stanovenim teploty varu ldtky pri réznych $pecifikovanych tlakoch v rozmedzi priblizne 10°
a10° Pa. Tdto metdda sa odportica aj na stanovenie teploty varu. Na tento téel sa dd pouzit az do teploty 600 K.
Teploty varu kvapalnych latok sii priblizne o 0,1 °C vyssie v hibke 3 az 4 cm ako na povrchu kvoli hydrostatic-
kému tlaku stlpca kvapaliny. V Cottrellovej metdde (4) sa teplomer umiestni do pary nad povrch kvapaliny a vriaca
kvapalina sa kontinudlne vyzdvihne nad guldcku teplomeru. Tenkd vrstva kvapaliny, ktord je v rovnovéhe s parou
pri atmosférickom tlaku, pokryje gul'6¢ku. Teplomer takto odmeria skutocny bod varu bez chyb kvoli prehriatiu
alebo hydrostatickému tlaku. Pumpa, ktorti skonstruoval Cottrell, je zndzornend na obrazku 1. Trubica A obsa-
huje vriacu kvapalinu. Platinovy drét B zataveny do dna umoziiuje rovnomerny var. Bo¢nd trubica C vedie k chla-
dicu a pldst D zabrariuje, aby sa studeny kondenzdt dostal k teplomeru E. Ked kvapalina v A vrie, bubliny
a kvapalina zachytend v lieviku sa vlejii cez dve ramend pumpy F nad gulocku teplomeru.



24.8.2009

Uradny vestnik Eurépskej tinie

L 220/5

1.5.1.2.

1.5.1.3.

Obrdzok 1 Obrdzok 2

Zdroj Ny

Cottrellova pumpa (4)

Termocldnok

Objem na vyrovndvanie vikua
Manometer

Vékuum

Miesto merania

Ohrievaci ¢ldnok priblizne 150 W

TmON >

Pristroje

Vel'mi presny pristroj vyuzivajiici Cottrellovu met6du je zndzorneny na obrdzku 2. Pozostdva z trubice s varnou
¢astou v spodnej Casti, chladica v strednej Casti a vystupom a prirubou v hornej Casti. Cottrellova pumpa je umiest-
nend vo varnej Casti, ktord zohrieva elektricky patrénovy ohrievac. Teplota sa meria pomocou pléstového termo-
¢lanku alebo odporového teplomera zasunutim cez prirubu na vrchu. Vystup je pripojeny k zariadeniu na regulaciu
tlaku. Zariadenie na reguldciu tlaku pozostdva z vakuovej pumpy, objemu na vyrovnavanie, manostatu na ddvko-
vanie dusika na reguldciu tlaku a manometra.

Postup

Latka sa umiestni do varnej Casti. S problémami sa mozno stretndt v pripade tuhych latok, ktoré nie sa vo forme
prasku, ale tieto problémy sa mozu v niektorych pripadoch vyriesit zahriatim chladiaceho pldsta. Po naplneni nad-
oby sa pristroj tesne uzavrie v prirube a testovana ldtka sa odplyni. PouzZitie tejto met6dy nie je vhodné pre pe-
niace latky.

Dalej sa nastavi najnizsf pozadovany tlak a zapne sa ohrievanie. Zdroven sa snima¢ teploty pripoji na registraény
pristroj.

Rovnovéha sa dosiahne vtedy, ked sa zaregistruje konstantnd teplota varu pri konstantnom tlaku. Treba ddvat po-
zor najmd na to, aby sa zabrénilo prudkému varu. Okrem toho sa musi v chladici dosiahnut Gplnd kondenzécia.
Ked'sa stanovuje tlak pary tuhych ldtok s nizkou teplotou topenia, je potrebné dbat na to, aby sa zabranilo zablo-
kovaniu chladica.

Po zaregistrovani tohto rovnovdzneho bodu sa nastavi vys3 tlak. Postup pokracuje rovnakym sposobom az po
dosiahnutie tlaku 10° Pa (spolu je to priblizne 5 a7 10 merani). V rdmci kontroly sa musia rovnovézne body opa-
kovat a merat pri klesajtcich tlakoch.
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1.5.2.

1.5.2.1.

1.5.2.2.

1.5.2.3.

Statickd metéda

Princip

V statickej metdde (5) sa pri termodynamickej rovnovéhe stanovuje tlak pary pri $pecifikovanej teplote. Tato me-
téda je vhodna pre latky a viaczlozkové kvapaliny a tuhé latky v rozmedzi od 107" do 10° Pa a za predpokladu, Ze
sa bude postupovat opatrne, aj v rozmedzi 1 az 10 Pa.

Pristroje

Pristroj pozostdva z kipela s konstantnou teplotou (presnost + 0,2 K), nddoby na testovani vzorku pripojenej
k podtlakovej rirke, manometra a systému na reguldciu tlaku. Komora na vzorky (obrdzok 3a) je pripojend k pod-
tlakovej rirke cez ventil a diferencidlny manometer (trubica v tvare U obsahuje vhodnd manometrovi kvapalinu),
ktord slazi ako nulovy indikdtor. Pre diferenény manometer mozno pouzit ortut, silikony a ftalaty v zdvislosti od
tlakového rozmedzia a chemickych vlastnosti testovanej ldtky. Pokial mozno, malo by sa z ekologickych dovodov
vyhnit pouZivaniu ortuti. Testovand latka sa nesmie vo vyraznejsej miere rozpustat v kvapaline nachddzajtcej sa
v trubici v tvare U alebo s fiou reagovat. Namiesto trubice v tvare U mozno pouzif manometer (obrdzok 3b). Pre
manometer mozno v rozsahu normalneho atmosférického tlaku do 10% Pa pouzit ortuf, zatial ¢o silikony a ftaldty
st vhodné na pouzitie pri tlakoch nizsich ako 10? Pa az po 10 Pa. Existujd aj iné manometre, ktoré mozno pouzit
pri tlakoch niZsich ako 102 Pa a pri tlakoch nizsich ako 107" Pa sa mézu dokonca pouzif kapacitné manometre so
zahrievate[nou membrdnou. Teplota sa meria na vonkajsej stene nddoby obsahujiicej vzorku alebo v samotnej
nadobe.

Postup

Ak sa pouZzije pristroj opisany na obrdzku 3a, napliite trubicu v tvare U zvolenou kvapalinou, ktord musi byt pred
odéitanim nameranych hodnot odplynend pri zvysenej teplote. Testovand latka sa umiestni do pristroja a odplyni
pri zniZenej teplote. V pripade viaczlozkovej vzorky by mala byt teplota dostato¢ne nizka, aby sa zabezpecilo, ze
sa nezmeni zloZenie materidlu. Rovnovdhu mozno rychlejsie dosiahnut mieSanim. Vzorka sa moze chladit kva-
palnym dusikom alebo suchym l'adom, pricom treba dbat na to, aby sa zabranilo kondenzdcii vzduchu alebo na-
satiu kvapaliny. Pri otvorenej polohe ventilu nad nddobou sa po niekol’kych minttach odsdvanim odstréni vzduch.
Ak je to potrebné, musi sa postup odplynenia opakovat niekolkokrét.

Obrdzok 3a Obrdzok 3b

1: Testovana latka 7
' 2: Para, plynna faza

5 3: Vysokovakuovy ventil

1 4

: Trubica v tvare U
(pomocny manometer)
: Manometer
: Teplotny kapel’
: Pristroj na
meranie teploty
8: K vakuovej pumpe
9: Ventilacia/dusik

1: Testovana latka

2: Para, plynna faza

3: Vysokovakuovy ventil

4: Manometer

5: Ukazovatel tlaku

6: Tepelny kapel

7: Pristroj na meranie teploty

=~ oo,
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1.5.3.1.

1.5.3.2.

1.5.3.3.

Ked'sa vzorka pri uzatvorenom ventile zahreje, tlak pary narastd. Toto zmeni rovnovahu kvapaliny v trubici v tva-
re U. Na kompenzovanie tohto javu sa do pristroja cez ventil vpasta dusik alebo vzduch dovtedy, kym sa diferen-
cidlny indikator tlaku opdt neustali na nulovej hodnote. Tlak, ktory je na to potrebny, sa moze od¢itat z manometra
alebo z presného pristroja. Tento tlak zodpovedd tlaku pary testovanej latky pri teplote merania. Ak sa pouzije
pristroj opisany na obrdzku 3b, tlak pary sa od¢itava priamo.

Teplotnd zdvislost tlaku pary sa stanovuje v primerane kratkych intervaloch (spolu priblizne 5 az 10 meracich bo-
dov) az po pozadované maximum teploty.

Odgitania nizkych teplot sa musia opakovat ako kontrola. Ak sa hodnoty ziskané z opakovanych od¢itani nezho-
dujt s krivkou ziskanou pre stipajicu teplotu, mdZe to byt ndsledkom jednej z uvedenych skutocnosti:

i)  testovand vzorka este obsahuje vzduch (napriklad materidly s vysokou viskozitou) alebo nizkovriace latky,
ktory sa uvoluje alebo ktoré sa uvolfiuji pocas zahrievania;

ii) testovand ldtka podlicha chemickej reakcii v skdmanom teplotnom rozmedzi (napr. rozklad
alebo polymerizécia).

Metéda s s pouZitim izoteniskopu

Princip

Izoteniskop (6) je zaloZeny na principe statickej metddy. Pri tejto metdde sa vzorka umiestni do banky, ktord sa
udrziava pri konstantnom tlaku a je pripojend k manometru a vakuovej pumpe. Necistoty prchavejsie ako testo-
vand latka sa odstrdnia odplynenim pri zniZenom tlaku. Tlak pary vzorky pri zvolenych teplotich sa vyrovnava
zndmym tlakom inertného plynu. Izoteniskop bol vyvinuty na meranie tlaku pary ur¢itych kvapalnych uhlovodi-
kov, ale je vhodny aj na skiimanie tuhych ldtok. Metéda obvykle nie je vhodnd pre viaczlozkové systémy. Vysled-
ky st ovplyvnené len malymi chybami v pripade vzoriek, ktoré obsahuji neprchavé necistoty. Odportcané
rozmedzie je 10% a% 10° Pa.

Pristroje

Priklad meracieho pristroja je zndzorneny na obrazku 4. Uplny opis mozno nijst v ASTM D 2879 — 86 (6).

Postup

V pripade kvapalin samotnd testovand ldtka slizi ako kvapalina v diferencidlnom manometri. Mnozstvo kvapali-
ny, ktoré je dostatocné na zaplnenie banky a krdtkeho ramena manometra, sa umiestni do izoteniskopu. Izoteni-
skop sa napoji na vakuovy systém a vikuuje, potom sa naplni dusikom. Vdkuovanie a precistenie systému sa
opakuje dvakrdt, aby sa odstrdnil rezidudlny kyslik. Naplneny izoteniskop sa umiestni v horizontélnej polohe tak,
aby sa testovand vzorka rozsirila v tenkej vrstve vo vzorkovej banke a manometri. Tlak systému sa redukuje na
133 Pa a vzorka sa mierne zahrieva, az kym nezacne vriet (odstranenie rozpustenych plynov). Izoteniskop sa po-
tom umiestni tak, aby sa vzorka opit vrdtila do banky a naplnila krdtke rameno manometra. Tlak sa udrziava na
133 Pa. Vytiahnuty hrot banky so vzorkou sa zohrieva malym plameniom dovtedy, kym sa uvolnend para zo
vzorky nerozsiri v dostato¢nej miere na to, aby vytlacila ¢ast vzorky z hornej ¢asti banky a ramena manometra do
manometra, vytvoriac tak plynom naplneny priestor bez pritomnosti dusika. Izoteniskop sa potom umiestni do
kiipela s konstantnou teplotou a tlak dusika sa nastavi tak, aby sa rovnal tlaku vzorky. V rovnovdznom stave sa
tlak dusika rovnd tlaku pary testovanej latky.
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Obrdzok 4

A: Regulacia tlaku

B: Rarka s vonkajsim priemerom 8 mm
C: Suchy dusik v tlakovom systéme

D: Para na vzorky

E: Maly hrot

F: Kvapalna vzorka

(Rozmery v mm)

V pripade tuhych ldtok a v zdvislosti od tlakového a teplotného rozmedzia sa pouziji manometrové kvapaliny,
napr. silikénové kvapaliny alebo ftaldty. Odplynend manometrova kvapalina sa naleje do vydutiny na dlhom ra-
mene izoteniskopu. Potom sa tuhd ldtka urcend na skimanie umiestni do banky a odplyni sa pri zvysenej teplote.
Po tomto tkone sa izoteniskop nakloni tak, aby tlakomerova kvapalina mohla natiect do trubice v tvare U.

1.5.4.  Vytokovd metéda: vihy na meranie tlaku pary (7)

1.5.4.1. Princip

Vzorka testovanej latky sa zahrieva v malej piecke a umiestni do vikuového zvonu. Piecka je prikrytd vekom s ma-
lymi otvormi zndmych priemerov. Para testovanej latky, ktord unikd z jedného z otvorov, sa nasmeruje na misku
citlivych vah, ktoré sa tieZ nachddzaji vo vakuovom zvone. V niektorych modeloch moze byt miska vih obklo-
pend chladiacou nddobou zabezpecujiicou odvddzanie tepla smerom von prenosom tepla a chladend sdlanim tak,
aby sa unikajtica para na nej kondenzovala. Impulz priadu pary posobi na vahy ako sila. Tlak pary mozno odvodit
dvomi sposobmi: priamo zo sily posobiacej na misku véh a tieZ z rychlosti odparovania s pouzitim Hertzovej-
Knudsenovej rovnice (2):

kde:

G = rychlost odparovania (kg s™' m™?)

M = mélovd hmotnost (g mol™)

T = teplota (K)

R = vSeobecnd plynov4 konstanta (J mol™ K™)
P = tlak pary (Pa)

Odporacané rozmedzie je 107> az 1 Pa.



24.8.2009 Uradny vestnik Eurépskej tinie

L 220/9

1.5.4.2.

1.5.5.1.

1.5.5.2.

Pristroje

Vseobecny princip pristroja je zndzorneny na obrazku 5.

Obrdzok 5

m

A:  Podlozka F:  Chladiaci box a chladiaca ty¢

B:  Pohybliva cievka G: Odparovacia piecka

C: Vikuovy zvon H: Dewarova nddoba s tekutym dusikom
D:  Vihy s miskou . Meranie teploty vzorky

E:  Vikuovy meraci pristroj J: Testovand litka

Vytokovd metdéda: Knudsenova komorka

Princip

Tato metdda je zaloZend na odhade hmotnosti testovanej latky, ktord za jednotku casu unikla z Knudsenovej ko-
morky (8) vo forme pary cez mikrootvor v ultravikuovych podmienkach. Hmotnost vytokovej uniknutej pary sa
dd zistit bud stanovenim tbytku hmotnosti komorky, alebo kondenzaciou pary pri nizkej teplote a stanovenim
mnozstva vyprchanej latky vyuzitim chromatografie. Tlak pary sa vypocita s pouzitim Hertzovej-Knudsenovej rov-
nice (pozri oddiel 1.5.4.1) s korekénymi koeficientmi, ktoré zdvisia od parametrov pristroja (9). Odportcané roz-
medzie je 107% az 1 Pa (10) (11) (12) (13) (14).

Pristroje

Vseobecny princip pristroja je zndzorneny na obrazku 6.
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1.5.6.1.

(= A B NN

Obrdzok 6

AR A A+ W, W W W W Y

: Pripojenie na vakuum 7: Veko so zdvitom
Dutina na zasunutie platinového odporového 8: Kridlové matice
teplomera alebo na meranie a reguldciu teploty
Veko vikuovej nidoby 9:  Svorniky
Tesniaci O-krizok 10: Efdzne komorky z nehrdzavejicej ocele
Hlinikové vdkuovd nddoba 11: Ohrievacie teleso

Zariadenie na instalovanie a vyberanie eftiznych
komor

Vytokovd metdda: izotermdlna termogravimetria

Princip

Metdda je zaloZend na stanoveni zvySenych rychlosti odparovania v pripade testovanej latky pri zvysenych teplo-
tach a tlaku okolitého prostredia s pouzitim termogravimetrie (10) (15) (16) (17) (18) (19) (20). Rychlosti odpa-
rovania vy vznikaji na zdklade vystavenia zvolenej zliceniny pomalému pradu inertného plynu a sledovania
ubytku hmotnosti pri ur¢enych izotermickych teplotich T v kelvinoch pocas prislusnych casovych obdobi. Tlaky
pary py sa vypocitaji z hodnot v s pouzitim linedrneho vztahu medzi logaritmom tlaku pary a logaritmom rych-
losti odparovania. V pripade potreby sa moZze urobit extrapoldcia na teploty 20 °C a 25 °C regresnou analyzou
log py proti 1/T. Této metéda je vhodnd pre latky, ktoré maja tlak par rovnako nizky ako 107'° Pa (107'? mbar)
a stupen Cistoty ¢o mozno najblizsie k 100 %, aby sa zabrdnilo chybnej interpretdcii nameranych tbytkov

hmotnosti.
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1.5.6.2.

1.5.6.3.

Pristroje

Vseobecny princip experimentdlnej zostavy je znazorneny na obrazku 7.

Obrdzok 7
Mikrovah
Plynny N2 pri sl Y
tlaku okolitého 1!
prostredia i
Plynny I I
N2 l
Regulany Rotameter ! | Pec
ventil
[
Nosna dosticka
Sorpéna jednotka ! s0 vzorkou
\ l

g Regulaény \

ventil Nasavacia pumpa
Zapisovad

Rotameter so stalym prietokom a s
viacnasobnym systémom svetelnej bariéry

Nosnd dosticka so vzorkou, ktord visi na mikrovdhach v komore s regulovanou teplotou, sa umiestni do pradu
suchého dusika, ktory undsa odparené molekuly testovanej latky. Po opusteni komory sa prad plynu precisti na
sorpénej jednotke.

Postup

Testovand ldtka sa aplikuje na povrch zdrsnenej sklenej dosticky v homogénnej vrstve. V pripade tuhych latok sa
dosticka rovnomerne navlh¢i roztokom testovanej latky vo vhodnom rozpustadle a vysusi v inertnej atmosfére.
Na meranie sa pokrytd dosticka umiestni do termogravimetrického analyzdtora a ndsledne sa kontinudlne meria
tibytok hmotnosti ako funkcia casu.

Rychlost odparovania v sa pri stanovenej teplote vypocita z ibytku hmotnosti Am dosticky so vzorkou na zdklade

kde F je povrchové plocha nanesenych testovanych ldtok, obvykle povrchovd plocha dosticky so vzorkou, a t je
¢as tibytku hmotnosti Am.

Tlak pary py sa vypocita na zdklade toho, Ze je funkciou rychlosti odparovania v,

Log pr = C + D log vy

kde C a D st konstanty $pecifické pre pouzivané experimentélne usporiadanie zavislé od priemeru komory, kde sa
uskutocriuje meranie, a od prietokovej rychlosti plynu. Tieto konstanty sa musia stanovit vopred tak, Ze sa odme-
ria stibor zli¢enin so zndmym tlakom pary a regresiou log py proti log v (11) (21) (22).
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1.5.7.1.

1.5.7.2.

Vztah medzi tlakom pary py a teplotou T v kelvinoch je dany vzorcom

Logpr=A+B 1T

kde A a B st konstanty ziskané regresiou log p+ proti 1/T. Na zdklade tejto rovnice sa extrapoldciou moze tlak
pary vypocitat pre akikolvek ind teplotu.

Metéda plynovej saturicie (23)

Princip

Prad inertného nosného plynu sa preptsta cez vzorku testovanej litky alebo nad nou dostato¢ne pomaly, aby sa
plyn nasytil parou testovanej ldtky. Dosiahnutie nasytenia v plynnej fize je mimoriadne dolezité. Transportovand
latka sa zachyti obvykle s pouzitim sorbentu a zmeria sa jej mnozstvo. Ako alternativa k zachyteniu pary a né-
slednej analyze sa mozu pouzit analytické techniky typu ,in-train“ ako plynova chromatografia na stanovenie
mnozstva transportovanej ldtky. Tlak pary sa vypocita na zdklade predpokladu, Ze je dodrzany zdkon idedlneho
plynu a Ze celkovy tlak zmesi plynov sa rovnd sume tlakov plynov tvoriacich zmes. Parcidlny tlak testovanej latky,
t. j. tlak pary, sa vypocita na zdklade zndimeho objemu celkového plynu a hmotnosti transportovaného materidlu.

Postup plynovej saturdcie mozno pouzit na tuhé alebo kvapalné litky. MoZe sa pouit pre tlaky par az do 107'° Pa
(10) (11) (12) (13) (14). Met6da je najspolahlivejsia pre tlaky pr nizsie ako 10° Pa. Pre vyssie tlaky par ako 10° Pa
st obvykle nadhodnotené pravdepodobne kvoli vytvdraniu acrosélu. KedZe merania tlaku pary sa uskuto¢nuji pri
teplote miestnosti, nie je potrebnd extrapoldcia tidajov z vysokych teplot a vyhne sa tak extrapoldcii vysokej tep-
loty, ktord moze ¢asto sposobovat vazne chyby.

Pristroje

Postup vyZaduje, aby sa pouzila nddoba s konstantnou teplotou. Na obrazku 8 je zndzornend nddoba, v ktorej sa
nachddzajt drziaky na tri tuhé a tri kvapalné vzorky, ktoré umoziuji trojndsobnti analyzu bud tuhej, alebo kva-
palnej vzorky. Teplota je regulovand v rozmedzi + 0,5 °C alebo viac.

Obrdzok 8
lzolovana nadoba
Ziarovka
// N, von do
~()~ Ventilator “U‘ﬂ*/ prietokometra
Ny do — ——— T i J ——
| === | | == |
o L N ]
Tuha vzorka a
drziak sorbentu
_® — 00‘0 m-' —
—®—— oJo]0) | " l =
o0 -
Kvapalna vzorka a mj
. o
L] drZiak sorbentu |
—®
0 OQ Medena cievka :l
Vymennik tepla
= 1]
emny davkovaci
J 'dat_l-lr. i |-| r‘
vemt Trojcestny ventil . Nzvon

Vo vseobecnosti sa ako inertny nosny plyn pouziva dusik, ale prilezitostne sa moze vyzadovat aj pouzitie iného
plynu (24). Nosny plyn musi byt suchy. Prid plynu sa rozdeli do 6 pridov regulovanych ihlovymi ventilmi (otvor
priblizne 0,79 mm) a pridi do nddoby cez medent trubicu s vnttornym priemerom 3,8 mm. Po vyrovnani tep-
loty plyn pridi cez vzorku a zachytdvac so sorbentom a opusta nadobu.
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1.5.7.3.

Tuhé vzorky sa vlozia do sklenej rirky s vnitornym priemerom 5 mm medzi zdtky zo sklenej vaty (pozri obrdzok
9). Na obrazku 10 je zndzorneny drziak kvapalnej vzorky a sorpcny systém. Najlepsie reprodukovatelnou meto-
dou na meranie tlaku pary kvapalin je naniest kvapalinu na sklené guldcky alebo na inertny sorbent, ako napr. kre-
men, a naplnit drziak tymito gul6ckami. Alternativne sa moze pradenie nosného plynu nastavit tak, aby prechddzal
cez hrubt fritu a prebublal cez kolénu testovanej kvapalnej latky.

Obrdzok 9 Obrdzok 10
N, von
N, von
Sklena aaams 2%
vata H 5
] ]
] ]
] ]
. ]
] ]
: : Sklené
Trubica so B REBE rggi
sorbentom s s gt Y
Sklena g - 120 mm
g~ vata ey HE
-flg EEERBR
e EEEN
£ EERER
- 11
Tuhé - EEEN
laty ™l ¢ B85S
gﬁ; Sklena
2l vata
=
[+ <+—Kvapalny
T zachytavac
N, do

Sorpény systém sa skladd z vrchnej a spodnej sorpénej Casti. Pri vel'mi nizkych tlakoch pary sa na sorbente zachy-
tia len vel'mi malé mnoZstvd a adsorpcia na sklenej vate a sklenej trubici medzi vzorkou a sorbentom moze spo-
sobit vazny problém.

Dalsim G¢innym sposobom na ziskanie odpareného materidlu st zachytévace chladené tuhym CO,. Nesposobujt
ziadny protitlak na saturdtorovii koldnu a zachyteny materidl sa tiez velmi jednoducho kvantitativne uvolfuje.

Postup

Prietokova rychlost unikajiiceho nosného plynu sa meria pri izbovej teplote. Prietokova rychlost sa pocas experi-
mentu ¢asto kontroluje, aby sa zabezpecila spravna hodnota pre celkovy objem nosného plynu. Uprednostiiuje sa
priebezné sledovanie hmotnostnym prietokomerom. Nasytenie plynnej fizy moze vyzadovat zna¢ny ¢as kontak-
tu, a preto aj pomerne nizke prietokové rychlosti plynu (25).

Na konci experimentu sa obidve Casti sorbentu, vrchnd a spodnd, analyzuji samostatne. Zlicenina v kazdej Casti
sa pridanim rozpustadla desorbuje. Vysledné roztoky sa kvantitativne analyzuji na stanovenie hmotnosti desor-
bovanej z kazdej Casti. Vyber analytickej metody (aj vyber sorbentu a rozpustadla na desorpciu) je urceny vlast-
nostami testovaného materidlu. U¢innost desorpcie sa stanovi vstreknutim zndmeho mnozstva vzorky na sorbent,
jej desorpciou a analyzou ziskaného mnozstva. Je dolezité skontrolovat t¢innost desorpcie a koncentréciu, ktord
je rovnaka alebo pribliznd ako koncentrdcia vzorky, pri podmienkach testu.

Na zabezpecenie toho, aby sa nosny plyn nasytil testovanou latkou, sa pouzivaja tri rozdielne prietokové rychlo-
sti. Ak vypocitany tlak pary nevykazuje Ziadnu zdvislost od prietokovej rychlosti, predpokladd sa, Ze plyn je
nasyteny.
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1.5.8.1.

1.5.8.2.

2.1.

Tlak pary sa vypocita na zdklade rovnice:

W RT
AT
kde:
p = tlak pary (Pa)
W = hmotnost odparenej testovanej latky (g)
V = objem nasyteného plynu (m°?)
R = vieobecnd plynova konstanta 8,314 (J mol™" K')
T = teplota (K)
M = mélovd hmotnost testovanej latky (g mol™).

Namerané objemy musia byt opravené z hladiska tlakovych a teplotnych rozdielov medzi prietokomerom
a saturatorom.

Rotujiica gul'ocka
Princip

Této metdda vyuziva meradlo viskozity rotujiiceho rotora, v ktorom je meracim prvkom mald ocel'ova gul'6cka,
ktord je zavesend do magnetického pola, v ktorom rotuje (26) (27) (28). Snimacie cievky umoziuji meranie jej
rychlosti otdcania. Ak gul'6cka dosiahla dant rotacni rychlost, priblizne 400 otdc¢ok za sekundu, dalSie budenie sa
zastavi a ndsledkom trenia plynu dochddza k spomalovaniu. Pokles rychlosti otdcania sa meria ako funkcia Casu.
Tlali pary sa odvodi zo spomalenia ocelovej gulocky, ktoré je zdvislé od tlaku. Odporicané rozmedzie je
107" az 0,5 Pa.

Pristroje

Schematicky ndkres pokusného systému je zobrazeny na obrdzku 11. Meracia hlava je umiestnend v termosta-
ticky upravovanom uzavretom priestore s presnostou regulacie na 0,1 °C. Nadoba so vzorkou je umiestnend v ter-
mostaticky upravovanom uzavretom priestore tieZ s presnostou reguldcie na 0,1 °C. V3etky ostatné Casti zostavy
sa udrziavaja pri vys3ej teplote, aby sa zabrdnilo kondenzdcii. Cely pristroj je napojeny na vysokovdkuovy systém.

Obrdzok 11

7/ 7 S e g
] %
f 7 A: Snimacia hlava rotujuceho rotora
A /] B: Komoérka s testovacou latkou
/ C: Termostat
L] ] % D: Podtlakova rarka (turbogerpadio)
/] E:Vzduchovy termostat
£ L
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] 5 7
— /| e 7 7 /.
D
Udaje a sprivy
UDAJE

Tlak pary zo vsetkych predchddzajiicich metdd sa musi stanovit aspon pre dve teploty. V rozmedzi od 0 °C do
50 °C sa odporcaji tri alebo viacej teplot, aby sa dala skontrolovat linedrnost krivky tlaku plynu. V pripade vy-
tokovej metddy (Knudsenova komorka a izotermickd termogravimetria) a met6d plynovej saturdcie sa pre stano-
venie teplotného rozmedzia odporica 120 °C az 150 °C namiesto 0 °C az 50 °C.
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2.2.

SPRAVA O TESTE
Spréva o teste musi obsahovat tieto informdcie:
—  pouzitd metddu,

—  presnt Specifikdciu litky (identitu a primesi) a opatrenia v rdmci predbeznej purifikdcie testovanej ldtky, ak sa
uskutoénili,

— minimélne dve tlakové a teplotné hodnoty a prednostne tri alebo viac sa vyzadujii v rozmedzi od 0 °C do
50 °C (alebo 120 °C az 150 °C),

— aspon jedna teplota musi byt pod 25 °C, ak je to technicky mozné na zdklade zvolenej metddy,
—  vietky povodné udaje,

— log p verzus 1/T krivka,

— odhad tlaku pary pri 20 °C alebo 25 °C.

Ak sa pozoruje premena (zmena skupenstva, rozklad), treba uviest nasledujice informdacie:

—  charakter zmeny,

— teplotu, pri ktorej sa zmena prejavuje pri atmosférickom tlaku,

— tlak pary pri 10 °C a 20 °C pod teplotou premeny a 10 °C a 20 °C nad touto teplotou (s vynimkou premeny
z tuhej ldtky na plyn).

V spréve z testu musia byt uvedené vietky informdcie a pozndmky, ktoré st dolezité pre interpretdciu vysledkov
testu, najmd tykajice sa necistot a fyzikalneho stavu (skupenstva) testovanej latky.
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Dodatok

Metdda odhadu

UvoD
Predbezne vypocitané hodnoty tlaku pary sa mozu pouzit na:
— rozhodnutie, ktord z existujicich pokusnych metdd je najvhodnejsia,

—  poskytnutie odhadu alebo medznej hodnoty v pripadoch, ked'sa pokusnd met6da z technickych pri¢in nemoze uplatnit.

METODA ODHADU

Tlak pary kvapalin a tuhych ldtok sa moze odhadntit s s pouzitim modifikovanej Watsonovej koreldcie (a). Jedinym potreb-
nym pokusnym ddajom je normalna teplota varu. Tato metdda sa dd pouzit v celom rozmedzi tlaku od 10° Pa do 107 Pa.

Podrobné informdcie o tejto metdde st uvedené v prirucke Handbook of Chemical Property Estimation Methods (Prirucka
metdd na odhadovanie vlastnosti) (b). Pozri aj OECD Environmental Monograph (Monografia OECD o Zivotnom prostred),
¢. 67 pism. c).

POSTUP VYPOCTU

Tlak pary sa vypocita takto:

"
3-2—
AH,, ( Tb) T\""
wIAzZRT| T 2m(32T_) I
b b - b b
T,
kde:
T = dand teplota
T, = normélny bod varu
Pyp = tlak pary pri teplote T
AHy, = vyparné teplo
AZ, = koeficient stlacitelnosti (odhadovany pri 0,97)
m = empiricky koeficient zavisly od fyzikdlneho skupenstva pri danej teplote T.

Dalej

AHvb_ 1
T _KF(8’75 +RIn Tb)
b

kde K je empiricky koeficient zohladnujiici polaritu testovanej latky. Pre viaceré typy zlicenin st koeficienty K uvedené
v odkazoch pod pismenom b).

Casto st k dispozicii (daje, ktoré uvadzaji teplotu varu pri zniZzenom tlaku. V takom pripade sa tlak pary vypocita takto:

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

b 1 1

kde T, je bod varu pri znizenom tlaku P,.
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SPRAVA

Ak sa pouzije metdda odhadu, sprava o teste musi obsahovat tiplnd dokumentaciu vypoctov.

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

(c) OECD Environmental Monograph No.67. Application of Structure-Activity Relationships to the Estimation of Proper-
ties Important in Exposure Assessment (1993).
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1.3.

1.4.

PRILOHA 1I

A.22. DLZKOVA HODNOTA GEOMETRICKEHO VYJADRENIA PRIEMERU VLAKEN

METODA

UvVOD

Tito metéda opisuje postup merania dlzkovej hodnoty geometrického vyjadrenia priemeru (Length Weighted
Geometric Mean Diameter — LWGMD) objemu umelych minerdlnych vldken (Man Made Mineral Fibres —
MMME). KedZe hodnota LWGMD Sstatistického stiboru sa bude s 95 % pravdepodobnostou nachddzat medzi
95 % hladinami spolahlivostivzorky (t. j. LWGMD # 2 standardné chyby), vykazovand hodnota (testovacia hod-
nota) bude na nizsej drovni 95 % hladiny spolahlivosti (napriklad LWGMD - dve Standardné chyby). Met6da je
zalozend na aktualizdcii (jn 1994) ndvrhu postupu HSE (Health and Safty Executive — Vykonny vybor pre zdra-
vie a bezpecnost), ktory bol prijaty 26. septembra 1993 na stretnuti medzi ECFIA (European Ceramic Fibres In-
dustry Association — Eur6pska asocidcia odvetvi priemyselnych vlaken) a HSE v Chesteri a bol vyvinuty pri druhej
medzilaboratérnej skaske (1,2). Tato metéda merania sa moze pouzivat na urcenie priemeru vldkna latok vy-
robkov obsahujicich MMMF vritane ohfiovzdornych keramickych vlaken (RCF), umelych sklovitych vldken
(MMVE), krystalickych a polykrystalickych vldken.

Dizkova hmotnost vyjadruje nahradenie vplyvu rozlozenia na priemer v désledku porusenia dlhych vléken po-
¢as odoberania, pripadne nardbania s materidlom. Geometrickd Statistika (geometrickd hodnota) sa pouziva na
meranie miery rozlozenia MMMF priemerov, pretoZe tieto priemery mévaji zvycajne velkost rozloZenia, ktord
sa priblizuje k normdlnej polohe.

Meranie dizky, ako aj priemeru je zdfhavé a zdroven ¢asovo ndrocné, ale ak sa merajii len tie vlkna, ktoré sa
plynulo dotykaji tenkou ¢iarou pola SEM pohladu, potom je pravdepodobnost vyberu daného vldkna pomernd
k jeho dlzke. Takto sa urci dizka pri vypoctoch dizkovych hodnét, pricom jedinou pozadovanou hodnotou je
velkost priemeru, a LWGMD-2SE sa modZe vypocitat, ako bolo uvedené.

POJMY
Zrno: predmet s pomerom dzky k Sirke menej ako 3:1.

Vlikno: Predmet s pomerom dlzky k sirke (pomer strdn) menej ako 3:1.

ROZSAH A OBMEDZENIA

Met6da sa zameriava na zobrazenie rozloZenia priemeru, ktory md strednt hodnotu od 0,5 pm do 6 pm. Vicsie
priemery sa mozu zmerat s pouZitim mensieho zvysenia SEM, ale tito metéda bude znacne obmedzend pri jem-
nejsom rozlozZeni vldkna a meranie pomocou TEM (mikroskop prenosu elektrénov) sa odporica v pripade, ak
je strednd hodnota priemeru nizsia ako 0,5 pm.

PRINCIP TESTOVACE] METODY

Ur¢ité mnozstvo reprezentativnej vzorky sa odoberie z vldkninovej zény alebo volne uloZzeného vldkna. Volné
vldkna sa skrétia s pouzitim postupu drvenia a reprezentativna cast vzorky sa rozptyli vo vode. Hmota sa potom
oddeli a prefiltruje polykarbondtovym filtrom cez sito s okami vel'kosti 0,2 pm a pripravi na skasku s pouzitim
techniky skenovacieho elektrénového mikroskopu (SEM). Priemer vldken sa odmeria na 10 000-ndsobne zvic-
Senej obrazovke, pripadne vicsom zvaceni (1) s pouzitim metddy priesecnika, ktord poskytne nestranny odhad
strednej hodnoty priemeru. Vypocita sa spodnd hodnota 95 % intervalu spolahlivosti (na zdklade jednostranné-
ho testu) a stanovi sa odhad najnizsej hodnoty geometrického vyjadrenia priemeru vliken materidlu.

() Tato hodnota zvac3enia sa uvadza pre vldkna s priemerom 3 pm, pre vlakna s priemerom 6 pm je vhodnejsie 5 000-ndsobné zvicsenie.
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OPIS TESTOVACE] METODY
Bezpecnostné opatrenia

Priamy kontakt s jemnymi vldknami sa musi obmedzit na minimum a pri nardbani so suchymi vldknami je nut-
né pouzivat digestor alebo odkladaciu skrinku. Pravidelné monitorovanie kontaktu s litkami sa vykonava na ticel
stanovenia efektivnosti kontrolnych metdd. Pri nardbani s MMMF je nevyhnutné pouzivat rukavice na jednora-
zové pouzitie, aby sa predislo podrdzdeniu pokozky a zabranilo kriZovej kontamindcii (nakazeniu).

Pristroje[zariadenia

— lis a farbivo (schopny vyprodukovat tlak 10 Mpa),

— polykarbondtové kapildrne pérovité filtre s velkostou pérov 0,2 pm (priemer 25 mm),
— membrdnovy celuldzovy filter s velkostou porov 5 pm, uréeny ako pomocny filter,

— skleny filtra¢ny pristroj (alebo jednorazové filtracné systémy) umoznujiice pozitie filtrov s priemerom
25 mm (napriklad milipérova sklend mikroanalyzova sada, typ ¢. XX10 025 00),

—  Cistd destilovand voda ziskand prefiltrovanim cez filter s velkostou pérov 0,2 pm na tcely odstrdnenia
mikroorganizmov,

— katddovy rozprasovac s anddou zo zlata, pripadne zo zlata ¢i palddia,

— skenovaci (rastrovaci) elektrénovy mikroskop s rozlisovacou schopnostou do 10 nm a pracujici s 10 000-
ndsobnym zvicSenim,

— rozne: stierky, skalpel s cepelou typu 24, kliesticky, SEM tubusy, karbonové lepidlo alebo karbonova le-
piaca péska, stricborny skalpel,

— ultrazvukova sonda alebo ultrazvukové vanicka na doske laboratorneho stola,

— odoberac vzorky sedimentov alebo korkovrt na odoberanie vzoriek z pokryvky MMMEF.
Postup pri teste

Odber vzoriek

Pri vrchnych vrstvach sa na odoberanie vzoriek profilu pouZije 25 mm odobera¢ vzorky sedimentov alebo kor-
kovrt. Mali by byt rovnomerne rozmiestnené po sirke z kratsej strany vrstvy alebo v pripade, Ze st k dispozicii
dlhé dlzky vrstiev, sa odobert z ndhodnych ¢asti. Rovnaké zariadenie mozno pouzit na ndhodné odoberanie vzo-
riek z uvolnenych vldken. Malo by sa odobrat 3est vzoriek, aby sa zohladnili priestorové odchylky objemu
materidlu.

Sest vzoriek jadra sa pod tlakom 10 Mpa rozdrvi v lisovadle s priemerom 50 mm. Materidl sa rozmiesa pomo-
cou stierky a znovu sa lisuje pod tlakom 10 Mpa. Potom sa materidl odoberie z lisovadla a uskladni v herme-
ticky uzatvorenej sklenej flasi.

Priprava vzorky

V nutnom pripade sa organicky tmel odstrani umiestnenim vldkna dovndtra pece pri teplote 450 °C pocas pri-
blizne jednej hodiny.

Vytvarujte vzorku do kuzela a rozstvrtte ju (vykondva sa vndtri prachovej skrinky).

S pouzitim stierky pridajte malé mnozstvo (< 0,5 g) vzorky do 100 ml ¢erstvo destilovanej vody, ktord bola pre-
filtrovand pomocou membranového filtra velkosti0,2 pm (ak sa pouzitie ukdze opodstatnené, mozno pouzit nd-
hradny zdroj ultracistej vody). Dokladne rozmiesajte s pouzitim ultrazvukovej sondy pohdnianej 100 W zdrojom
a nastavenej tak, aby sa vytvorila kavitdcia. (V pripade, Ze sonda nie je k dispozicii, pouzite nasledujicu metédu:
30 sekdnd ju treba opakovane triast a obracat; nechat 5 mindt posobit pod ultrazvukom umiestnenim v stolnej
ultrazvukovej vanicke; potom opakovane triast a obracat pocas dalsich 30 sekiind.)
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Okamzite po rozptyleni vldkna je potrebné odobrat niekol'ko ¢astic (napriklad tri pomerné Casti 3,6 a 10 ml) po-
mocou §irokootvorovej pipety (s objemom 2 — 5 ml).

Prefiltrujte kazdi Cast cez polykarbondtovy filter velkosti otvorov 0,2 pm s pomocou MEC filtru velkosti pérov
5 pum s pouzitim 25 ml skleného filtrovacieho lievika s valcovitym zdsobnikom. Priblizne 5 ml prefiltrovanej de-
stilovanej vody by sa malo umiestnit do lievika a Castica sa pomaly prekvapkdva do vody, drziac konéek pipety
pod ohybom. Pipeta a zdsobnik sa po prekvapkdvani musia riadne preplachnut z toho dovodu, Ze vldkna sa zvy-
Cajne nachddzaja viac na povrchu.

Opatrne odoberte filter a pred umiestnenim do susiacej nddoby ho oddel'te od podporného filtra.

Kmitavym pohybom narezte $tvrtinu alebo polovicu z prefiltrovanej hmoty s pouzitim skalpovacej Cepele ty-
pu 24. Opatrne pripevnite oddelent ¢ast k bloku SEM s s pouzitim lepiaceho uhlikového $titka alebo uhlikové-
ho lepidla. Pouzite strieborny skalpel najmenej v troch polohdch tak, aby sa zlepsil elektricky kontakt okrajov
filtra a astrizku. Ked lepidlo/strieborny skalpel oschne, obalte katédu vrstvou 50 nm zlata, pripadne zmesou
zlata/palddia na povrchu usadeniny.

SEM kalibrdcia a postup

Kalibrédcia

SEM kalibréciu je potrebné skontrolovat najmenej raz do tyzdna (najlepsie kazdodenne) s pouzitim certifikova-
nej kalibra¢nej mriezky. Kalibrdciu je nutné porovnat s certifikovanou normou a v pripade, ak merand hodnota
(SEM) nie je v rozpdti + 2 % certifikovanej hodnoty, musi sa kalibracia SEM upravit a znovu skontrolovat.

SEM by malo byt schopné rozpustit prinajmensom vidite[ny priemer 0,2 pm s pouzitim absolttnej vzorkovej
matrice pri 2 000-ndsobnom zvacseni.

Pracovny postup

Proces SEM sa vykondva pri 10 000-ndsobnom zvac3eni (*) za podmienok, ktoré umoznuji dobri rozlisitelnost
prostrednictvom obrazu pri nizkych hodnotdch skenovania, napriklad 5 sekiind na snimku. Napriek tomu, Ze
pracovné podmienky pri roznych SEM sa mozu odliSovat, vieobecne plati, Ze na ziskanie najlepsej viditelnosti
a rozliSenia je pri pouziti relativne malého objemu hmoty atémov potrebné pouzit zvysujice sa napitie od 5 —
10 keV pomocou malého bodového nastavenia a kratkej prevadzkovej vzdialenosti. Pri realizdcii linedrneho
prie¢neho pohybu sa musi pouzit 0° sklon na tGicely minimalizovania opatovného zaostrenia alebo ak sa SEM
nachddza v eucentrickej polohe, pouzije sa eucentrickd prevadzkové vzdialenost. Mensie zva¢$enie mozno po-

Meranie velkosti

Zhodnotenie vzorky preskt$anim pri malom zviacseni

Najskor sa vzorka preskasa pri malom zvac3eni, aby sa zistil zhluk vacsich vldken a ich hustota. V pripade nad-
merného zhlukovania vldken sa odporuca pripravit nova vzorku.

Statistickd presnost si vyzaduje meranie minimédlneho poctu vldken, pri¢com vysokd hustota vldken je vyhodnej-
Sia, pretoze preskisavanie prazdnych poli je ¢asovo ndrocné a nepredstavuje prinos k celkovej analyze. Ak je
filter preplneny, meranie vietkych meratelnych vlaken sa stdva ndro¢nym a malé vldkna mozu byt vynechané,
lebo s prekryté vacsimi.

Ku skresleniu vysledkov nadhodnotenim LWGMD méze dojst, ak je hustota vldken vicsia ako 150 vldken na
milimeter linedrneho prie¢neho posunu. Na druhej strane nizka koncentracia vliken zvysuje ¢as analyzy a Casto
je efektivnejsie pripravit vzorku s hustotou vliken blizSou optimdlnej hodnote, ako sa spoliehat na vldkna s niz-
kou koncentraciou. Optimdlna hustota vldken sa ur¢uje na zédklade priemeru jedného alebo dvoch pocitatelnych
vldken na polia zo zdberu pri 5 000-ndsobnom zvicSeni. Napriek tomu optimdlna hustota zdvisi od velkosti
(priemeru) vldken, takze laborant pri rozhodovani, ¢i hustota vldkna je blizko k optimélnej hodnote, alebo nie,
musi pouzit vlastny odborny tisudok.

(") Pri vldknach 3 pm pozri predchddzajicu pozndmku.
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Meranie dizky priemeru vliken

Pocitaji sa iba tie vldkna, ktoré sa dotykajii (alebo pre¢nievaji) tenkej (plynulej) Ciary naznacenej na obrazovke
SEM. Na tento tcel sa nakresli horizontélna (alebo vertikdlna) Ciara iddca stredom obrazovky.

Alternativou sa ukazuje byt moZnost umiestnenia jednotlivého bodu do stredu obrazovky s plynulym skenova-
nim jednym smerom krizom cez cely filter. Kazdé vlakno s koeficientom s priemerom 3:1, ktoré sa dotyka tohto
bodu alebo ho presahuje, sa potom zmeria a zaznamend.

Triedenie vldken

Odportca sa odmerat minimalne 300 vldken. Kazdé vldkno sa odmeria iba raz v priesecniku s ¢iarou alebo bo-
dom nakreslenym na obraze (alebo blizko k priese¢niku, ak st okraje vlikna prekryté). Ak sa objavia vldkna, kto-
ré majii nerovnomerné priecne rezy, je potrebné pouzit rozmer reprezentujici priemernt hodnotu priemeru
vldkna. Opatrne treba urcit presny okraj a odmerat najkratsiu vzdialenost medzi okrajmi vldkna. Triedenie moz-
no realizovat online alebo offline s pouzitim ulozenych obrizkov alebo fotografii. Vzhladom na Gsporu ¢asu
a zamedzenie chyb pri prepise, ako aj kvoli zautomatizovaniu samotného vypoctu sa odportca pouzit poloau-
tomatizovany snimkovaci systém merania, ktory je schopny stiahnut tidaje priamo do tabulkovej formy.

Konce dlhych vldken je potrebné preverit pri nizkej hodnote zvicsenia, aby sa zamedzilo ich opatovnému zvlne-
niu do zorného pola merania a zabezpecilo, Ze sa odmerajt iba raz.

UDAJE

SPRACOVANIE VYSLEDKOV

Priemery vldken zvycajne nemaji normalne rozloZenie. Napriek tomu mozno ziskat pri logaritmickej transfor-
mdcii rozloZenie, ktoré sa priblizuje k normélnemu stavu.

Vypocet aritmetickej hodnoty (strednd hodnota InD) a $tandardnej odchylky (SDy, ) od prenosu zdkladne hod-
not e (InD) z priemerov vldken (D).

) >InD
strednd InD = " (1)

2(InD ~strednd InD) ’
SDlnD = n-1 (2)

Standardnd odchylka sa vydelf druhou odmocninou poétu meranf (n), &m vyrdtame Standardni chybu (SE;,p).

S SD
D — % (3)

Odpocitajte dvakrat standardnti chybu od hodnoty a vypocitajte exponenciél tejto hodnoty (strednd hodnota mi-
nus dve Standardné chyby) a dostanete strednt geometrick hodnotu minus dve $tandardné chyby.

e(stredné lnD72SE1nd)

LWGMD - 2SE =
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3, NAHLASOVANIE SPRAV

PROTOKOL O TESTE
Protokol o teste musi obsahovat aspon nasledujiicu informéciu:
—  hodnotu LWGMD-2SE,

— vietky odchylky a zvldst tie, ktoré mozu mat vplyv na presnost a spravnost vysledkov s patricnym
zdovodnenim.

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

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

B.46. PODRAZDENIE KOZE IN VITRO: TEST NA MODELI REKONgTRUOVANE] LUDSKE] POKOZKY

METODA

UvVOD

Podrazdenim koZze sa rozumie reverzibilné poskodenie koze po aplikdcii testovacej latky maximélne na $tyri ho-
diny [v zneni definicie podla globdlneho harmonizovaného systému klasifikdcie a oznacovania chemickych l4-
tok a zmesi (GHS) Organizacie Spojenych narodov (OSN)] (1). Touto testovacou metddou sa zabezpecuje postup
in vitro, ktory v zévislosti od poziadaviek na informacie umozuje urcit podrazdenie pokozky latkami ako ne-
zavisly ndhradny test v rdmci testovacej stratégie, ktord vychddza z posidenia zdvaznosti dokazov (weight of evi-
dence) (2).

Posudzovanie podrdzdenia koZze sa zvycajne vykondvalo na laboratérnych zvieratich (pozri metédu B.4) (3). Po-
kial'ide o obavy o Zivotné podmienky zvierat, metdda B.4 umoznuje urcit poleptanie/podrazdenie koze pomo-
cou stratégie sekvencného testovania, s pouzitim overenych metdd in vitro a ex vivo, vdaka comu sa vylaci bolest
a utrpenie zvierat. Tri overené testovacie metddy in vitro alebo usmernenia k testovaniu, B.40, B.40a a TG 435 (4,
5, 6), st uzito¢né pri tej Casti stratégie sekvenéného testovania B.4, ktord sa tyka poleptania.

Tdto testovacia metdda je zalozend na modeloch rekonstruovanej ludskej pokozky, ktoré svojim celkovym us-
poriadanim (pouZzitie keratinocytov ziskanych z ludskej pokozky ako zdroja buniek, reprezentativneho tkaniva
a cytoarchitektiry) presne napodobnuji biochemické a fyziologické vlastnosti vrchnej Casti [udskejkoze, t. j. epi-
dermy. Postup opisany v tejto testovacej metdde umoznuje urcenie nebezpecenstva drazdivych litok v sdlade
s kateg6riou 2 GHS OSN. Tdto testovacia met6da takisto zahffia stibor noriem vykonnosti na posudzovanie po-
dobnych a upravenych testovacich metéd zaloZenych na rekonstruovanej ludskej pokozke (7).

Prevalida¢né, optimalizacné a valida¢né stadie sa ukoncili pre dve testovacie met6dy in vitro (8, 9, 10, 11,12, 13,
14,15, 16, 17) a st komercne dostupné ako EpiSkin™ a EpiDerm™, pricom pouzivaji modely rekonstruovanej
T'udskej pokozky. Tieto referencie vychddzali z R 38. Niektoré aspekty prepocitania na tcely GHS sa uvddzaji
v referencii 25. Met6dy, ktoré vykazuji vykonnost ekvivalentni EpiSkin™ (overena referencnd metéda 1), sa od-
portcaji ako nezévisld testovacia metdda, ktord slizi ako nahrada za testy kralikov in vivo na klasifikdciu drdz-
divych ltok kategérie 2 GHS. Metddy, ktoré vykazujia vykonnost ekvivalentni EpiDerm™ (overend referencnd
met6da 2), sa odporicajii len ako skriningova testovacia metdda alebo ako Cast stratégie sekvencného testovania
v zavislosti od postdenia zdvaznosti dokazov na klasifikdciu drdzdivych latok kategérie 2 GHS. Skor ako sa na
tcely reguldcie méze pouzit navrhovany test na modeli rekonstruovanej ludskej pokozky in vitro, mala by sa sta-
novit jeho spolahlivost, relevantnost (presnost) a obmedzenia jeho navrhovaného pouzivania, aby sa zabezpe-
¢ila jeho porovnatelnost's overenou referenénou metddou 1 v stilade s normami vykonnosti stanovenymi v tejto
testovacej met6de (doplnok).

V stlade s poziadavkami tejto testovacej metddy boli overené dalsie dve testovacie metédy na modeli rekon-
Struovanej [udskej pokozky in vitro, ktoré vykazuji podobné vysledky ako overend referencnd metéda 1 (18). Ide
o upravent testovaciu metddu EpiDerm™ (metdda ,me-too” 1) a testovaciu metddu SkinEthic RHE™ (upravend
referen¢nd metdda 1).

VYMEDZENIE POJMOV

V rdmci tejto testovacej metddy sa vymedzuji tieto pojmy:

Presnost: Miera zhody vysledkov testovacej metddy s prijatymi referenénymi hodnotami. Ide o opatrenie vy-
konnosti testovacej metddy a jeden z aspektov relevantnosti. Tento pojem sa Casto pouziva zamenitelne s poj-
mom ,zhoda“ a oznacuje podiel spravnych vysledkov testovacej met6dy.

Déavkovand kontrolnd ltka: Referencnd latka, ktord v tkanivich vyvoldva odozvu bunkovej Zivotaschopnosti
stredného rozsahu.
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Zivotaschopnost buniek: Parameter na meranie celkovej aktivity bunkovej populacie, ako napriklad schop-
nost bunkovych mitochondridlnych dehydrogendz redukovat vitdlne farbivo MTT [3 — (4,5-dimetyltiazol-2-yl)-
2,5-difenyltetraz6lium bromid, tiazolylovd modrd)], ktory v zdvislosti od posledného meraného cielového bodu
a od pouzitej koncepcie testu zodpovedd celkovému poctu afalebo vitalite Zivych buniek.

ET5,: Expozi¢ny Cas potrebny na zniZenie Zivotaschopnosti buniek o 50 % pri pouziti markerovej latky v $pe-
cifikovanej pevnej koncentrcii, pozri takisto IC50.

Miera nespravnej negativity: Podiel vietkych pozitivnych ldtok, ktoré si testovacou metédou nespravne iden-
tifikované ako negativne. Je to jeden z ukazovatelov vykonnosti testovacej met6dy.

Miera nespravnej pozitivity: Podiel vietkych negativnych (neaktivnych) ldtok, ktoré st nespravne identifiko-
vané ako pozitivne. Je to jeden z ukazovatelov vykonnosti testovacej metddy.

Nekoneénd dévka: MnoZstvo testovanej ldtky aplikovanej na kozu, ktoré prekracuje mnozstvo potrebné na
tiplné a rovnomerné pokrytie povrchu koze.

GHS (globélny harmonizovany systém klasifikicie a oznacovania chemickych ltok): Systém navrhova-
nia klasifikdcie litok a zmesi podla standardizovanych typov a stupiiov fyzickych, zdravotnych a environmen-
tdlnych rizik a oznacovania pomocou prislusnych komunika¢nych prvkov, ako su piktogramy, signalizacné
slovd, upozornenia na nebezpecnost, bezpecnostné upozornenia a karty bezpe¢nostnych tidajov, ktoré obsahu-
ju informdcie o ich neziaducich G¢inkoch z hlladiska ochrany ludi (vrdtane zamestnancov, pracujicich, preprav-
cov, spotrebitelov a osoby zodpovedné za rieSenie havdri) a Zivotného prostredia (1); v rdmci EU bol
implementovany nariadenim (ES) ¢. 1272/2008.

ICs5: Koncentracia, pri ktorej markerovd létka znizuje Zivotaschopnost tkaniv o 50 % (IC5,) po stanovenom ex-
pozi¢nom Case, pozri takisto ETs.

Normy vykonnosti: Normy zaloZené na overenej referencnej metdde, ktoré sliizia ako zdkladna na hodnotenie
porovnatelnosti navrhovanej testovacej metddy, ktord je mechanicky a funkéne podobnd. Patria sem: 1. nevyh-
nutné zlozky testovacej metddy; II. minimdlny zoznam referen¢nych latok vybranych spomedzi ltok pouziva-
nych na preukdzanie prijatelnej vikonnosti overenej referencnej metddy a III. porovnatelné tirovne presnosti
a spolahlivosti zaloZené na tom, ¢o sa ziskalo pre overent referenénti metddu, ktora by navrhovand testovacia
metdda mala preukazat pri hodnoteni pomocou minimalneho zoznamu referen¢nych latok.

Spolahlivost Meria rozsah, v rimci ktorého sa moze testovacia metéda pocas istého ¢asového obdobia opa-
kovane vykondvat v rimci laboratérii a medzi nimi navzdjom, pri¢om sa pouziva ten isty protokol. Posudzuje sa
vypocitanim vnitrolaboratérnej a medzilaboratérnej reprodukovatelnosti.

Citlivost: Podiel vSetkych pozitivnych/aktivnych ldtok, ktoré sa testom sprévne klasifikovali. Je to miera pres-
nosti testovacej metddy, ktord poskytuje kategorizacné vysledky, a ide o délezité hladisko pri hodnoteni rele-
vantnosti testovacej metddy.

Specifickost: Podiel vetkych negativnych/neaktivnych latok, ktoré sa testom spravne klasifikovali. Je to miera
presnosti testovacej metddy, ktord poskytuje kategorizacné vysledky, a ide o dolezité hladisko pri hodnotenf re-
levantnosti testovacej met6dy.

Podrazdenie koZe: Vytvorenie reverzibilného poskodenia koze po aplikdcii testovanej latky v trvani do Styroch
hodin. Podrdzdenie kozZe je lokdlne vzniknutd, neimunogenetickd reakcia, ktord sa objavi kritko po stimuldcii
(24). Jeho charakteristickou vlastnostou je reverzibilny proces, ku ktorému patria zdpalové reakcie a vicsina kli-
nickych prejavov podrdzdenia charakteristickych pre zdpalovy proces (erytém, edém, svrbenie a bolest).

ROZSAH A OBMEDZENIA

Obmedzenim testov rekonstruovanej [udskej pokozky, ktoré patria do tejto testovacej metddy, je to, Ze klasifi-
kujti len ldtky drdzdivé pre kozu podla kategorie 2 GHS OSN. KedZe neumoziuja klasifikdciu 1dtok do nepo-
vinnej kategérie 3 v zmysle GHS OSN, vietky zostdvajiice latky nebudi klasifikované (Ziadna kategoria).
V zdvislosti od regula¢nych potrieb a mozného budticeho zaclenenia novych koncovych bodov, zlep3eni alebo
rozvoja novych testov ,me-too“ bude mozno nutné tiito testovaciu metédu revidovat.

Této testovacia metéda umoziuje urcenie nebezpecenstva drazdivych jednozlozkovych latok (19), ale neposky-
tuje adekvdtne informdcie o poleptani kozZe. Plyny a aerosdly nemozno testovat, kym nedoslo k hodnoteniu zme-
si vo valida¢nej $tadii.
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1.4.

1.5.

1.6.

PRINCIP TESTU

Testovacia ltka sa lokdlne aplikuje na trojrozmerny model rekonstruovanej ludskej pokozky pozostdvajiici
z normélnych keratinocytov ziskanych z [udskej pokozky, ktoré sa vykultivovali, aby vytvorili viacvrstvovy, vy-
soko diferencovany model ludskej pokozky. Pozostdva z organizovanej bazélnej vrstvy, vrstvy ostnitych buniek
a vrstvy zrnitych buniek a viacvrstvovej rohovitej vrstvy (stratum corneum) obsahujiicej medzibunkové lipidové
lamelové vrstvy usporiadané vo vzoroch, ktoré sii analogické vrstvdim nachddzajticim sa in vivo.

Princip testu na modeli rekonstruovanej ludskej pokozky je zaloZeny na predpoklade, ze drazdivé litky dokdzu
prejst cez rohovitd vrstvu pokozky vdaka diftizii, pricom st cytotoxické pre hlbgie leziace vrstvy buniek. Zivo-
taschopnost bunick sa meria premenou dehydrogendzy vitdlneho farbiva MTT [3 — (4,5-dimetyltiazol-2-y)-2,5-
difenyltetraz6lium-bromid, tiazolylovd modrd; EINECS &islo 206 — 069 — 5, CAS &islo 298 — 93 — 1)] na modra
formazanova sol, ktord sa kvantitativne meria po extrakcii z tkaniv (20). Drazdivé latky sa identifikuji na zd-
klade ich schopnosti sposobit pokles Zivotaschopnosti buniek pod vymedzent prahovi droven (t. j. < 50 % pre
drézdivé latky kategorie 2 GHS OSN). Latky, ktoré sposobujii pokles Zivotaschopnosti buniek nad vymedzena
prahovi Groven, sa neklasifikuja (t. j. > 50 %, Ziadna kategéria).

Systémy modelu rekonstruovanej ludskej pokozky sa mozu pouZit na testovanie pevnych ldtok, kvapalin, po-
lotuhych latok a voskov. Kvapaliny mozu byt vodné alebo nevodné, pevné litky mozu byt rozpustné alebo ne-
rozpustné vo vode. Ak je to mozné, pevné ldtky by sa mali vzdy testovat vo forme jemného prasku. KedZe do
overovania systémov testu na modeli rekonstruovanej [udskej pokozky sa zaradilo 58 starostlivo vybratych ld-
tok zastupujicich $iroké spektrum chemickych tried, ocakédva sa, Ze tieto metddy budii vieobecne platné pre
vietky chemické triedy (16). Validdcia zahffia 13 drazdivych ldtok kategérie 2 GHS. Je potrebné upozornit na to,
ze nezieravé kyseliny, zdsady, soli a iné anorganické drdzdivé litky neboli zahrnuté do validdcie a niektoré znd-
me triedy organickych drazdivych ldtok, ako napriklad hydroperoxidy, fenoly a surfaktanty, neboli zahrnuté ale-
bo boli zahrnuté len v obmedzenej miere.

PREUKAZANIE SPOSOBILOSTI

Predtym ako sa zacne bezne pouzivat overend met6da, ktord vyhovuje poziadavkdm tejto testovacej metddy, la-
boratérid mozu prejavit Zelanie preukdzat technickd sposobilost pomocou desiatich latok odporticanych v ta-
bulke 1. V rdmci tejto testovacej metddy sa nepovinnd kategdria 3 GHS OSN nepovazuje za Ziadnu kategériu.
Pri novych podobnych testovacich metédach (,me-too“) vyvinutych v rdmci tejto testovacej metddy, ktoré st
Strukturdlne a funkéne podobné overenym referenénym metédam alebo pri tiprave overenych metdd, by sa mali
pouzit normy vykonnosti opisané v dodatku k tejto testovacej metdde na preukdzanie porovnatelnej spolahli-
vosti a presnosti novej testovacej metddy predtym, ako sa zacne pouzivat na regulaéné testovanie.

Tabulka 1
Litky na preukdzanie spdsobilosti, ktoré patria do podskupiny referen¢nych litok uvedenych
v dodatku
Latka CAS cislo Hodnota in vivo Fyzikdlny stav Kategéria GHS
kyselina 1-naftyloctova 86-87-3 0 pevna latka ziadna kat.
propén-2-ol 67 -63-0 0,3 kvapalina ziadna kat.
metyl-stearat 112 -61-38 1 pevnd latka ziadna kat.
heptyl-butyrét 5870-93-9 1,7 kvapalina nepovinnd
kat. 3
hexyl-2-hydroxybenzodt 6259 -76 -3 2 kvapalina nepovinnd
kat. 3
3-p-kumenyl-2-metylpropanal 103-95-7 2,3 kvapalina kat. 2
1-brémhexan 111-25-1 2,7 kvapalina kat. 2
butyl-metakrylat 97 -88 -1 3 kvapalina kat. 2
1-metyl-3-fenyl-1-piperazin 5271-27-2 3,3 pevnd latka kat. 2
heptandl 111-71-7 4 kvapalina kat. 2

OPIS METODY

Nasleduje opis zlozZiek a postupov testu na modeli rekonstruovanej ludskej pokozky na posidenie podrazdenia
koze. Model rekonstruovanej ludskej pokozky sa moze vytvorit, pripravit alebo ziskat komer¢ne (napr. Epi-
Skin™, EpiDerm™ a SkinEthic RHE™). Standardné protokoly testovacej met6dy pre EpiSkin™, EpiDerm™ a Ski-
nEthic RHE™ mozZno ndjst na [http://ecvam.jrc.ec.europa.eu] (21, 22, 23). Testovanie by sa malo vykonat takto:
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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.

Zlozky modelu rekonstruovanej ludskej pokozky
Vseobecné podmienky modelu

Na zostavenie epitelu by sa mali pouzit normdlne [udské keratinocyty. Pod funkénou rohovitou vrstvou sa musi
nachddzat viac vrstiev Zivotaschopnych epitelovych buniek (bazdlna vrstva, vrstva ostnitych buniek, vrstva zrni-
tych buniek). Rohovitd vrstva by mala byt viacvrstvovd a obsahovat potrebny profil lipidov, aby sa vytvorila silnd
funkénd bariéra, ktord odold rychlemu prenikaniu cytotoxickych markerovych latok, ku ktorym patri napr. do-
decylsulfat sodny (SDS) alebo Triton X-100. Bariérové funkcia sa moze posudzovat bud urc¢enim koncentracie,
pri ktorej markerovd latka znizuje Zivotaschopnost tkaniv o 50 % (ICs,) po stanovenom expozi¢nom case, alebo
uréenim expozi¢ného Casu, ktory je potrebny na zniZenie Zivotaschopnosti buniek o 50 % (ETs,) pri pouzivani
markerovej latky v urcitej pevne stanovenej koncentrdcii. Izola¢né vlastnosti modelu by mali zabranit prieniku
materidlu okolo rohovitej vrstvy do Zivotaschopného tkaniva, ¢o by viedlo k chybnému modelovaniu vystave-
nia koze. Model koZe by nemal byt kontaminovany baktériami, virusmi, mykoplazmami ani hubami.

Podmienky funkéného modelu
Zivotaschopnost

Uprednostiiovanou analyzou na urcenie stupia Zivotaschopnosti je MTT (20). Optickd hustota (optical density
— OD) farbiva extrahovaného (rozpusteného) z tkaniva ziskaného z negativnej kontroly (negative control — NC)
by mala byt aspon 20-ndsobne vyssia ako OD samotného extrakéného rozpustadla. Malo by sa zdokumentovat,
ze tkanivo ziskané z negativnej kontroly je stabilné v kulttre (zabezpecuje podobné vysledky merania Zivota-
schopnosti) pocas expozicného Casu testu.

Bariérovd funkcia

Rohovitd vrstva a zloZenie jej lipidov musia byt schopné zabranit rychlemu prieniku cytotoxickych markero-
vych ldtok, ku ktorym patri napr. SDS alebo Triton X-100, podla odhadu pomocou ICs, alebo ETs,.

Morfoldgia

Rekonstruovant kozu/pokozku by mal histologicky preskiimat riadne kvalifikovany persondl, ktory musi pre-
ukdzat, Ze model rekonstruovanej koze/pokozky md struktiru podobnii ludskej kozifpokozke (vratane viac-
vrstvovej rohovitej vrstvy).

Reprodukovatelnost

Vysledky metddy pouzivajicej Specificky model by mali preukézat reprodukovatelnost v Case, najlepsie pro-
strednictvom prislunej ddvkovanej kontrolnej latky (referen¢nej hodnoty) (pozri dodatok).

Kontroly kvality modelu (QC)

Kazd4 dévka epiderméalneho modelu by mala splfat stanovené kritérid na uvolnenie do obehu, v ramci ktorjch
st najvyznamnejsie kritérid Zivotaschopnosti (bod 1.6.1.2.1) a bariérovej funkcie (bod 1.6.1.2.2). Rozsah prija-
telnosti (hornd a dolnd hranica) pre ICs, alebo ET,, by mal stanovit poskytovatel modelu koze (alebo overovatel
v pripade pouzitia interného modelu). Bariérové vlastnosti tkaniv by sa mali overit v laboratériu po prijati tka-
niv. Na spolahlivii prognézu tcinkov podrdzdenia st prijatelné len vysledky ziskané pomocou kvalifikovanych
tkaniv. Ako priklad sa nizie uvddzaji rozpitia prijatelnosti pre overené referenéné metddy.

Tabulka 2

Priklady kritérii kontroly kvality na uvolnenie divok do obehu

Dolnd hranica Strednd hodnota . . b
R e b Hornd hranica prijatelnosti
prijatelnosti rozpitia prijate[nosti
Overend referenénd metéda 1 | IC5, = 1,0 mg/ml IC5o = 2,32 mg[ml IC5 = 3,0 mg/ml
(18-hodinové osetrenie SDS)
Overend referen¢énd hodnota 2 | ET;, = 4,8 hod. ETs, = 6,7 hod. ETs, = 8,7 hod.
(1 % Triton X100)
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.1.5.

2.1.

Aplikdcia testovacich a kontrolnych ldtok

Pri kazdom oSetreni a kontrole by sa mal pouzit dostatocny pocet replik tkaniva (minimalne tri repliky na jeden
pokus). V pripade kvapalnych a pevnych ldtok je potrebné na cely povrch koze rovnomerne naniest dostatoéné
mnozstvo testovacej latky, pricom je nutné sa vyhybat nekonecnej ddvke (pozri 1.2. Vymedzenie pojmov), t. j.
malo by sa pouzif minimalne 25 pL/cm? alebo 25 mgfcm?. V pripade pevnych ldtok by sa mal pred aplikdciou
povrch pokozky zvlh¢it deionizovanou alebo destilovanou vodou, aby sa tak zabezpecil dobry kontakt s kozou.
Ak je to mozné, pevné latky by sa mali vzdy testovat vo forme jemného prasku. Na konci expoziéného Casu sa
testovacia latka musi dokladne zmyt z povrchu koze vodnym pufrom alebo 0,9 % roztokom NaCl. V zévislosti
od pouzitého modelu rekonstruovanej ludskej pokozky sa expozi¢ny ¢as moze pohybovat v rozmedzi od 15 do
60 mindt a inkuba¢nd teplota v rozmedz{ 20 °C a 37 °C. Dal3ie inform4cie sa nachddzaja v standardnych pra-
covnych postupoch pre dané tri met6dy (21, 22, 23).

Pre kazdu $tadiu by sa mali sibezne vykonat negativne a pozitivne kontroly, aby sa preukdzalo, Ze Zivotaschop-
nost (NC), bariérova funkcia a vyslednd tkanivova citlivost tkaniv (PC) st v rdmci stanoveného historického roz-
pdtia prijatelnosti. Navrhovand ltka na pozitivou kontrolu je 5 % vodny SDS. Navrhované latky na negativnu
kontrolu st voda alebo fosfitom pufrovany fyziologicky roztok (PBS).

Merania bunkovej Zivotaschopnosti

pozicii testovacim ldtkam, ale az po dostato¢ne dlhom inkubacnom ¢ase po osetreni oplachnutych tkaniv v &er-
stvom médiu. Tento ¢as umoziuje regenerdciu po slabo drdzdivych tcinkoch, ako aj vyskyt jasnych
cytotoxickych tcinkov. Pocas fazy optimalizdcie testu (9, 10, 11, 12, 13) sa ako optimélny ukdzal byt 42-
hodinovy inkubacny ¢as po osetreni, a preto sa pouzival pri overovani referen¢nych testovacich metdd.

Analyza premeny MTT je overend kvantitativna metdda, ktord by sa mala pouzivat na meranie Zivotaschopnosti
buniek. Je vhodnd na pouzitie v trojrozmernom modeli tkaniva. Vzorka koZe sa na 3 hodiny vlozi do roztoku
MTT s vhodnou koncentriciou (napr. 0,3 — 1 mg/mL). Pomocou rozpustadla (napr. izopropanol, kysly izopro-
panol) sa potom z tkaniva extrahuje vyzrdzany modry formazanovy produkt, pricom koncentracia formazanu
sa odmeria stanovenim OD pri 570 nm pomocou priepustného pasma maximélne + 30 nm.

Optické vlastnosti testovacej litky alebo jej chemicky G¢inok na MTT mozu interferovat s analyzou, ¢o vedie
k nesprévnemu odhadu Zivotaschopnosti (kedZe testovacia latka moze zabrafovat procesu tvorby farby alebo
ho zvritit, ale rovnako ho moze aj spdsobovat). K tomu moze dojst, ked sa Specifickd testovacia latka tiplne ne-
odstrdni z koze pri oplachovani alebo ked prenikne cez pokozku. Ak testovacia litka posobi priamo na MTT, je
prirodzene zafarbend alebo sa zafarbi pri osetrovani tkaniva, musia sa pouzit dalsie kontroly, aby sa zistilo, ¢
nedochddza k interferencii testovacej latky s technikou merania Zivotaschopnosti, a aby sa tdto pripadnd inter-
ferencia skorigovala. Podrobny opis testovania priamej redukcie MTT sa nachddza v protokole testovacej met6-
dy pre overené referencné metddy (21, 22, 23). Nespecifickd farba (NSC) sposobend tymito zdsahmi by nemala
presahovat 30 % negativnej kontroly (pre korekcie). Ak NSC > 30 %, testovacia ldtka sa povazuje za nezlucitelna
s testom.

Kritérid prijatelnosti analyzy

Pri kazdej analyze pouzivajiicej platné davkovanie (pozri odsek 1.6.1.2.5) by tkanivé spracované negativnou kon-
trolou mali vykdzat OD, ¢im by sa prejavila kvalita tkaniv po v3etkych krokoch zaslania a prijatia a celom pro-
cese protokolu podrdzdenia. Hodnoty OD z kontrol by nemali byt nizsie ako historicky stanovené dolné hranice.
Podobne by tkanivéd oSetrené pozitivnou kontrolou, t. j. 5 % vodnym SDS, mali reflektovat citlivost, ktort si tka-
nivé uchovali, a ich schopnost reagovat na drazdivi litku v podmienkach kazdej jednotlivej analyzy (napr. zi-
votaschopnost 40 % pre overend referencnti metédu 1 a 20 % pre overend referenénd metédu 2). Mali by sa
stanovit stivisiace a vhodné merania variability medzi replikami tkaniva (napr. ak sa pouzije Standardnd odchyl-

ka, mali by byt < 18 %).

UDAJE

UDAJE

Pre kazdé oSetrenie je potrebné do tabulky zaznamenat tdaje z jednotlivych testovacich vzoriek replikdtu (napr.
hodnoty OD a vypocitany percentudlny podiel Zivotaschopnosti buniek pre kazdi testovaciu latku vratane kla-
sifikdcie) vrdtane tdajov o duplicitnych alebo opakovanych experimentoch. Okrem toho by sa mali pre kazdy
pokus uvddzat aj stredné hodnoty # $tandardnej odchylky. Pozorované interakcie s reagentom MTT a zafarbe-
nymi testovacimi latkami by sa mali oznamovat pre kazdi testovaciu ldtku.
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2.2.

3.1.

INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Hodnoty OD namerané pre kazdi testovaciu vzorku sa mozu pouzZit na vypocet percenta Zivotaschopnosti v po-
rovnani s negativnou kontrolou, ktord je stanovend na 100 %. Je potrebné jasne definovat, dokumentovat a v pri-
pade potreby preukdzat hrani¢nt percentudlnu hodnotu Zivotaschopnosti buniek odliujicu od seba drazdivé
latky a nezatriedené testovacie latky a Statistické postupy pouzité pri hodnoteni vysledkov a identifikdcii drdz-
divych latok. Hrani¢né hodnoty prognézy podrdzdenia v rdmci overenych referencnych metdd sa uvadzaji
nizsie:

Testovacia ldtka sa pokladd za drézdivi pre kozu v stilade s kategériou 2 GHS OSN:

i) ak Zivotaschopnost tkaniva po expozi¢nom a pozorovacom inkubacnom case je mensia alebo sa rovnd (<)
50 %.

Testovacia ldtka nepatri do Ziadnej kategérie:

i) ak zZivotaschopnost tkaniva po expozi¢nom a pozorovacom inkubacnom case je vicsia (>) ako 50 %.

PODAVANIE SPRAV

SPRAVA O TESTE

Spréava o teste by mala obsahovat tieto informacie:

Testovacie a kontrolné latky:

—  chemicky ndzov (chemické ndzvy), ako napriklad ndzov podla IUPAC alebo CAS a ¢islo CAS, ak je zndme,
— (istota a zloZenie latky (v hmotnostnych percentich),

—  fyzikdlno-chemické vlastnosti relevantné na vykonanie stadie (napr. fyzikalny stav, stabilita a nestabilita, pH,
rozpustnost vo vode, ak je zndma),

—  pripadnd tprava testovacich/kontrolnych ldtok pred testovanim (napr. zahriatie, rozomletie),
— podmienky skladovania.

Zdovodnenie modelu koZe a pouzitého protokolu.

Podmienky testovania:

— pouzity bunkovy systém,

— tdaje o kalibrécii zariadenia a priepustnom pdsme pouZzitom na meranie Zivotaschopnosti buniek (napr.
spektrofotometer),

— Uplné podkladové tdaje o pouzitom osobitnom modeli koZe vratane jeho vykonnosti. K nim by mala pa-
trit predovsetkym:

i)  zivotaschopnost;
ii)  bariérova funkcia;
iii) morfoldgia;
iv) reprodukovatelnosta predvidatelnost;
v)  kontroly kvality modelu (QC),
— podrobné informdcie o pouZitom postupe testovania,

— testovacie ddvky, trvanie expozicie a pozorovacieho inkuba¢ného ¢asu,



L 220/30

Uradny vestnik Eurépskej tinie

24.8.2009

opis vSetkych modifikdcif testovacieho postupu,
odkaz na historické tdaje o modeli. K nim by mali patrit predovietkym:
i)  prijatelnost tidajov o kontrole kvality s odkazom na historické tidaje o ddvkach;

ii)  prijatelnost hodnét pozitivnych a negativnych kontrol s odkazom na prostriedky a miery pozitivnych
a negativnych kontrol,

opis pouzitych hodnotiacich kritérif vratane zd6vodnenia vyberu hrani¢nych bodov pre model progndzy.

Vysledky:

tdaje z individudlnych testovacich vzoriek spracované v podobe tabulky,

opis dalsich pozorovanych téinkov.

Rozbor vysledkov.

Zavery.
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Dodatok

Hodnotenie vykonnostnych charakteristik navrhovanych modelov rekonstruovanej Iudskej pokozky in vitro
pri podrazdeni pokozky

UvoD

Postupy navrhované v rdmci tejto testovacej met6dy by sa mali hodnotit, aby sa urcila ich spolahlivosta presnost pomocou
latok, ktoré zastupujii cely rozsah vysledkov drdzdivosti Draizovho testu. Pri hodnoteni a pouZiti 20 odporticanych refe-
ren¢nych latok (tabulka 1) by navrhované postupy mali mat hodnoty spolahlivosti a presnosti, ktoré s porovnatelnés hod-
notami overenych referenénych metdd 1 (tabulka 3) (1). Normy pre presnost a spolahlivost, ktoré by sa mali dosiahnut, sa
uvéadzaji v bode II a IIl. Zaraduji sa sem neklasifikované aj klasifikované latky (kategéria 2 GHS OSN), ktoré predstavuja
relevantné chemické triedy, aby sa spolahlivosta vykonnost (citlivost, $pecifickost, miera nespravneho negativu a miera ne-
spravneho pozitivu a presnost) navrhovanej testovacej metédy mohli porovnat s hodnotami overenej referencnej metddy 1.
Spolahlivost testovacej metddy, ako aj jej schopnost spravne identifikovat drdzdivé latky kategérie 2 GHS OSN by sa mali
stanovit pred jej s pouzitim pri testovani novych latok.

NORMY VYKONNOSTI

Normy vykonnosti zahffiaji tieto tri zlozky: 1. nevyhnutné zlozky testovacej metddy; 1L referencné latky a III. vymedzené
hodnoty spolahlivostia presnosti (2). Tieto normy vykonnosti st zaloZené na norméch vykonnosti po dokonceni validacnej
Stidie ECVAM o podrézdeni koze (3).

. Nevyhnutné zlozky testovacej metody

Vseobecné podmienky modelu

Na zostavenie epitelu by sa mali pouzit normalne Tudské keratinocyty. Pod funkénou rohovitou vrstvou sa musi na-
chadzat viac vrstiev Zivotaschopnych epitelovych buniek (bazdlna vrstva, vrstva ostnitych buniek, vrstva zrnitych bu-
niek). Rohovitd vrstva by mala byt viacvrstvovd a obsahovat potrebny profil lipidov, aby sa vytvorila silnd funkénd
bariéra, ktord odold rychlemu prenikaniu cytotoxickych markerovych latok, ku ktorym patri napr. dodecylsulfit sodny
(SDS) alebo Triton X-100. Bariérova funkcia sa moze posudzovat bud uréenim koncentrécie, pri ktorej markerova ltka
zniZuje Zivotaschopnost tkaniv o 50 % (IC5,) po stanovenom expozicnom ¢ase, alebo urcenim expozi¢ného Casu, ktory
je potrebny na zniZenie Zivotaschopnosti buniek o 50 % (ETs,) pri pouZzivani markerovej ldtky v urcitej pevne stano-
venej koncentracii. Izola¢né vlastnosti modelu by mali zabranit prieniku materidlu okolo rohovitej vrstvy do Zivota-
schopného tkaniva, ¢o by viedlo k chybnému modelovaniu vystavenia kozZe. Model koZe by nemal byt kontaminovany
baktériami, virusmi, mykoplazmami ani hubami.

Podmienky funkcného modelu
Zivotaschopnost

Uprednostiiovanou analyzou na urcenie stupiia Zivotaschopnosti je MTT (4). Optickd hustota (OD) farbiva extrahova-
ného (rozpusteného) z tkaniva ziskaného z negativnej kontroly (NC) by mala byt aspon 20-ndsobne vy3sia ako OD sa-
motného extrakéného rozpustadla. Malo by sa zdokumentovat, Ze tkanivo ziskané z negativnej kontroly je stabilné
v kulttire (zabezpecuje podobné vysledky merania Zivotaschopnosti) pocas expozi¢ného Casu testu.

Bariérovd funkcia

Rohovitd vrstva a zloZenie jej lipidov musia byt schopné zabranit rychlemu prieniku cytotoxickych markerovych latok,
ku ktorym patri napr. SDS alebo Triton X-100, podla odhadu pomocou ICs, alebo ETs,.

Morfolégia

Rekonstruovant kozu/pokozku by mal histologicky preskiimat riadne kvalifikovany persondl, ktory musi preukazat,
ze model rekonstruovanej koze/pokozky md struktiru podobnt ludskej kozi/pokozke (vratane viacvrstvovej rohovitej

VIStvy).
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Reprodukovatelnost

Vysledky metddy pouzivajicej Specificky model by mali preukdzat reprodukovatelnost v ase, najlepsie prostrednic-
tvom prislusnej davkovanej kontrolnej ltky (referen¢nej hodnoty) (pozri vymedzenie pojmov v bode 1.2).

Kontroly kvality modelu (QC)

Kazd4 dévka epidermélneho modelu by mala splfiat stanovené kritérid na uvolnenie do obehu, v rémci ktorych sii naj-
vyznamnejsie kritérid Zivotaschopnosti a bariérovej funkcie. Rozsah prijatelnosti (hornd a dolnd hranica) pre ICs, alebo
ET;, by mal stanovit poskytovatel modelu koze (alebo overovatel v pripade pouzitia interného modelu). Bariérové vlast-
nosti tkaniv by sa mali overit v laboratériu po prijati tkaniv. Na spolahlivi prognézu ticinkov podrézdenia st prijatelné
len vysledky ziskané pomocou kvalifikovanych tkaniv. Ako priklad sa nizsie uvddzaja rozpitia prijatelnosti pre overe-
né referencné metddy.

Tabulka 1

Priklady kritérii kontroly kvality na uvolnenie divok do obehu

Dolnd hranica prijatelnosti Strednd h9dn9ta rgzpétia Hornd hranica prijatelnosti
prijatelnosti
Overend referenénd metéda 1 IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC54 = 3,0 mg/ml
(18-hodinové osetrenie SDS)
Overend referen¢nd hodnota 2 ETs, = 4,8 hod. ETs, = 6,7 hod. ETs, = 8,7 hod.
(1 % Triton X100)

Referencné litky

Referen¢né latky sa pouZivaji na urcenie toho, ¢i spolahlivosta presnost navrhovanej novej testovacej met6dy rekon-
Struovanej ludskej pokozky in vitro, ktord sa ukdzala byt strukturdlne a funkéne dostatocne podobnd overenym refe-
ren¢nym metddam alebo predstavuje mensiu tipravu overenej referencnej met6dy, je z hladiskavykonnosti porovnatelnd
s overenou referencnou metddou 1 (1). K 20 referencnym ldtkam uvedenym v tabulke 2 patria ldtky predstavujiice roz-
licné dolezité chemické triedy, ako aj ldtky kategérie 2 GHS OSN. K litkam uvedenym v tomto zozname patri 10 latok
kategorie 2 GHS OSN, 3 latky nepovinnej kategérie 3 GHS OSN a 7 nezatriedenych ldtok. V rdmci tejto testovacej me-
tody sa nepovinnd kategéria 3 nepovazuje za ziadnu kategériu. Tieto referencné latky predstavuji minimélny pocet ld-
tok, ktoré by sa mali pouzit na hodnotenie presnosti a spolahlivosti navrhovanej testovacej metédy rekonstruovanej
Tudskej pokozky pri podrdzdeni koze. V situdcii, ked nie je uvedend latka k dispozicii, mozu sa pouzit iné latky, pre
ktoré sti dostupné adekvdtne referen¢né tidaje in vivo. Ak je to Ziaduce, moézu sa do minimédlneho zoznamu referenc-
nych latok pridat dalsie latky, ktoré predstavuju ostatné chemické triedy a pre ktoré s dostupné referencné tdaje, aby
sa tak mohla ohodnotit presnost navrhovanej testovacej metody.

Tabulka 2

Referen¢né latky na urcenie hodndt presnosti a spolahlivosti modelov rekonstruovanej fudskej pokozky
pri podrizdeni koze

Litka () CAS cislo EINECS &islo | Fyzikélny stay | 0dn0t@ | GHS katiin | GHS kat. in
n vivo vitro vivo

1-brém-4-chlérbutdn 6940-78-9 230-089-3 | kvapalina 0 kat. 2 ziadna kat.

dietylftalat 84-66-2 201-550-6 | kvapalina 0 Ziadna ziadna kat.
kat.

kyselina 1-naftyloctovd 86-87-3 201-705-8 | pevnd latka 0 ziadna ziadna kat.
kat.

alyl-fenoxyacetdt 7493-74-5 231-335-2 | kvapalina 0,3 | ziadna ziadna kat.
kat.

propan-2-ol 67-63-0 200-661-7 | kvapalina 0,3 ziadna ziadna kat.
kat.

4-(metylsulfanyl)benzaldehyd | 3446-89-7 222-365-7 | kvapalina 1 kat. 2 ziadna kat.

metyl-steardt 112-61-8 203-990-4 | pevna latka 1 ziadna ziadna kat.
kat.
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Latka () CAS &slo EINECS &slo | Fyzikdlny stay | Tiodnota | GHS kat.in | GHS kat. in
mn vivo vitro yivo
heptyl-butyrét 5870-93-9 227-526-5 | kvapalina 1,7 | ziadna nepovinna
kat. kateg.
kat. 3
hexyl-2-hydroxybenzodt 6259-76-3 228-408-6 | kvapalina 2 Ziadna nepovinnd
kat. kat. 3
triizobutyl-fosfat 126-71-6 204-798-3 | kvapalina 2 kat. 2 nepovinna
kat. 3
dekdn-1-ol 112-30-1 203-956-9 kvapalina 2,3 kat. 2 kat. 2
3-p-kumenyl-2- 103-95-7 203-161-7 | kvapalina 2,3 | kat. 2 kat. 2
metylpropandl
1-brémhexan 111-25-1 203-850-2 kvapalina 2,7 kat. 2 kat. 2
2-chlér metyl-3,5-dimetyl-4- | 86604-75-3 434-680-9 | pevnd latka 2,7 kat. 2 kat. 2
metoxypyridin hydrochlorid
2-(4-metylcyklohex-3- 98-55-5 202-680-6 | kvapalina 2,7 | kat. 2 kat. 2
enyl)propdn-2-ol
dipropyldisulfin 629-19-6 211-079-8 | kvapalina 3 ziadna kat. 2
kat.
butyl-metakryldt 97-88-1 202-615-1 | kvapalina 3 kat. 2 kat. 2
benzénetiol, 5- (1,1 7340-90-1 438-520-9 kvapalina 3,3 kat. 2 kat. 2
dimetyletyl)-2-metyl
1-metyl-3-fenyl-1-piperazin 5271-27-2 431-180-2 | pevnd latka 33 | kat. 2 kat. 2
heptandl 111-71-7 203-898-4 | kvapalina 4 kat. 2 kat. 2

() 20 referen¢nych latok predstavuje reprezentativny vyber z 58 latok, ktoré sa povodne pouzivali na overenie referencénej met6dy 1
(EpiSkin™). Kompletny zoznam testovacich latok a kritérid ich vyberu si k dispozicii (5).

Latky uvedené v tabulke 2 poskytuja reprezentativne rozdelenie 58 latok, ktoré sa pouzili pri medzindrodnej validacnej
stadii ECVAM o podrazdeni koze (1). Ich vyber sa zakladd na tychto kritéridch:

— latky st komer¢ne dostupné,

— reprezentujd cely rad vysledkov drdzdivosti Draizovho testu (od nedrdzdiacich az po silne drdzdiace),

— maju dobre definovant chemickd §truktiru,

— reprezentuji reprodukovatelnost a schopnost progndzy overenej metddy, ako je stanovené vo valida¢nej Studii
ECVAM,

— reprezentuji chemickd funkénost pouzitti pri validacnom procese,

— nesuvisia s extrémne toxickym profilom (napr. karcinogénnym alebo toxickym pre reprodukény systém) a nesd-
visia s obmedzujtcimi ndkladmi na odstrdnenie.

Vymedzené hodnoty presnosti a spolahlivosti

Vykonnost (citlivost, $pecifickost, miera nespravneho negativu a miera nespravneho pozitivu a presnost) navrhovanej
testovacej metddy by mala byt porovnatelnd s hodnotami overenej referencnej metddy 1 (tabulka 3), t. j. citlivost by
mala byt vyssia alebo sa rovnat (2) 80 %, $pecifickost by mala byt vyssia alebo sa rovnat (=) 70 % a presnost by mala
byt vyssia alebo sa rovnat (=) 75 %. Vypocitanie vykonnosti by sa malo vykonat pomocou vietkych klasifikdcif ziska-
nych pre 20 latok v rozli¢nych zicastnenych laboratéridch. Klasifikdcia pre kazda latku v kazdom laboratériu by sa
mala ziskat s pouZitim strednej hodnoty Zivotaschopnosti za rozlicné vykonané pokusy (minimalne tri platné pokusy).
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Vykonnost overenej referen¢nej metddy 1 (')

Tabulka 3

Testovacia Miera Miera
metd dal Pocet ldtok Citlivost Specifickost nespravneho nespravneho Presnost
eto negativu pozitivu

Overena 58 87,2 % (3 71,1 % (3) 12,8 % 29,9 % 74,7 %
referencnd

metdda 1 (1)

Overena 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %
referencnd

metdda 1 (1)

(1) Episkin™.
(%) Na zdklade 13 drazdivych ldtok kategérie 2 GHS.
(}) Na zaklade 45 drazdivych latok kategorie 3 GHS alebo chemickych latok, ktoré podla GHS nepatria do Ziadnej kategérie.

Spolahlivost navrhovanej testovacej met6dy by mala byt porovnatelnd so spolahlivostou overenych referenénych metdd.

Vniitrolaboratérna reprodukovatelnost

Hodnotenie vnutrolaboratérnej variability by malo dokdzat stlad s klasifikiciami (kategéria 2/Ziadna kategéria) ziska-
nymi pri inych, nezdvislych pokusoch 20 referencnych ldtok v rdmci jedného laboratéria, ktory je vyssi ako alebo sa
rovnd (2) 90 %.

Medzilaboratérna reprodukovatelnost

Hodnotenie medzilaboratérnej reprodukovatelnostinie je nevyhnutné, ak sa navrhovand testovacia metéda pouziva len
v jednom laboratériu. Pre metddy, ktoré by sa mali prendsat medzi laboratériami, by mal byt stlad s klasifikdciami (ka-
tegoria 2[Ziadna kategoria) ziskanymi pri inych, nezdvislych pokusoch 20 referen¢nych ldtok najlepsie medzi minimal-

I~

ne tromi laboratériami vyssi ako alebo sa rovnat (2) 80 %.
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() Tabulka 3 poskytuje vykonnost overenej referencnej metddy 1 s ohladom na jej schopnost spravne identifikovat drazdivé latky (katego-

ria 2 GHS OSN) a neklasifikované latky (Ziadna kategéria vrtane nepovinnej kategorie 3) pre 58 a 20 referencnych latok (tabulka 2).



L 220/36

Uradny vestnik Eurépskej tinie

24.8.2009

1.1.

1.2.

PRILOHA IV

C.3. SLADKOVODNE RIASY A SINICE, TEST INHIBICIE RASTU

METODA

T4to metdda je rovnocennd s OECD TG 201 (2006) (1).

UvoD

Testovacie met6dy sa pravidelne reviduji a aktualizujii vzhladom na vedecky pokrok. Bolo potrebné revidovat tes-
tovaciu met6édu C.3 tak, aby zahffiala dalsie druhy a spliiala poziadavky posudzovania rizika a aby bola uvedend
klasifikdcia chemickych latok. Revizia sa uskuto¢nila na zéklade rozsiahlych praktickych skiisenosti, vedeckého po-

kroku v oblasti $tidif toxicity rias a rozsiahleho regula¢ného vyuzitia, ktoré od povodného prijatia met6dy nastali.

VYMEDZENIE POJMOV
Na ticely tejto testovacej metddy sa pouZivajd tieto pojmy a skratky:

Biomasa: je suchd hmotnost Zivej hmoty nachddzajiicej sa v populdcii, vyjadrend ako dany objem, napr. mg
rias/liter testovaného roztoku. ,Biomasa“ je obvykle definovand ako hmotnost, ale v tomto teste sa toto slovo po-
uziva na vyjadrenie hmotnosti na objem. V tomto teste biomasu vyjadruje napr. aj pocet buniek, fluorescencia atd.,
ktoré sa bezne meraju, a teda pouzivanie pojmu ,biomasa“ sa vztahuje aj na tieto ndhradné kritérid.

Koeficient odchylky: je bezrozmernd hodnota premenlivosti parametra definovand ako pomer tandardnej od-
chylky k strednej hodnote. MozZe sa vyjadrit aj ako percentudlna hodnota. Stredny koeficient odchylky priemernej
$pecifickej rychlosti rastu sa v paralelnych kontrolnych kultirach vypocita takto:

1. Vypocitajte % KO priemerného pecifického rastu na zdklade kazdodennych rychlosti rastu/rychlosti rastu po
Castiach pre prislusné paralelky.

2. Vypocitajte strednti hodnotu zo v3etkych hodnot vypocitanych v bode 1 na ziskanie stredného koeficientu
zmeny $pecifickej dennej rychlosti rastu/Specifickej rychlosti rastu po Castiach v paralelnych kontrolnych
kultdrach.

EC,: je koncentrécia testovanej ldtky rozpustend v testovacom médiu, ktorej ndsledkom je x % (napr. 50 %) zni-
Zenie rastu testovaného organizmu v rdmci stanoveného ¢asu expozicie (je potrebné vyslovne uviest, ak sa odchy-
Tuje od celkovej alebo obvyklej dizky testu). Na jednoznaéné zaznamenanie hodnoty EC odvodenej od rychlosti
rastu sa pouziva symbol ,E,C* alebo symbol ,E,C* na zaznamenanie hodnoty z vytazku.

Rastové médium: je kompletné syntetické kultivatné médium, v ktorom testovand riasa rastie v pritomnosti tes-
tovanej latky (expozicii, ktorej je vystavend). Testovand ldtka sa za normdlnych podmienok rozpusti v testovanom
médiu.

Rychlost rastu (priemernd Specifickd rychlost rastu): je logaritmickym ndrastom biomasy pocas ¢asu expozicie
testovanou latkou.

Najnizsia koncentrécia s pozorovatelnymid¢inkami (LOEC): je najniZsia testovand koncentrécia, pri ktorej sa
pozoruje, Ze litka ma Statisticky vyznamny tGi¢inok na zniZenie rastu (pri p < 0,05) v porovnani s kontrolou v rdm-
ci daného ¢asu expozicie. Skodlivy Géinok vietkych testovanych koncentracii nad LOEC sa viak vzdy rovn4 alebo
je vacsi ako tcinky pozorované pri LOEC. Ak nie st splnené tieto dve podmienky, je potrebné poskytnit tiplné
vysvetlenie, akym sposobom sa zvolila LOEC (a teda aj NOEC).

Koncentricia bez pozorovaného a¢inku (NOEC): je testovand koncentricia bezprostredne pod LOEC.
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Hodnota reakcie: je premennd hodnota na odhad toxicity odvodend z akychkolvek stanovenych parametrov opi-
sujucich biomasu roznymi metédami vypoctu. V pripade tejto metddy s rychlosti rastu a vytazok hodnotami re-
akcie odvodenymi priamo z merania biomasy alebo uvedenych ndhradnych parametrov.

Specifick4 rychlost rastu: je hodnota premennej reakcie definovana ako kvocient rozdielu prirodzenych logarit-
mov parametra pozorovania (v tejto testovacej metéde biomasy) a prislusného ¢asového intervalu.

Vytazok: je hodnota meranej premennej na konci ¢asu expozicie minus hodnota meranej premennej na zaciatku
Casu expozicie na vyjadrenie ndrastu biomasy pocas testu.

POUZITELNOST TESTU

Této testovacia metdda sa dd najl'ahsie pouzit pre litky rozpustné vo vode, pri ktorych sa predpokladd, ze za pod-
mienok testu zostdvajti vo vode. V pripade testovania latok, ktoré st prchavé, silne sa adsorbujd, st sfarbené, s niz-
kou rozpustnostou vo vode, alebo litky, ktoré mozu ovplyvnit dostupnost Zivin alebo minerdlnych latok
v testovacom médiu, mozu byt potrebné urcité modifikdcie uvedeného postupu (napr. uzatvoreny systém, tiprava
testovacich nddob). Usmernenia k niektorym vhodnym tpravdm st uvedené v (2) (3) a (4).

PRINCIP TESTU

Cielom tohto testu je stanovit G¢inky latky na rast sladkovodnych mikrorias afalebo sinic. Exponencidlne rasttice
testované organizmy st vystavené testovanej litke v jednorazovych kultdrach obvykle pocas 72 hodin. Napriek po-
merne kratkej dlzke testu sa mozu hodnotit G¢inky na niekolkych generacidch.

Reakciou systému je zniZenie rastu v sérii kultdr rias (testované jednotky) vystavenych roznym koncentracidm tes-
tovanej latky. Reakcia sa hodnotila ako funkcia expozi¢nej koncentracie v porovnani s priemernym rastom para-
lelnych, nevystavenych kontrolnych kultdr. Na preukdzanie tiplnej reakcie systému na toxické G¢inky (optimdlna
citlivost) sa kulttiram umozni neobmedzeny exponencidlny rast v podmienkach s vhodnymi Zivinami a nepretrzité
svetlo pocas asu postacujiicecho na meranie zniZenia $pecifickej rychlosti rastu.

Rast a inhibicia rastu sa kvantifikuji stanovenim biomasy rias ako funkcie ¢asu. Biomasa rias je definovand ako su-
chd hmotnost na objem, napr. mg rias/liter testovaného roztoku. Suchd hmotnost sa vak zlozito stanovuje, a pre-
to sa pouzivaju nahradné parametre. Z tychto ndhradnych parametrov sa najcastejsie pouziva pocet buniek. Iné
néhradné parametre zahffiajii objem buniek, fluorescenciu, optickd hustotu atd.. Je potrebné poznat prepocitavaci
koeficient medzi meranym nahradnym parametrom a biomasou.

Kone¢nym bodom testu je inhibicia rastu vyjadrend ako logaritmicky ndrast biomasy (priemernd $pecifickd rych-
lost rastu) pocas €asu expozicie. Z priemernych Specifickych rychlosti rastu zaznamenanych v sérii testovanych roz-
tokov sa stanovi koncentrécia, ktord sposobuje Specifickti x % inhibiciu rychlosti rastu (napr. 50 %), a vyjadri sa
ako E,C, (napr. E,Cs).

Na uplatnenie tejto metédy v regulacnom rdmci EU by sa mal vypocet vysledkov opierat o priemernt 3pecifickii
rychlost rastu z dovodov uvedenych v odseku 2.2. Dalsou hodnotou reakcie pouZitou v tejto testovacej metdde je
vytazok, ktory sa v niektorych krajindch vyzaduje na splnenie $pecifickych regula¢nych poziadaviek. Definovany je
ako biomasa na konci ¢asu expozicie minus biomasa na zaciatku ¢asu expozicie. Z vytazkov zaznamenanych v sé-
rii testovanych roztokov sa stanovi koncentrécia, ktord sposobuje Specifickd x % inhibiciu vytazku (napr. 50 %),
a vypocita sa a vyjadrf ako E C; (napr. E Cs).

Okrem toho mozZno Statisticky stanovit najnizsiu koncentraciu s pozorovatelnymi a¢inkami (LOEC) a koncentra-
ciu bez pozorovaného ti¢inku (NOEC).

INFORMACIE O TESTOVANEJ LATKE

Informdcie o testovanej latke, ktoré mozu byt uzitocné pri stanovovani testovacich podmienok, zahffiaja $truktu-
rdlny vzorec, Cistotu, svetelnd stélost, stabilitu pri skiSobnych podmienkach, vlastnosti tykajice sa absorpcie svet-
la, pKa a vysledky $tadif transformdcie vratane biologickej odburatelnosti vo vode.
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Rozpustnost vo vode, rozdelovacikoeficient oktanol-voda (P,,) a tlak pary testovanej litky musia byt zndme a mu-
si byt k dispozicii validovand metdda na kvantifikdciu litky v testovanych roztokoch so zaznamenanou vytazno-
stou a detekény limit.

REFERENCNA LATKA

Referen¢nd(-é) latka(-y), ako napr. 3,5-dichlérfenol, pouzivané v medzindrodnej kruhovej skiiske (4) sa moze(-u)
testovat ako prostriedok kontroly postupu testu. Pre zelené riasy sa moze pouZit ako referencna latka aj dvojchro-
man draselny. Referen¢nt ldtku je potrebné testovat aspon dvakrat do roka.

PLATNOST TESTU
Test je platny, ak st splnené tieto kritérid:

— Biomasa v kontrolnych kultdrach sa musi exponencidlne zvysit aspon o faktor 16 pocas 72-hodinového ¢asu
testu. To je v stilade so Specifickou rychlostou rastu 0,92 deii™*. Rychlost rastu je obvykle podstatne vyssia pre
najcastejsie pouzivané druhy (pozri dodatok 1). Toto kritérium sa nemusf splnit, ak sa pouzivaja druhy, ktoré
rastii pomalsie ako druhy, ktoré s uvedené v dodatku 1. V tomto pripade sa Cas testu predlzi, aby sa dosiahol
aspon 16-ndsobny rast v kontrolnych kulttrach, pricom pocas trvania testu musi byt rast exponencidlny. Tr-
vanie testu sa moZe skratit najmenej na 48 hod., aby sa zachoval neobmedzeny exponencidlny rast pocas tes-
tu, pokial sa dosiahol minimélny multiplikacny faktor 16.

— Priemerny koeficient odchylky pre $pecifické rychlosti rastu po ¢astiach (dni 0 - 1,1 -2a 2 - 3 pre 72-
hodinové testy) v kontrolnych kulttrach (pozri oddiel 1.2 pod ndpisom ,koeficient odchylky“) nesmie byt vic-
§f ako 35 %. Pozri druhy odsek v oddiele 2.2.1 na vypocet $pecifickych rychlosti rastu po castiach. Toto
kritérium plati na strednti hodnotu koeficientov odchylky vypocitanti pre paralelné kontrolné kultdry.

— Koeficient odchylky priemernych $pecifickych rychlosti rastu pocas celého Casu testu v paralelnych kontrol-
nych kultirach nesmie byt vacsi ako 7 % v testoch s Pseudokirchneriella subcapitata a Desmodesmus subspicatus.
Pre iné, menej Casto testované druhy nesmie hodnota presiahnut 10 %.

OPIS METODY
Pristroje

Testovacie nddoby a iné pristroje, ktoré prichddzaji do styku s testovanymi roztokmi, musia byt celé zo skla alebo
iného chemicky inertného materidlu. Predmety sa musia dokladne umyt, aby sa zabezpecilo, Ze Ziadne organické
ani anorganické kontaminanty neovplyvnia rast rias ani zloZenie testovanych roztokov.

Testovacimi nddobami st zvycajne sklené banky s rozmermi, ktoré umoznia dostacujtici objem kulttry pre mera-
nia pocas testu a prenos dostatocného mnozstva CO, z atmosféry (pozri druhy odsek v oddicle 1.8.9). Pamitajte,
ze objem kvapaliny musi byt postacujici pre analytické stanovenia (pozri piaty odsek v oddiele 1.8.11).

Okrem toho budd potrebné niektoré z tychto zariadent:

—  pristroj na kultivaciu: miestnost alebo priestor, v ktorom sa moze udrziavat inkuba¢nd teplota v rozmedzi
+2°G

—  pristroje na meranie svetla: je dolezité pripomendt, Ze metéda merania intenzity svetla, a najma typ receptora
(kolektora) ovplyvni hodnotu merania. Merania by sa mali prednostne uskutocnit s pouzitim gulovych (4 m)
receptorov (ktoré reagujli na priame a odrazené svetlo zo vSetkych uhlov nad a pod rovinou merania) ale-
bo 2 m receptora (ktory reaguje na svetlo zo vetkych uhlov nad rovinou merania);

—  pristroj na stanovenie biomasy rias. Pocet buniek, ktory je najcastejsie pouzivanym ndhradnym parametrom
za biomasu rias, sa moze vypocitat s pouzitim elektronického pocitadla castic, mikroskopu s pocitacou ko-
morkou alebo prietokovym cytometrom. Iné ndhradné parametre za biomasu mozno zmerat s pouZitim prie-
tokového cytometra, fluorimetra, spektrofotometra alebo kolorimetra. Na vypocet je potrebny prepocitavaci
faktor vztahujici sa na pocet buniek na suchd hmotnost. Na zabezpecenie potrebnych merani pri nizkych
koncentracidch biomasy s pouzitim spektrofotometra moze byt potrebné pouzit kyvety s drdhou svetla as-
pon 4 cm.
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Testovacie organizmy

Mozu sa pouzit viaceré druhy volne rasttcich mikrorias a sinic. Ukdzalo sa, Ze kmene uvedené v dodatku 1 st vhod-
né pre postup testu uvedeny v tejto testovacej metdde.

V pripade pouzitia inych kmenov je potrebné uviest v sprave o teste kmen/alebo povod. Musi byt potvrdené, Ze sa
moze zachovat exponencidlny rast zvolenej testovanej riasy pocas Casu testu za obvyklych podmienok.

Rastové médium

Odportcajua sa dve alternativne rastové médid, OECD a AAP médium. ZloZenie tychto médif je uvedené v dodat-
ku 2. Pamitajte, Ze pociatocnd hodnota pH a kapacita timenia (regulujiica ndrast pH) oboch médif je rozdielna.
Z tohto dovodu mozu byt vysledky testov odlisné v zdvislosti od pouzitého média, najmi ak sa testuji ionizujtice
latky.

Na ur¢ité acely moze byt potrebné modifikovat rastové médium, napr. ked'sa testujti kovy a chelata¢né ¢inidld, ale-
bo pri testovani pri roznych hodnotich pH. Pouzitie modifikovaného média sa musi podrobne opisat
a odovodnit (3) (4).

Pociato¢nd koncentricia biomasy

Pociatocnd biomasa v testovanych kultiirach musi byt rovnaka vo vetkych testovanych kulttarach a dostato¢ne
nizka, aby umoznila exponencidlny rast pocas inkuba¢ného ¢asu bez rizika vycerpania Zivin. Pociato¢nd biomasa
by nemala byt vyssia ako 0,5 mg/l, vyjadrend ako susina. Odportcaju sa tieto pociatocné koncentracie buniek:

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

Koncentricie testovanej litky

Rozsah koncentricii, v ktorych sa mozu tcinky prejavit, sa moze stanovit na zdklade vysledkov testov na zistenie
rozsahu. Pre konecny definitivny test sa zvoli aspon pit koncentrécii usporiadanych v geometrickom rade s fak-
torom maximélne 3,2. Pre testované latky vykazujiice plochii krivku reakcie na koncentrdciu sa méze zvolit vyssi
faktor. Séria koncentrécii musi prednostne pokryvat rozmedzie 5 % — 75 % inhibicie rychlosti rastu rias.

Paralelky a kontroly

Test sa uskutocni s tromi paralelkami pri kazdej testovanej koncentrécii. Ak sa nevyzaduje stanovenie NOEC, moze
sa test pozmenit a zvysit pocet koncentrécii a znizif pocet paraleliek na koncentraciu. Musia byt aspon 3 kontrolné
paralelky a teoreticky by sa mal pouzit dvojndsobny pocet paraleliek pre kazdi testovand koncentraciu.

Moze sa pripravit oddeleny stbor testovacich roztokov na analytické stanovenie testovanej ldtky (pozri 3tvrty
a Siesty odsek v oddiele 1.8.11).

Ak sa na rozpustenie testovanej ldtky pouziva rozpuastadlo, musia sa v teste pouzit dalsie kontroly obsahujice roz-
pustadlo v rovnakej koncentrécii, ako sa pouziva v testovanych kultdrach.

Priprava inokula

Na prisposobenie testovanych rias testovacim podmienkam a zabezpecenie, aby sa riasy nachddzali v exponencidl-
nej faze rastu, ked'sa pouzivajii na inokuldciu testovacich roztokov, sa pripravi inokulum v testovacom médiu 2 —
4 dni pred zaciatkom testu. Biomasa rias sa musi upravit, aby sa v inokule umoznil exponencidlny rast do zaciatku
testu. Inokulum sa inkubuje za rovnakych podmienok ako testované kultdry. V inokule sa meria ndrast biomasy,
aby sa zabezpecilo, Ze rast je v obvyklom rozsahu ako v pripade testovaného kmena za podmienok kultivacie. Pri-
klad postupu na kultivéciu rias je opisany v dodatku 3. Aby sa zabrénilo si¢asnému rozdeleniu buniek pocas testu,
moze byt potrebné uskutocnit druhy krok na rozmnoZzenie inokula.



L 220/40

Uradny vestnik Eurépskej tinie

24.8.2009

1.8.8.

1.8.9.

1.8.10.

1.8.11.

Priprava testovacich roztokov

Vsetky testovacie roztoky musia obsahovat rovnaké koncentrécie rastového média a pociato¢nej biomasy testova-
nej riasy. Testovacie roztoky zvolenych koncentracif sa pripravuji obvykle zmiesanim zdsobného roztoku testo-
vanej latky s rastovym médiom a inokulom. Zdsobné roztoky sa pripravuji obvykle rozpustenim latky v testovacom
médiu.

Rozpustadld, napr. acetdn, t-butyl alkohol a dimetylformamid, sa moézu pouzit ako nosice na pridévanie do testo-
vacieho média ldtok s nizkou rozpustnostou vo vode (2) (3). Koncentrdcia rozputstadla nesmie byt vyssia ako
100 pl/l a rovnakd koncentrécia rozpuastadla sa musi pridat do vsetkych kultir (vritane kontrol) v testovanej sérii.

Inkubdécia

Uzavrite testovacie nddoby zdtkami prepuastajicimi vzduch. Nddoby sa pretrepd a umiestnia do kultiva¢ného pri-
stroja. Pocas testu je potrebné ponechat riasy v suspenzii a umoznit prenos CO,. Preto je potrebné neustdle trepanie
alebo miesanie. Kulttiry sa musia uchovavat pri teplote v rozmedzi 21 °C az 24 °C s presnostou + 2 °C. Pre iné dru-
hy, ako st uvedené v dodatku 1, napr. pre tropické druhy, mézu byt vhodné vyssie teploty pod podmienkou, ze
budd splnené kritérid platnosti. Odporaca sa umiestnit banky ndhodne a denne ich v inkubdtore premiestiiovat.

Pocas testu by sa pH kontrolného média nemalo zvysit o viac ako 1,5. Pre kovy a zli¢eniny, ktoré sa ¢iastocne io-
nizuju pri pH okolo testovacicho pH, moze byt potrebné limitovat kolisanie pH, aby sa ziskali reprodukovatelné
a presné vysledky. Odchylka < 0,5 pH je technicky moznd a dd sa dosiahnut zabezpecenim prisunu dostatocného
mnoZstva CO, z okolitého vzduchu do testovacieho roztoku, napr. zvysenim rychlosti trepania. Inou moznostou
je znizit spotrebu CO, zniZenim pociatocnej biomasy alebo dlzky testu.

Priestor, kde sa kultdry inkubuja, musi byt kontinudlne osvetleny rovnomernym fluorescenénym osvetlenim, napr.
studenym bielym svetlom alebo dennym svetlom. Kmene rias a sinice sa odli§uju, pokial ide o poziadavky na svet-
lo. Je potrebné zvolit takd intenzitu, ktord vyhovuje pouzitému testovanému organizmu. Pre odportcané druhy
zelenych rias sa zvoli intenzita svetla na drovni testovacich roztokov z rozsahu 60 — 120 pE-m™~*s~' pri merani vo
fotosynteticky tcinnom rozsahu vinovej dizky 400 — 700 nm s pouzitim vhodného receptora. Niektoré druhy,
najmd Anabaena flos-aquae, rast dobre pri nizej intenzite svetla a pri vysSej intenzite sa mozu poskodit. Pre takéto
druhy je potrebné zvolit priemernd intenzitu svetla v rozmedz{ 40 — 60 pE-m™2:s™". (Pre pristroje na meranie svetla
kalibrované v luxoch prislusné rozmedzie 4 440 — 8 880 luxov pre studené biele svetlo zodpovedd priblizne od-
portcanej intenzite svetla 60 — 120 pE:m2s7".) Pocas inkubdcie nesmie intenzita svetla kolisat viac ako * 15 %
priemernej intenzity svetla.

Dizka testu

Di7ka testu je obvykle 72 hodin. Di7ka testu sa viak moze skrétit alebo predzit pod podmienkou, Ze budd splnené
vietky kritérid platnosti v oddiele 1.7.

Merania a analytické stanovenia

Pocas trvania testu sa v kazdej banke stanovuje mnoZzstvo biomasy minimalne jedenkrat za den. Ak sa merania
uskuto¢iiujii s malymi objemami odobratymi z testovacieho roztoku pipetou, netreba ich nahradit.

Meranie biomasy sa uskuto¢iiuje manuélne pocitanim buniek pomocou mikroskopu alebo elektronickym pocitad-
lom castic (ako pocet buniek afalebo biologicky objem). MoZu sa pouzit alternativne techniky, napr. prietokova cy-
tometria, in vitro alebo in vivo chlorofylovd fluorescencia (6) (7), alebo optickd hustota, a uspokojivii korelaciu
s biomasou mozno preukdzat mnozstvom biomasy vyskytujicim sa v teste.

pH roztokov sa meria na zaciatku a na konci testu.

Ak je dostupny analyticky postup na stanovenie testovanej latky v pouzitom rozsahu koncentrécie, musia sa tes-
tovacie roztoky analyzovat, aby sa skontrolovali pociatocné koncentracie a ¢i sa pocas testu zachovavaji expo-
zi¢né koncentricie.
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1.8.12.

1.8.13.

1.8.14.

Analyza koncentracie testovanej latky na zaciatku a na konci testu nizkej a vysokej testovanej koncentracie a kon-
centracie okolo predpokladaného EC,, moze byt dostacujiica, ak je pravdepodobnost, Ze expozi¢né koncentrécie
sa budd odlisovat o menej ako 20 % nomindlnych hodnot pocas testu. Odportica sa analyza vsetkych testovanych
koncentracif na zaciatku a na konci testu, ak nie je pravdepodobné, Ze koncentracie budii v rozmedzi 80 % - 120 %
nomindlnych hodnot. Pre prchavé, nestabilné alebo silne sa adsorbujtce testované latky sa odportca dalsi odber
vzoriek na analyzu v 24-hodinovych intervaloch pocas expozi¢ného ¢asu, aby sa lepsie stanovil ibytok testovanej
latky. Pre tieto litky budd potrebné dalsie paralelky. Vo vsetkych pripadoch je potrebné stanovit koncentrécie tes-
tovanej latky iba v jednej paralelnej nddobe na kazdd testovand koncentraciu (alebo na obsahy nadob rozdelené
do paraleliek).

S testovacim médiom pripravenym osobitne na analyzu expozi¢nych koncentracif pocas testu sa musi zaobcha-
dzat rovnako ako s tymi, ktoré sa pouZzivaji na testovanie, t. j. musia sa inokulovat riasami a inkubovat za rovna-
kych podmienok. Ak sa vyzaduje analyza rozpustenej testovanej litky, moze byt potrebné separovat riasy od média.
Na separdciu sa prednostne pouzije centrifugdcia pri nizkom g, dostato¢nom na usadenie rias.

Ak je dokdzané, Ze koncentricia latky, ktord sa md testovat, je v uspokojivej miere zachovand v rozmedzi + 20 %
nomindlnej hodnoty alebo nameranej pociatocnej koncentracie pocas testu, analyza vysledkov moze byt zalozend
na nomindlnych hodnotich alebo nameranych pociato¢nych hodnotach. Ak je odchylka od nominélnej alebo na-
meranej pociatocnej koncentrdcie vicsia ako * 20 %, analyza vysledkov musi byt zaloZend na geometrickej stred-
nej koncentracii pocas expozicie alebo na modeloch opisujtcich pokles koncentracie testovanej ldtky (3) (8).

Inhibicny test rias je dynamickej$im testovacim systémom ako vécsina inych kratkodobych testov toxicity pre vod-
né prostredie. V dosledku toho moze byt zlozité stanovit skuto¢né expozi¢né koncentracie, najma pre adsorbujtice
sa latky testované pri nizkych koncentracidch. V takychto pripadoch abytok latky z roztoku na zdklade adsorpcie
s narastajiicim mnoZstvom biomasy rias neznamend, Ze sa z testovacieho systému stratil. Pri analyze vysledku tes-
tu by sa malo skontrolovat, ¢i zniZenie koncentracie testovanej latky v priebehu testu sprevadza zniZenie inhibicie
rastu. Ak dno, moze sa zvazit vhodny model, ktory opisuje pokles koncentrécie testovanej latky (8). Ak nie, moze
sa vyzadovat, aby bola analyza vysledkov zaloZend na pociato¢nych (nomindlnych alebo nameranych)
koncentrécidch.

Iné pozorovania

Musi sa uskuto¢nit mikroskopické pozorovanie na overenie normalneho a zdravého vzhladu inokula a na zistenie
akéhokolvek neobvyklého vzhladu rias (€0 méze byt zapri¢inené expoziciou testovanej litky) na konci testu.

Limitny test

V urcitych situdcidch, napr. ked z predbezného testu vyplyva, Ze testovand ldtka nemd Ziadne toxické tic¢inky pri
koncentrécidch do 100 mg-1™" alebo do jej limitu rozpustnosti v testovacom médiu (podla toho, ktord hodnota je
nizsia), sa moze uskutocnit limitny test umozfiujici porovnanie reakcif v kontrolnej skupine a jednej o3etrenej sku-
pine (100 mg1™! alebo koncentracia rovnakd ako limit rozpustnosti). Dérazne sa odporica, aby to bolo zalozené
na analyze expozi¢nej koncentrécie. Na limitny test platia vietky uz uvedené testovacie podmienky a kritérid plat-
nosti s vynimkou, Ze musi byt aspon Sest oSetrenych paraleliek. Hodnoty reakcie v kontrolnej a oSetrenej skupine
sa mdzu analyzovat s pouzitim Statistického testu na porovnanie strednych hodnot, napr. Studentov t-test. Ak va-
riancie v oboch skupindch nie st rovnaké, je potrebné uskutocnit t-test upraveny na nerovnaké variancie.

Modifikécia pre silno sfarbené litky

Ozarovanie (intenzita svetla) by malo byt na najvy$Som konci rozsahu predpisanom v tejto testovacej metdde:
120pE m-2 s-1 alebo vyssie.

Dréha svetla by sa mala skratif zmen3senim obsahu testovacich roztokov (v rozpati 5 — 25 ml).

Na dosiahnutie vysokej frekvencie vystavenia rias velkému oZiareniu na povrchu kultiry je potrebné dostatocné
pretrepanie (napriklad miernym zatrasenim).
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2.

2.1.

2.2.

UDAJE

VYTVORENIE RASTOVYCH KRIVIEK

Biomasa v testovacej nddobe moze byt vyjadrend v jednotkdch nahradného parametra pouzitého na meranie (napr.
pocet buniek, svietivost).

Na vytvorenie rastovych kriviek usporiadajte do tabulky stanovené koncentrdcie biomasy v testovanych kultdrach
a kontroldch spolu s koncentraciami testovaného materidlu a ¢asmi merania zaznamenanymi s rozliSenim aspon
na celé hodiny. V tomto prvom $tddiu mozu byt uzitocné obe stupnice, logaritmickd aj linedrna, ale logaritmickd
stupnica je povinnd a obvykle lepsie vyjadruje parametre charakterizujiice rast pocas trvania testu. Pamdtajte, Ze
exponencidlny rast je vyjadreny priamkou, ak sa vytvori na logaritmickej stupnici, a Ze sklon ¢iary (zoSikmenie)
oznacuje Specificki rychlost rastu.

Grafické zndzornenie slizi na kontrolu, ¢i kontrolné kultdry pocas testu rastd exponencidlne pri predpokladanej
rychlosti rastu. Kriticky preskiimajte vietky experimentélne body a podobu grafov a skontrolujte prvotné tdaje
a postupy v pripade moznych chyb. Skontrolujte najma vsetky experimentélne tdaje, pri ktorych sa predpoklada,
ze sa odchyluji v dosledku systematickej chyby. Ak je zrejmé, Ze sa chyby v postupe dajii zistit afalebo sa pokla-
dajui za vysoko pravdepodobné, konkrétny experimentalny tdaj sa ozna¢i ako extrémna hodnota a nezahrnie sa
do ndslednej statistickej analyzy. (Nulovd koncentracia rias v jednej z dvoch alebo troch paralelnych nddob moze
naznacovat, Ze nddoba nebola spravne inokulovand alebo nebola riadne vy¢istend.) V sprave o teste sa musia jasne
uviest dovody na vyradenie experimentdlneho tdaju ako extrémnej hodnoty. Pripustnymi dovodmi st iba (zried-
kavo) chyby v postupe a nie nepresnost. Statistické postupy v pripade identifikdcie extrémnych hodnot maja ob-
medzené pouZitie pre tento typ problému a nemozu nahradit odborné postdenie. Extrémne hodnoty (takto
oznacené) sa musia prednostne ponechat medzi experimentdlnymi tidajmi uvedenymi v kazdej dalsej grafickej ale-
bo tabulkovej prezentécii tidajov.

HODNOTY REAKCIE

Cielom testu je stanovit G¢inky testovanej ldtky na rast rias. Této testovacia metdda opisuje dve hodnoty reakcie,
kedze ¢lenské krajiny majti rozdielne preferencie a regulacné poziadavky. Aby boli vysledky testu prijatelné vo viet-
kych ¢lenskych krajindch, musia sa vyhodnotit t¢inky s pouzitim oboch hodnot reakcie a) a b), ktoré si uvedené
nizsie:

a)  Priemernd Specifickd rychlost rastu: tito hodnota reakcie sa vypocita na zdklade logaritmického ndrastu bio-
masy pocas Casu testu vyjadreného za def.

b)  Vytazok: touto hodnotou reakcie je mnoZzstvo biomasy na konci testu bez pociatocného mnozstva biomasy.

Na uplatnenie tejto metdy v regulacnom rémci EU by sa mal vypocet vysledkov opierat o priemernti $pecifickt
rychlost rastu z dalej uvedenych dévodov. Je potrebné pripomentit, Zze hodnoty toxicity vypocitané s pouzitim tych-
to dvoch hodnot reakcie nie sti porovnatelné a tento rozdiel sa musi zohladnit pri pouZziti vysledkov testu. EC, hod-
noty zaloZené na priemernej Specifickej rychlosti rastu (E,C,) budi obvykle vyssie ako vysledky zaloZené na vytazku
(E,C,) pri dodrZani testovacich podmienok tejto testovacej metody pre matematicky zdklad prislusnych metéd. Ne-
znamend to rozdiel v citlivosti medzi oboma hodnotami reakcie, ale jednoducho to znamend, Ze hodnoty sa ma-
tematicky odlisuji. Pojem priemernd $pecifickd rychlost rastu je zaloZend na vSeobecnom exponencidlnom modele
rastu rias v nelimitovanych kulttrach, kde sa toxicita stanovuje na zdklade ti¢inkov na rychlost rastu, bez zévislosti
od absoldtnej trovne $pecifickej rychlosti rastu kontroly, od klesania krivky reakcie na koncentraciu alebo dlzky
testu. Naopak je to v pripade vysledkov zalozenych na vytazku ako hodnote reakcie, ktoré st zdvislé od vetkych
tychto dalsich premennych. E, C, je zdvislé od $pecifickej rychlosti rastu druhov rias, ktoré sa pouzivaji v kazdom
teste a od maximalnej §pecifici,<ej rychlosti rastu, ktord sa moZze menit medzi druhmi a dokonca medzi rozdielnymi
kmenmi rias. Tdto hodnota reakcie sa nesmie pouZit na porovnanie citlivosti na toxické latky medzi druhmi rias
alebo dokonca odlisnymi kmenmi. Zatial ¢o sa z vedeckého hladiska na stanovenie toxicity uprednostiiuje pouzitie
priemernej Specifickej rychlosti rastu, aby sa vyhovelo st¢asnym regulaénym poziadavkdm v niektorych krajindch,
do tejto testovacej metddy sa zahrnulo aj stanovenie toxicity zalozené na vytazku.
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2.2.1.

2.2.2.

Priemernd rychlost rastu

Priemernd $pecifickd rychlost rastu pre konkrétny cas sa vypocita ako logaritmus ndrastu biomasy z rovnice pre
kazdd jednotlivii kontrolnt a osetrenti nddobu:

kde:
{y_; je priemernd $pecifickd rychlost rastu od ¢asu i do j

X;  je biomasa v Case i

i

X;  je biomasa v case .

Pre kazd oSetrenti a kontrolnt skupinu vypocitajte strednd hodnotu pre rychlost rastu spolu s odhadmi variancie.

Vypoditajte priemernti $pecifickii rychlost rastu pocas celej dizky testu (obvykle dni 0 - 3) radej s pouzitim ako
pociato¢nej hodnoty nomindlne inokulovanej biomasy ako nameranej po¢iatocnej hodnoty, pretoZe sa tymto spo-
stanovenie malého mnozstva inokula biomasy (napr. prietokovy cytometer), potom sa moze pouZit namerand po-
¢iato¢nd koncentracia biomasy. TieZ stanovte rychlosti rastu po ¢astiach vypocitané ako Specifické rychlosti rastu
pre kazdy dent pocas priebehu testu (dni 0 — 1, 1 — 2 a 2 — 3) a skontrolujte, ¢i je kontrolnd rychlost rastu nadalej
konstantnd (pozri kritérid platnosti, oddiel 1.7). Vyznamne nizsia $pecifickd rychlost rastu v den jeden ako celkova
priemernd $pecifickd rychlost rastu moze indikovat lag fazu. Zatial ¢o lag fizu moZno minimalizovat a prakticky
eliminovat v kontrolnych kultiirach vhodnym namnoZenim pripravnej kulttry, lag fiza v exponovanych kulti-
rach moze indikovat regenerdciu po pévodnom toxickom strese alebo zniZent expoziciu pre tibytok testovanej lat-
ky (vratane sorpcie na biomasu rias) po pociato¢nej expozicii. MoZe sa teda stanovit rychlost rastu po astiach na
vyhodnotenie ¢inkov testovanej latky, ktoré sa vyskytnti pocas casu expozicie. Znaéné rozdiely medzi rychlostou
rastu po Castiach a priemernou rychlostou rastu indikuji odchylku od konstantného exponencidlneho rastu, a to,
ze dokladné preskiimanie rastovych kriviek je zabezpecené.

Vypoditajte inhibiciu rychlosti rastu v percentdch pre kazdi osetrenti paralelku s pomocou rovnice:

_ He—Hr
He

%I, x100

kde:

%l.: percentudlna inhibicia priemernej Specifickej rychlosti rastu
B strednd hodnota priemernej $pecifickej rychlosti rastu () v kontrolnej skupine

py: priemernd $pecifickd rychlost rastu pre oSetrent paralelku.

Ak sa pouzijii rozpustadld na pripravu testovacich roztokov, pouzijii sa vo vypocte percentudlnej inhibicie skor
kontroly s rozpustadlom ako kontroly bez rozpustadiel.

Vytazok

Vytazok sa vypocita ako mnozstvo biomasy na konci testu minus pociato¢né mnozstvo biomasy pre kazdi jed-
notlivi kontrolnd a o$etrenti nddobu. Pre kazdi testovant koncentrdciu a kontrolu vypocitajte strednti hodnotu
V}'Ilt’aiiku sllzolu s odhadmi variancie. Percentudlna inhibicia vytazku (%L,) sa moze vypocitat pre kazdd osetrenti pa-
ralelku takto:

Y.-Y
%Iy=¥><100
C

%1, percentudlna inhibicia vytazku
Yo strednd hodnota vytazku v kontrolnej skupine

Y:  hodnota vytazku pre oSetrend paralelku.
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2.3.

2.4,

VYTVORENIE KRIVKY REAKCIE NA KONCENTRACIU

Zaznamenajte do grafu percento inhibicie proti logaritmu koncentricie testovanej litky a pozorne graf skontro-
lujte a nezohladnite Ziadny experimentdlny tidaj, ktory bol vyliceny v prvej faze ako extrémna hodnota. Plynulou
¢iarou spojte body volne alebo pocitacovou interpoldciou na stanovenie prvych vysledkov o vztahu medzi kon-
centrdciou a reakciou, potom postupujte presnejsou metédou, prednostne vypoctovou Statistickou metédou. V zé-
vislosti od pldnovaného vyuzitia tidajov, kvality (presnosti) a mnozZstva tidajov, ako aj dostupnosti ndstrojov na
analyzu sa moze rozhodndt (a niekedy odovodnif) zastavit v tomto $tddiu analyzu ddajov a jednoducho od¢itat
kl'a¢ové hodnoty ECs, a EC,, (afalebo EC,() z krivky spojenej volne (pozri aj nizsie uvedend cast o stimulaénych
t¢inkoch). Platné dovody na nepoutzitie Statistickej metédy mozu zahfnat toto:

— Udaje nie st vhodné pre vypoctové metédy, aby poskytli spolahlivejsie vysledky, ako sa dajd ziskat odbor-
nym posudenim — za takychto okolnosti niektoré pocitacové programy mozu dokonca poskytnit nespravne
rieSenie (iterdcie nesma konvergovat atd.).

—  Reakcie stimulovaného rastu nemozno naleZite spracovat s pouzitim dostupnych poéitacovych programov
(pozri nizsie).

STATISTICKE POSTUPY

Cielom je ziskat kvantitativny vztah medzi koncentrdciou a reakciou regresnou analyzou. Mozno pouzit vazent
linedrnu regresiu po uskuto¢nent linearizovanej transformdcie reakénych tdajov — napriklad na probitové alebo lo-
gitové, alebo Weibullove jednotky (9), alebo sa uprednostiiujii techniky nelinedrnej regresie, ktorymi sa lepsie spra-
cuji nepresnosti tidajov, ktorym sa nedd zabranit, a odchylky od hladkych rozdeleni. Priblizenim bud k nulove;j,
alebo k dplnej inhibicii sa takéto nepresnosti mozZu transformaciou zvagsit a ovplyvnit analyzu (9). Je potrebné pri-
poment, Ze Standardné metddy analyzy s pouzitim probitovej, logitovej alebo Weibullovej transformdcie sa pla-
nujii na pouzitie na kvantilne (napr. mortalita alebo prezitie) Gdaje a musia sa modifikovat, aby sa prisposobili
tidajom o raste alebo biomase. Osobitné postupy na stanovenie hodnot EC, zo spojitych tidajov mozno néjst
v (10) (11) a (12). Pouzitie nelinedrnej regresnej analyzy je uvedené dalej v dodatku 4.

Pre kazdd hodnotu reakcie, ktord sa md analyzovat, pouzite vztah medzi koncentrdciou a reakciou na vypocet bo-
dovych odhadov hodnot EC,. Ak je to mozné, je potrebné stanovit 95 % hranice spolahlivosti pre kazdy odhad.
Vhodnost reakénych ddajov na regresny model je potrebné vyhodnotit bud graficky, alebo Statisticky. Regresnd ana-
lyza sa musi uskuto¢nit s pouzitim jednotlivych reakcif paraleliek, nie strednych hodnot osetrenej skupiny. Ak je
viak zostrojenie nelinedrnej krivky zlozité alebo nemozné pre prilis velky rozptyl Gdajov, problému sa dd vyhnit
uskutocnenim regresie na skupinovom zdklade ako prakticky sposob znizenia vplyvu podozrivych extrémnych
hodnoét. Pouzitie tejto moznosti sa musi uviest v sprave z testu ako odchylka od obvyklého postupu, pretoze krivky
zostrojené s jednotlivymi paralelkami nepriniesli dobry vysledok.

EC5, odhady a hranice spolahlivosti sa mozu ziskat aj s pouzitim linedrnej interpoldcie bootstrappingom (13), ak
dostupné regresné modely/met6dy sii nevhodné pre ddaje.

Pre odhad LOEC aj NOEC v pripade t¢inkov testovanej latky na rychlost rastu je potrebné porovnat stredné hod-
noty osetrenej skupiny s pouzitim technik pre analyzu variancie (ANOVA). Strednd hodnota pre kazdd koncen-
traciu sa musi potom porovnat s kontrolnou strednou hodnotou s pouzitim prislusného viacndsobného porovnania
alebo testovacej metddy trendu. MozZe sa pouzit Dunnettov alebo Williamsov test (14) (15) (16) (17) (18). Je po-
trebné stanovit, ¢i je dodrzany ANOVA predpoklad homogenity variancie. Toto stanovenie sa méze uskutocnit gra-
ficky alebo oficidlnym testom (18). Vhodny je Levenov alebo Bartlettov test. Nesplnenie predpokladu homogenity
variancie sa moze niekedy upravit logaritmickou transforméciou ddajov. Ak je heterogenita variancie extrémna
a nedd sa korigovat transformdciou, je potrebné posudit analyzu metédami, ako st napr. ,step-down Jonkheere*
testy trendu. Dalgie informcie o stanoveni NOEC mozno ndjst v (12).

Najnovsi vedecky vyvoj vedie k odporticaniu, aby sa upustilo od koncepcie NOEC a nahradila sa regresiou zaloze-
nou na bodovom odhade EC,. Prislusnd hodnota pre x pre tento test na riasach nebola stanovend. Rozsah 10 % az
20 % sa zdd byt vhodny (v zdvislosti od zvolenej hodnoty reakcie) a prednostne sa musi zaznamenat EC,, a EC,.
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2.5.

2.6.

3.1.

STIMULACIA RASTU

Niekedy sa pri nizkych koncentracidch pozoruje stimuldcia rastu (negativna inhibicia). MoZe to byt v dosledku hor-
mézy (,toxickej stimuldcie®) alebo pridania stimulujicich rastovych faktorov s testovanym materidlom do pouzi-
tého minimélneho média. Pamitajte, Ze pridanie anorganickych zivin by nemalo mat Ziadny priamy t¢inok, pretoze
testovacie médium by malo pocas testu zachovavat nadbytok zivin. Stimuldciu pri nizkych ddvkach mozno igno-
rovat pri vypoctoch ECs, pokial nie je extrémna. Ak je viak extrémna alebo sa md vypocitat hodnota EC, pre nizke
X, mozu sa vyZadovat osobitné postupy. Malo by sa zabranit vypusteniu stimula¢nych reakcif z analyzy ddajov, ak
je to mozné, a ak dostupny softvér na vytvorenie krivky nemoze prijat mald stimuldciu, moze sa pouZit linedrna
interpolacia bootstrappingom. Ak je stimuldcia extrémna, moze sa zvazit model hormézy (19).

NETOXICKA INHIBICIA RASTU

Testovacie materidly absorbujtice svetlo mozu spdsobit znizenie rychlosti rastu, pretoZe tienenie zniZuje mnozstvo
dostupného svetla. Takéto fyzikdlne typy tcinkov je potrebné oddelit od toxickych tc¢inkov modifikdciou podmie-
nok testu, a to je potrebné osobitne uviest v sprave. Informdcie mozno néjst v (2) a (3).

SPRAVA

SPRAVA O TESTE

Spréva o teste musi obsahovat tieto informdcie:

Testovana latka:

— fyzikdlny charakter a prislusné fyzikdlno-chemické vlastnosti vratane limitu rozpustnosti vo vode,
—  chemické identifika¢né ddaje vratane Cistoty.

Testované druhy:

—  kmen, dodévatel alebo zdroj a pouzité podmienky kultivacie.

Testovacie podmienky:

— ddtum zaciatku testu a jeho dizka,

— opis testu: testovacie nddoby, objemy kultdr, hustota biomasy na zaciatku testu,
—  zloZenie média,

— testované koncentricie a paralelky (napr. pocet paraleliek, pocet testovanych koncentrécii a pouzity geome-
tricky rad),

— opis pripravy testovanych roztokov vritane pouzitia rozptstadiel atd".
—  pristroj na kultivciu,

— intenzita svetla a kvalita (zdroj, homogenita),

— teplota,

— testované koncentrécie: nomindlne testované koncentracie a vietky vysledky analyz na stanovenie koncen-
trcie testovanej latky v testovacich nddobéch. V sprave sa musi uviest vytaznost a limit kvantifikdcie v testo-
vacom matrixe,

— vSetky odchylky od tejto testovacej met6dy,
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— metddy na stanovenie biomasy a dokaz vztahu medzi stanovenym parametrom a susinou.
Vysledky:

— pH hodnoty na zaciatku a na konci testu pri vietkych osetreniach,

mnozstvo biomasy v kazdej banke v kazdom meranom bode a metdda merania biomasy,
— rastové krivky (graf mnozstva biomasy proti ¢asu),

— vypocitané hodnoty reakcie pre kazdd osetrent paralelku so strednymi hodnotami a varianénym koeficien-
tom v pripade paraleliek,

—  grafické zndzornenie vztahu koncentrécie a tGi¢inku,

— odhady toxicity pre hodnoty reakcie, napr. ECs,, EC, o, EC,,, a sprievodné intervaly spolahlivosti. Ak sa vy-
pocitavaji, LOEC a NOEC a Statistické metddy pouzité na ich stanovenie,

— ak sa pouziva ANOVA, velkost Gi¢inku, ktory sa stanovil (napr. najmenej vyznamny rozdiel),
—  kazd4 stimuldcia rastu zistend v kazdom osetreni,
— vSetky iné pozorované ucinky, napr. morfologické zmeny rias,

— diskusia k vysledkom vratane kazdého vplyvu na zdver z testu vyplyvajiceho z odchyliek od tejto testovacej
metddy.
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Dodatok 1

Kmene, ktoré sa ukdzali ako vhodné na tcely testu

Zelené riasy

—  Pseudokirchneriella subcapitata (predtym zndma pod ndzvom Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4,

61.81 SAG,

—  Desmodesmus subspicatus (predtym zndma ako Scenedesmus subspicatus), 86.81 SAG.

Rozsievky
—  Navicula pelliculosa, UTEX 664.

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

Zdroje kmefiov

Odporticané kmene st dostupné z kultiir s jednym druhom rias z tychto zbierok (v abecednom poradi):

ATCC: American Type Culture Collection
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110 — 2209

USA

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

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria

LA22 OLP

UK

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

37073 Gottingen

GERMANY

UTEX Culture Collection of Algae

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

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

USA
Vzhlad a charakteristika odporicanych druhov
P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis

Vzhlad zakrivené, ovdlne, vi¢sinou | tycinky retazce ty¢inky

skritené samostatné ovélnych

samostatné bunky buniek

bunky
Velkost (dl. x §.) pm 8§-14x2-3|7-15x3-12 | 7,1 x3,7 4,5x3 6x1
Objem buniek (um?/bunku) | 40 — 60 (1) 60 — 80 () 40 - 50 (1) 30 - 40 (1) 2,5(3)
Susina buniek (mg/bunku) 2-3x10% | 3-4x107" 3-4x10% | 1-2x10% | 2-3x107°
Rychlost rastu (*) (den™) 1,5-1,7 12-1,5 1,4 11-1,4 2,0-24

(") Stanovené elektronickym pocitadlom castic.
(3) Vypocitané z velkosti.
(}) Najcastejsie pozorovand rychlost rastu v OECD médiu s intenzitou svetla priblizne 70 pE-m>s™" a 21 °C.
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Osobitné odpordcania pre kultiviciu a zaobchddzanie s odpordcanymi testovanymi druhmi

Pseudokirchneriella subcapitata a Desmodesmus subspicatus

Tieto zelené riasy sa obvykle lahko uchovévaji v roznych kultivacnych médiach. Informécie tykajiice sa vhodnych médif si
dostupné zo zbierok kultdr. Bunky st obvykle samostatné, bunkovd hustota sa stanovuje jednoducho s pouzitim elektro-
nického pocitadla castic alebo mikroskopu.

Anabaena flos-aquae

Na uchovévanie zdsobnej kultiiry sa mozu pouzit rozne rastové médid. Je mimoriadne dolezité, aby sa pri obnovovani za-
brénilo jednorazovej kultire prekrocit log fézy rastu, v tomto bode je obnova zloZité.

Anabaena flos-aquae vytvara zhluky spletenych retazcov buniek. Velkost tychto zhlukov sa moze menit podla podmienok
kultivicie. MoZe byt potrebné rozdelit tieto zhluky pri poc¢itani pomocou mikroskopu alebo elektronického pocitadla cas-
tic, ktoré sa pouZije na stanovenie mnoZstva biomasy.

Moze sa pouzit sonifikdcia Casti vzoriek na rozbitie retazcov, aby sa zniZila variabilita po¢tu buniek. Dlhsia sonifikdcia, ako
sa vyzaduje na rozbitie retazcov na kratsie tiseky, moze poskodit bunky. Intenzita sonifikdcie a jej trvanie musia byt rovnaké
pri kazdom spracovani.

Spocitajte dostatocné mnozstvo policok na hemocytometri (minimélne 400 buniek) na elimindciu variability. Tym sa zleps{
spolahlivost mikroskopického stanovenia hustoty.

Elektronické pocitadlo ¢astic sa mozZe pouzit na stanovenie celkového objemu buniek druhu Anabaena po rozbiti retazcov
buniek opatrnou sonifikdciou. Je potrebné prisposobit silu sonifikdcie, aby sa zabranilo rozbitiu buniek.

Pouzite vortexovy mixér alebo podobni vhodnii metddu na zabezpecenie toho, Ze suspenzia rias, ktord sa pouZije na ino-
kuldciu testovacich nddob je dobre premiesand a homogénna.

Testovacie nddoby sa musia umiestnit na orbitdlnu trepacku s platformou priblizne pri 150 otdckach za mindtu. Alterna-
tivne sa moze pouZit obcasné miesanie na zniZenie tvorby zhlukov druhu Anabaena. Ak sa vyskytne zhlukovanie, je po-
trebné venovat pozornost tomu, aby sa dosiahli reprezentativne vzorky na stanovenie mnozstva biomasy. Moze byt potrebné
prudké premiesanie pred odberom vzoriek, aby sa rozbili zhluky rias.

Synechococcus leopoliensis

Na uchovavanie zdsobnej kultiry sa moéZu pouzit rozne rastové médid. Informdcie tykajtice sa vhodnych médii st dostupné
zo zbierok kultr.

Synechococcus leopoliensis rastie vo forme samostatnych ty¢inkovitych buniek. Bunky sti velmi malé, ¢o stazuje pouzitie po-
¢itania pomocou mikroskopu pri stanovovani mnozstva biomasy. Uzito¢né sii elektronické pocitadld astic vybavené na po-
¢itanie mensich Castic az velkosti priblizne 1 pm. Vhodné st tiez fluorometrické merania in vitro.

Navicula pelliculosa

Na uchovdvanie zdsobnej kulttiry sa mozu pouzit rozne rastové médid. Informécie tykajtice sa vhodnych médif sii dostupné
z0 zbierok kultir. Pamitajte, Ze do média je potrebné pridat kremicitan.

Navicula pelliculosa moZe za urcitych rastovych podmienok tvorit zhluky. Kvoli produkcii lipidov majii bunky rias niekedy
tendenciu akumulovat vo forme povrchového filmu. Za tychto okolnosti je potrebné prijat osobitné opatrenia pri odobe-
ran{ Ciasto¢nych vzoriek na stanovenie mnozstva biomasy, aby bolo mozné ziskat reprezentativne vzorky. Moze byt po-
trebné prudké premiesanie, napr. s pouzitim vortexového mixéra.
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Dodatok 2

Rastové médid

Moze sa pouzit jedno z tychto rastovych médii:

MédiumOECD: Povodné médium OECD TG 201, tiez podlaISO 8692.

US EPA médium AAP, tiez podla ASTM.

Pri priprave tychto médii sa musi pouzit ¢inidlo alebo chemické latky analytickej kvality a deionizovand voda.

V teste s rozsievkou Navicula pelliculosa sa musi k obidvom médidm pridat Na,SiO;-9H,0, aby sa dosiahla koncentracia

1,4 mg Si/l.

pH média sa dosiahne rovnovdhou medzi uhli¢itanovym systémom média a parcidlnym tlakom CO, v okolitom vzduchu.

ZloZenie média AAP (US. EPA) a média OECD TG 201.

Zlozka EPA OECD

mg]l mM mg/l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,Cl 15,0 0,280
MgCl,6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl,-2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgS0,7(H,0) 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCl,-6(H,0) 0,160 0,000591 0,0640 0,000237
Na,EDTA-2(H,0) 0,300 0,000806 0,100 0,000269 ()
H,BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
MnCl,-4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
ZnCl, 0,00327 | 0,000024 0,00300 0,0000220
CoCl,6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,MoO,-2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 | 0,0000289
CuCl,.2(H,0) 0,000012 | 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 8,1

() Moldrny pomer EDTA a Zeleza je mierne vyssi ako jeden. Zabranuje to vyzrdzaniu Zeleza a zdroven sa
minimalizuje cheldcia tazkych kovov.

Priblizny vztah medzi pH pri 25 °C a moldrnou koncentrdciou hydrogenuhlicitanu je:

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

15 mg[l NaHCO;, pH,, = 7,5 (U.S. EPA médium) alebo 50 mg NaHCOs/l, pH,, = 8.1 (médium OECD).
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ZloZenie prvkov v testovacom médiu

Prvok 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

Priprava média OECD

Zivina Koncentrécia v zdsobnom roztoku
Zéasobny roztok 1: makroZiviny
NH,Cl 1,5 gl
MgCl,-6H,0 1,2 gl
CaCl,-2H,0 1,8 gl
MgSO,:7H,0 1,5 g™
KH,PO, 0,16 gI™!
Zéasobny roztok 2: zelezo
FeCl;-6H,0 64 mgl™!
Na,EDTA-2H,0 100 mg 1™
Zasobny roztok 3: stopové prvky
H;BO, 185 mg1™
MnCl,-4H,0 415 mgl™!
Zn(l, 3 mgl™
CoCl,-6H,0 1,5 mgl™!
Cu(Cl,-2H,0 0,01 mgl™!
Na,Mo0,2H,0 7 mgl™!
Zasobny roztok 4: hydrogenuhlicitan
NaHCO, 50 g1
Na,Si05'9H,0

Zasobné roztoky sterilizujte membrdnovou filtriciou (stredny priemer pérov 0,2 pm) alebo autokldvovanim
(120 °C, 15 min). Skladujte roztoky v tme pri 4 °C.

Zasobné roztoky 2 a 4 neautokldvujte, ale sterilizujte ich membrdnovou filtrdciou.

Pripravte rastové médium pridanim prislusného objemu zdsobnych roztokov 1 — 4 do vody:
Pridajte do 500 ml sterilizovanej vody:

— 10 ml zdsobného roztoku 1

— 1 ml zdsobného roztoku 2

— 1 ml zdsobného roztoku 3

— 1 ml zdsobného roztoku 4.
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Doplite do 1 000 ml sterilizovanou vodou.

Poskytnite dostato¢ny ¢as na vyrovnanie média s atmosférickym CO,, v pripade potreby prebublanim sterilnym filtrova-
nym vzduchom niekolko hodin.

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

Al.3.

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

Al1.3.9.

Al.4.
Al.5.

Al.6.

Priprava média AAP

Pridajte 1 ml kazdého zdsobného roztoku v A1.2.1 — A1.2.7 do priblizne 900 ml deionizovanej alebo destilovanej
vody a potom zriedtena 1 1.

Zéasobné roztoky makrozivin sa pripravuji rozpustenim tychto ldtok v 500 ml deionizovanej alebo destilovanej
vody. Cinidld A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3, a A1.2.4 mozno spojif do jedného zdsobného roztoku.

NaNO; - 12,750 g.

MgCl6H,0 — 6,082 g.

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

Zdsobny roztok mikrozivin — (pozri A1.3).
MgSO,-7H,0 - 7,350 g.

K,HPO, - 0,522 g.

NaHCO, - 7,500 g.

Na,Si0;-9H,0 — pozri pozndmku Al.1.

Pozndmka A1.1. — PouZivajte iba pre testovacie druhy rozsievok. MoZe sa pridat priamo (202,4 mg) alebo pro-
strednictvom zdsobného roztoku, aby sa dosiahla kone¢nd koncentracia Si v médiu 20 mg/l.

Zésobny roztok mikrozivin sa pripravuje rozpustenim tychto litok v 500 ml deionizovanej alebo destilovanej vody:
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,M00,,-2H,0 - 3,630 mg.

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

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

[dindtrium (etyléndinitrilo) tetraacetat].

Na,SeO ,-5H,0 — 0,005 mg. Pozri pozndmku A1.2.

Pozndmka A1.2. — Pouzivajte iba v médiu pre zdsobné roztoky kultdry druhov rozsievok.
Upravte pH na 7,5 £ 0,1 pridanim 0,1 N alebo 1,0 N NaOH, alebo HCL.

Prefiltrujte médium do sterilnej nddoby cez 0,22-um membranovy filter, ak sa md pouzivat poéita¢ Castic, alebo
cez 0,45-um filter v pripade, Ze sa pocita¢ Castic nepouziva.

Uchovévajte médium az do pouzitia v tme pri teplote priblizne 4 °C.
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Dodatok 3

Vzor postupu kultivicie rias

Vseobecné pozorovania
Ucelom kultivicie podla tohto postupu je ziskat kultdry rias na testovanie toxicity.

Musia sa pouzit vhodné met6dy na zabezpecenie, aby kulttry rias neboli infikované baktériami. Axenické kultiry mozu byt
vhodné, ale st potrebné kulttry s jednym druhom rias.

Vsetky ¢innosti by sa mali vykondvat pri sterilnych podmienkach, aby sa zamedzilo kontamindcii baktériami a inymi riasami.

Pristroje a materialy

Pozri v Casti Testovacia metdda: Pristroje.

Postupy na ziskanie kultdr rias

Priprava zivnych roztokov (médi):

Vsetky zivné soli média sa pripravia ako koncentrované zasobné roztoky a skladujii sa v tme a chlade. Tieto roztoky sa ste-
rilizujt filtrdciou alebo autokldvovanim.

Médium sa pripravi pridanim spravneho mnozstva zdsobného roztoku do sterilnej destilovanej vody, pozorne, aby sa za-
brénilo infekcii. V pripade tuhého média sa pridd 0,8 % agaru.

Zdsobnd kultiira:

Zdsobné kultiry st malé kultdry rias, ktoré sa pravidelne prendsaji do cerstvého média, aby sa pouzili ako pociatocny tes-
tovaci materidl. Ak sa kulttiry nepouzivaji pravidelne, naockuja sa do skiimaviek na sikmy agar. Potom sa aspoii raz za dva
mesiace prenesti do ¢erstvého média.

Zasobné kultdry sa kultivuja v kénickych bankdch obsahujicich vhodné médium (objem okolo 100 ml). Ak sa riasy inku-
buja pri 20 °C pri kontinudlnom osvetlent, je potrebny prenos raz tyzdenne.

Prenesie sa také mnoZstvo ,starej“ kultdry sterilnou pipetou do banky s ¢erstvym médiom, aby pociato¢nd koncentrécia rych-
lo rastiiceho druhu bola asi 100-ndsobne mensia ako v starej kultdre.

Stupen rastu druhu sa moze stanovit z rastovej krivky. Ak je toto zndme, mozno ur¢it hustotu, pri ktorej by sa mala kultdra
preniest do nového média. To sa musi vykonat skor, ako kultdra dosiahne staciondrnu fizu rastu.

Pripravnd kultiira:

Pripravnd kultdra je urCend na to, aby poskytla potrebné mnozstvo rias na inokuldciu testovanych kulttr. Pripravnd kulttira
sa inkubuje pri testovacich podmienkach a pouzije sa, pokial je este v exponencidlnom raste, normélne po inkuba¢nom ¢a-
se 2 az 4 dni. Kultiiry rias obsahujtice deformované alebo abnormélne bunky sa musia odstrénit.
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Dodatok 4

Analyza ddajov nelinedrnou regresiou

Vseobecné aspekty

Reakcia v testoch na riasach a inych testoch mikrobidlneho rastu — rast biomasy je svojim charakterom kontinudlna alebo
metrickd premennd — rychlost procesu, ak sa pouzije rychlost rastu, a jeho ¢asovy integrdl, ak sa zvoli biomasa. Obidva sa
vztahuji na zodpovedajicu strednd hodnotu reakcie paralelnych neexponovanych kontrol, ktoré vykazuji maximalnu re-
akciu za podmienok, ktorym st vystavené, pricom svetlo a teplota sti v teste na riasach primdrnymi urcujicim faktormi.
Systém je distribuovany alebo homogénny a na biomasu sa moze nahliadat ako na kontinuum, pricom sa nezohladnujtjed-
notlivé bunky. Rozdelenie variancie typu odpovede v pripade takéhoto systému sa vztahuje iba na experimentélne faktory
(obvykle opisané ako logaritmickonormalne alebo normélne rozdelenia chyby). Co je opakom typickych reakcii pri biolo-
gickych skaskach s kvantdlnymi adajmi, pre ktoré sa tolerancia (typicky binomicky rozdelend) jednotlivych organizmov ¢a-
sto pokladd za dominantny varianény komponent. Reakcie kontrol tu maji hodnotu nula alebo hodnotu pozadia.

V podmienkach bez vyskytu komplikdcii normalizovand alebo relativna reakcia r monoténne klesd z 1 (nulova inhibicia)
k 0 (100 % inhibicia). Pamétajte, Ze so vietkymi reakciami sa spdja chyba a Ze zjavné negativne inhibicie mozno vypocitat
iba ako vysledok nahodnej chyby.

Regresnd analyza

Modely

Regresnd analyza sa zameriava na kvantitativny opis krivky reakcie na koncentréciu vo forme matematickej regresnej funk-
cie Y = f (C) alebo castejsie F (Z) kde Z = log C. Inverzné pouzitie C = ! (Y) umoziuje vypocet hodnot EC, vratane ECs,
EC;4a EC,q aich 95 % limity spolahlivosti. Niektoré jednoduché matematické formy funkcif dokdzu spesne opisat vztahy
medzi koncentrdciou a reakciou ziskané na zdklade testov inhibicie rastu rias. Funkcie zahffiaji napriklad logaritmickd rov-
nicu, nesymetrickd Weibullovu rovnicu a logaritmickonormalnu rozdelovaciu funkciu, z ktorych vsetky tvoria sigmoidné
krivky asymptoticky sa priblizujice k jednej pre C — 0 a nule pre C — nekonecno.

Pouzitie kontinudlnych modelov prahovych funkcii (napr. Koymanov model ,pre inhibiciu popula¢ného rastu®, Kooijman
a kol., 1996) je najnovsim navrhom alebo alternativou asymptotickych modelov. Pri tomto modeli sa nepredpokladaji ti¢in-
ky pri koncentracidch pod urcitou prahovou hodnotou, ECO+, ktord sa odhadne pomocou extrapoldcie vztahu reakcie na
koncentraciu, aby pretala os koncentracie s pouzitim jednoduchej kontinudlnej funkcie, ktord v pociato¢nom bode nie je
diferenciovatelnd.

Pamitajte, Ze analyza moZe byt jednoduchou minimalizéciou stctov rezidudlnych $tvorcov (za predpokladu konstantnej va-
riancie) alebo vazenych stvorcov, ak je heterogenita variancie kompenzovand.

Postup

Mozno uviest nasledujtci postup: zvolte prislusnd rovnicu funkcie Y = f (C) a aproximujte ju na tdaje nelinedrnou regre-
siou. Uprednostnite vyuzitie merani z kazdej jednotlivej banky skor ako stredné hodnoty paraleliek, aby sa z tidajov ziskalo
¢o najviac informdcif. Ak je variancia vysokd, na druhej strane z praktickych skisenosti vyplyva, ze stredné hodnoty para-
lelick mo6zu poskytniit lepsi matematicky odhad, menej ovplyvneny ndhodnymi chybami v tidajoch, ako v pripade kazdého
jednotlivého experimentdlneho bodu.

Zaznamenajte aproximovanu krivku a namerané tdaje a skontrolujte, ¢i je preloZenie krivky spravne. Analyza rezidui moze
byt obzvlast uzito¢nym ndstrojom na tento ucel. Ak zvoleny funkény vztah pouzity na reakciu na koncentraciu neopisuje
dobre celt krivku alebo niektort jej dolezita Cast, ako napr. reakcie pri nizkych koncentrécidch, zvolte ind moznost apro-
ximdcie krivky — napr. nesymetrickt krivku ako Weibullovu funkciu namiesto symetrickej krivky. Negativne inhibicie moézu
byt problémom napriklad pre log-normalnu rozdelovaciu funkciu, ktord takisto vyzaduje alternativnu regresnd funkciu.
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Neodporica sa priradit nulu ani mali kladnt hodnotu k takymto zdpornym hodnotdm, pretoze to skresluje rozdelenie chyb.
Moze byt vhodné vyhotovit samostatné aproximdcie krivky na Castiach krivky, ako napr. ¢ast nizkej inhibicie na odhad hod-
not ECy, - Vypocitajte z pouZitej rovnice [,inverznym odhadom®, C = f™' (Y), charakteristické bodové odhady EC] a za-
znamenajte ako minimalne ECs, a jeden alebo dva odhady EC,, . Zo skisenosti z praktického testovania vyplyva, Ze
presnost testu na riasach obvykle umoziuje primerane presny odhad pri 10 % drovni inhibicie, ak je dostatok experimen-
talnych bodov — pokial sa nevyskytne stimuldcia pri nizkych koncentracidch ako faktor sposobujici zmitok. Presnost od-
hadu EC,,, je ¢asto podstatne lepsia ako EC,,, pretoZe EC,, je obvykle umiestnené na priblizne linedrnej Casti centrélnej
krivky reakcie na koncentraciu. Nickedy moze byt tazké interpretovat EC,, pre stimuldciu rastu. Preto sa odportica, aj ked
sa EC,, dd normaélne ziskat s dostatocnou presnostou, zaznamenat vzdy aj EC,.

Vihové faktory

Experimentdlna variancia nie je spravidla konstantnd a obvykle zahffia proporciondlnu zlozku, preto je vyhodné bezne vy-
kondvat vazent regresiu. Vdzené faktory pre takito analyzu sa zvycajne pokladaji za inverzne proporciondlne k variancii:

W, = 1/Var(r)

Mnohé regresné programy povoluji moznost analyzy vdzenou regresiou s vdzenymi faktormi uvedenymi v tabulke. Ob-
vykle sa musia vdzené faktory normalizovat tak, Ze sa vyndsobia n/Z w; (n je pocet experimentalnych tdajov) tak, aby sa ich
stcet rovnal jednej.

Normalizované reakcie

Normalizovanie strednou hodnotou reakcie kontroly skryva niektoré zdsadné problémy a sposobuje pomerne kompliko-
vanu §truktdru variancie. Vydelenim reakcif strednou hodnotou reakcie kontroly, aby sa ziskala percentudlna hodnota in-
hibicie, sa zavadza dalsia chyba zapri¢inend chybou strednej hodnoty. Pokial tto chyba nie je zanedbatelne mald, musia sa
opravit vahové faktory v regresii a musia sa opravit hranice spolahlivost na kovarianciu s kontrolou (17). Pamitajte, Ze vy-
sokd presnost odhadovanej strednej hodnoty reakcie kontroly je dolezitd, aby sa minimalizovala celkova variancia pre re-
lativnu reakciu. T4to variancia je takato:

index i sa vztahuje na droven koncentrécie i a index 0 na kontroly:

Y, = relativna reakcia = r;/r, = 1 - 1= (C)

s varianciou:

Var (Y)) = Var (r;ry) = (0Y, | 0 r;)%Var(r) + (@ Y,/ 0 ro)>Var (r,),

a pretoze

@Yy or)=1[tga@Y;]0r,) =11y :

s normédlne rozdelenymi ddajmi a paralelami m; a m;:

Var(r) = 6*m;

celkova variancia relativnej reakcie, Y; je teda:

Var(Y) = 0*/(ry* my) + 1,6%[ry* m,

Chyba strednej hodnoty kontroly je inverzne proporciondlna k druhej odmocnine poctu paralelnych kontrol spriemerova-
nych a niekedy moze byt opodstatnené zahrnit predchddzajice tidaje a tymto sposobom vo velkej miere zniZit chybu. Al-
ternativny postup je nenormalizovat daje a aproximovat absolttne reakcie vritane tidajov o reakcii kontroly, ale zavedenim
hodnoty reakcie kontroly ako dalsicho parametra na pouzitie nelinedrnou regresiou. Regresnd rovnica ma obvykle 2 para-
metre, tito metéda vyzaduje 3 parametre, a preto je potrebnych viac experimentdlnych tidajov ako nelinedrna regresia na
tdaje, ktoré st normalizované pri pouZiti vopred nastavenej reakcie kontroly.
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Intervaly inverznej spolahlivosti

Vypocet intervalov spolahlivosti nelinedrnej regresie inverznym odhadom je pomerne zlozZity a nie je dostupnou $tandard-
nou volbou v beznych pocitacovych statistickych programovych balikoch. Priblizné limity spolahlivosti sa mozu ziskat so
$tandardnymi programami nelinedrnej regresie s reparametrizaciou (Bruce a Versteeg, 1992), ktord zahffia prepisanie ma-
tematickej rovnice pozadovanymi bodovymi odhadmi, napr. EC,, a EC;, ako parametre, ktoré sa maji odhadndt. [Pone-
chajte funkciu I = f (a, p, koncentracia) a pouzite defini¢né vztahy f (a, , EC,0) = 0,1 af (a, p, EC5,) = 0,5 na nahradenie f (a,
B koncentrécia) ekvivalentnou funkciou g (EC,,, ECs,, koncentricia.]

Priamejsi vypocet (Andersen a kol., 1998) sa uskuto¢ni ponechanim povodnej rovnice s pouzitim Taylorovho rozvoja oko-
lo strednych hodnot r; a r,,.

V poslednom case st obltibené ,metédy boot strap“. Tieto metddy pouzivajii stanovené tidaje a generdtor nahodnych ¢isel
riadeného castého opitovného odberu vzoriek na odhad empirického rozdelenia variancie.
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1.2

PRILOHA V

C.25. AEROBNA MINERALIZACIA V POVRCHOVE] VODE - SIMULACNY TEST BIODEGRADACIE

METODA

Tdto metdda je rovnocennd s OECD TG 309 (2004) (1).

UvOD

Cielom tohto testu je stanovit ¢asovy priebeh biodegraddcie testovanej ldtky pri nizkej koncentrécii v aerébnej pri-
rodnej vode a kvantifikovat zistenia formou vyjadrenia kinetickych rychlosti. Tento simula¢ny test je laboratérny
davkovy test trepackovej banky na stanovenie rychlosti aer6bnej biodegradacie organickych latok vo vzorkdch pri-
rodnej povrchovej vody (sladkej, poloslanej alebo morskej). Je zalozeny na ISO/DIS 14592 — 1 (2) a obsahuje aj
prvky z testovacich metéd C.23 a C.24 (3) (4). Volitene sa moze v pripade dlhodobych testov nahradit ddvkovy
postup semikontinudlnym postupom, aby sa zabrénilo degenerécii testovaného mikrokozmu. Zékladnym cielom
simula¢ného testu je stanovit mineralizdciu testovanej latky v povrchovej vode a mineralizacia tvori zdklad vyja-
drenia kinetiky degraddcie. Volitelny druhy ciel testu vSak slizi na ziskanie informdcii o primdrnej degradacii
a vzniku hlavnych transformac¢nych produktov. Identifikdcia transformaénych produktov a pripadne kvantifikdcia
ich koncentrécii sti osobitne dolezité v pripade velmi pomaly mineralizujticich ldtok (napr. s pol¢asmi pre celkovy
zvyskovy '*C presahujicimi 60 dni). Na identifikdciu a kvantifikdciu hlavnych produktov transformacie sa musia
kvoli analytickym obmedzeniam obvykle pouZivat vyssie koncentricie testovanej latky (napr. > 100 pg/l).

Nizka koncentricia v tomto teste znamend koncentraciu (napr. menej ako 1 pg/l az 100 pg/l), ktord je dostato¢ne
nizka na zabezpecenie toho, aby kinetika biodegraddcie ziskand z testu odrazala koncentracie predpokladané v pro-
stredi. V porovnani s celkovym mnozstvom biologicky odbiiratelnych uhlikovych substrétov dostupnych v pri-
rodnej vode pouZitej v teste bude testovana latka pritomna v nizkej koncentrdcii slazit ako sekundarny substrat.
Z toho vyplyva, Ze predpokladand kinetika biodegradicie je prvého poriadku (,nerastovd“ kinetika) a Ze testovand
litka sa moze dat odbirat ,kometabolizmom®“. Z kinetiky prvého poriadku vyplyva, Ze rychlost degradicie
(mg/L/day) je tmerna koncentrécii ldtky, ktord sa casom znizuje. V pripade pravej kinetiky prvého poriadku $pe-
cifickd degradacnd rychlostnd konstanta k nie je zdvisld od ¢asu a koncentrécie. Znamend to, Ze k vyznamne ne-
meni svoju hodnotu pocas pokusu a priddvanou koncentriciou medzi pokusmi sa nemeni. Podla definicie sa
$pecifickd degradacnd rychlostnd konstanta rovnd relativnej zmene koncentracie za cas: k = (1/C) - (dC/dt). Aj ked
sa obvykle predpokladd kinetika prvého poriadku za predpisanych podmienok, za urcitych okolnosti mozu byt
vhodnejsie iné kinetiky. Odchylky od kinetiky prvého poriadku sa moézu pozorovat napriklad vtedy, ak jav pre-
nosu hmoty, ako napr. rychlost difizie, obmedzuje skor rychlost biotransformécie ako rychlost biologickej reak-
cie. Udaje sa dajii takmer vzdy opisat kinetikou pseudoprvého poriadku pri akceptacii zdvislosti rychlostnej
konstanty od koncentrécie.

Informdcie o biologickej odbtiratelnosti testovanej ltky pri vyssich koncentrdcidch (napr. zo Standardnych skri-
ningovych testov), ako aj informécie o abiotickej odbtratelnosti, produktoch transformdcie a prislusnych fyzikdl-
nochemickych vlastnostiach musia byt pred testom k dispozicii ako pomocka pri pldnovani pokusu a interpretacii
vysledkov. Pouzitie testovanych ldtok oznacenych *C a stanovenie fdzového rozdelenia '*C na konci testu umoz-
ni stanovit kone¢na biologickd odbiratelnost. Ak sa pouzZije neoznacend testovand latka, mozno odhadndit iba ko-
nec¢ni biodegradéciu, ak sa testuje vyssia koncentrécia a vietky zndme produkty transformdcie st zndme.

VYMEDZENIE POJMOV

Primdrna biodegradécia: Strukturdlna zmena (transformécia) chemickej latky mikroorganizmami, ktord mé za
ndsledok stratu chemickej identity.

Funkénd biodegradicia: Strukturdlna zmena (transformdcia) chemickej latky mikroorganizmami, ktord mé za na-
sledok stratu $pecifickej vlastnosti.

Kone¢nd aer6bna biodegraddcia: Rozlozenie chemickej litky mikroorganizmami v pritomnosti kyslika na oxid
uhlicity, vodu a mineralne soli vietkych ostatnych pritomnych prvkov (mineralizcia) a vznik novej biomasy a or-
ganickych mikrobidlnych produktov biosyntézy.
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Mineralizicia: RozloZenie chemickej ltky alebo organického materidlu mikroorganizmami v pritomnosti ky-
slika na oxid uhli¢ity, vodu a mineralne soli vietkych ostatnych pritomnych prvkov.

Lag fdza: Dosiahnuty ¢as od zaciatku testu do prisposobenia degradujiicich mikroorganizmov a do zvysenia stup-
na biodegraddcie chemickej litky alebo organického materidlu na droven stanovitelnosti (napr. 10 % maximélnej
teoretickej biodegradacie alebo menej v zdvislosti od presnosti meracej techniky).

Maximélna droven biodegradicie: Stupen biodegradédcie chemickej latky alebo organickej hmoty v teste zazna-
menany v percentdch, po ktorom sa uZz Ziadna dalsia biodegradécia neuskutocni.

Primdrny substrét: Sabor prirodnych zdrojov uhlika a energie, ktoré zabezpecuj rast a udrziavanie mikrobidlnej
biomasy.

Sekunddrny substrdt: Zlozka substrdtu pritomnd v takej nizkej koncentricii, Ze jej degraddciou by sa prislusnym
mikroorganizmom dodali iba nepatrné mnozstvd uhlika a energie v porovnani s uhlikom a energiou dodanymi
degraddciou hlavnych zloziek substrdtu (primdrne substraty).

Degradacnd rychlostnd konstanta: Rychlostnd konstanta prvého poriadku alebo pseudoprvého poriadku k (d7),
ktord vyjadruje rychlost procesov degraddcie. Pre ddvkovy pokus sa k odhadne zo zaciatocnej Casti degradacnej
krivky ziskanej po ukoncent lag fazy.

Pol¢as, t, ), (d): Termin pouzivany na charakterizdciu rychlosti reakcie prvého poriadku. Je to ¢asovy interval, ktory
zodpovedd poklesu koncentracie o faktor 2. Polcas a degrada¢nd rychlostnd konstanta si vo vztahu vyjadrenom
rovnicou t;, = In2/k.

Polcas degradicie, DT, (d): Termin pouzivany na kvantifikdciu vysledku biodegradacnych testov. Je to casovy
interval vratane lag fizy, potrebny na dosiahnutie hodnoty 50 % biodegradicie.

Detekény limit (LOD) a kvantifikaény limit (LOQ): Detekeny limit (LOD) je koncentrécia latky, pod ktorou ne-
mozno odlisit identitu ldtky od analytickych tidajov. Kvantifika¢ny limit (LOQ) je koncentracia latky, pod ktorou
nemozno stanovit koncentréciu s pripustnou presnostou.

Rozpusteny organicky uhlik (DOC): T4 cast organického uhlika vo vzorke vody, ktord sa nedd odstrnit $pe-
cifickym oddelenim fdz, napriklad centrifugdciou 15 mindt pri 40 000 ms™? alebo membranovou filtriciou s po-
uzitim membrédn s pérmi s priemerom 0,2 pm —0,45 pm.

Celkov4 aktivita organického '*C (TOA): Celkovi aktivita '“C spojend s organickym uhlikom.

Aktivita rozpusteného organického *C (DOA): Celkova aktivita '*C spojend s rozpustenych organickym
uhlikom.

Aktivita asticového organického *C (POA): Celkov4 aktivita ' *C spojend s organickym uhlikom v ¢asticiach.

POUZITELNOST TESTU

Tento simula¢ny test sa dd pouzit na neprchavé alebo mierne prchavé organické ltky testované pri nizkych kon-
centracidch. Pri pouzZiti baniek, ktoré umoziuja pristup vzduchu (napr. s vatovymi zdtkami), sa mozu ldtky s Hen-
ryho konstantami mensimi ako priblizne 1 Pa-m?/mol (pribl. 10> atm'm?|/mol) v podstate pokladat za neprchavé.
Pri pouziti uzavretych baniek s plynnou fizou mozno testovat mierne prchavé litky (s Henryho konstantami
<100 Pa‘m’|/mol alebo < 107 atm'm’|mol) bez strat z testovacicho systému. Ak sa pri odstrafiovani CO, nevy-
konajti prisluiné opatrenia, moze sa vyskytndt strata litok oznacenych '*C. Za takychto okolnosti moze byt po-
trebné, aby sa CO, zachytil v internom absorbéri s alkalickym hydroxidom alebo aby sa pouzil externy absorpény
systém na CO, (priame stanovenie '*CO,, pozri dodatok 3). Na stanovenie kinetiky biodegradacie musia byt kon-
centracie testovanej latky nizsie ako jej rozpustnost vo vode. Je viak potrebné pripomentit, Ze hodnoty rozpust-
nosti vo vode z literatdry mozu byt znacne vyssie ako rozpustnost testovanej latky v prirodnych vodach. Pripadne
sa moze rozpustnost testovacich latok, ktoré si mimoriadne zle rozpustné vo vode, stanovit tak, Ze sa pouzij tes-
tované prirodné vody.

Moze sa pouzit metdda na simuldciu biodegradacie v povrchovej vode bez hrubych castic (,pelagicky test) ale-
bo v kalnej povrchovej vode, ktord sa moze vyskytovat napr. v blizkosti rozhrania voda/sediment (,test suspen-
dovaného sedimentu®).
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PRINCIP TESTU

Test sa uskutociuje v ddvkach tak, Ze sa inkubuje testovand latka bud iba s povrchovou vodou (,pelagicky test®),
alebo s povrchovou vodou doplnenou o suspendované tuhé latky/sediment 0,01 az 1 g/L susiny (,test suspendo-
vaného sedimentu®) na simuldciu vodného toku so suspendovanymi tuhymi latkami alebo resuspendovanym se-
dimentom. Koncentracia suspendovanych tuhych ldtok/sedimentu v spodnom rozsahu tohto intervalu je typickd
a mieSania. Na tcely stanovenia kinetiky degradacie sa musia pouzit minimélne dve rozdielne koncentracie testo-
vanej latky. Koncentrécie sa musia navzdjom odliSovat o faktor 5 az 10 a mali by predstavovat predpokladany roz-
sah koncentracii v prostredi. Maximdlna koncentricia testovanej litky nesmie byt vyssia ako 100 pg/L, ale
uprednostiiuji sa maximalne testované koncentracie nizsie ako 10 pg/L alebo menej, aby sa zabezpecilo, Ze bio-
degraddcia prebicha podla kinetiky prvého poriadku. Najnizsia koncentracia nesmie byt vyssia ako 10 pg/L, ale
uprednostiiuji sa najnizsie testované koncentracie 1 — 2 pg/L alebo menej ako 1 pg/L. S pouzitim obchodne do-
stupnych ldtok oznacenych '*C mozno uskuto¢nit nélezitd analyzu takejto nizkej koncentracie. Pre analytické ob-
medzenia Casto nemozno stanovit koncentraciu testovanej litky s potrebnou presnostou, ak sa pouZije testovand
latka pri koncentrdcii < 100 pg/L (pozri druhy odsek v oddiele 1.7.2). MozZu sa pouzit vyssie koncentrécie testo-
vanej latky (> 100 pg/L a niekedy > 1 mg/L) na identifikdciu a kvantifikdciu hlavnych produktov transformacie ale-
bo vtedy, ak nie je dostupnd $pecifickd analytickd metdda s nizkym detekénym limitom. Ak sa testuji vysoké
koncentracie testovanej latky, moZe sa stat, Ze sa nebudt dat pouzit vysledky na stanovenie degradacnej konstanty
prvého poriadku a polcas, kedZe degraddcia pravdepodobne nebude prebiehat podla kinetiky prvého poriadku.

Ak sa pouzije $pecifickd chemickd analyza, sleduje sa degradécia v prislusnych casovych intervaloch a meria sa bud
zvyskovy *C, alebo zvyskovéd koncentracia testovanej latky. Oznacenie najstabilnejsej casti molekuly '*C zabez-
pecuje stanovenie celkovej mineralizdcie, zatial ¢o oznacenie '*C najmenej stabilnej casti molekuly, ako aj pouzi-
tie $pecifickej analyzy umoziuje iba vyhodnotenie primarnej biodegradacie. Najstabilnejsia Cast viak nemusi
zahfnat relevantnd funkénd cast molekuly (ktord moze stvisiet so Specifickou vlastnostou, ako napr. toxicita, bio-
akumuldcia atd.). V tomto pripade moze byt potrebné otestovat ldtku oznacend '*C vo funkénej Casti na sledo-
vanie elimindcie $pecifickej vlastnosti.

INFORMACIE O TESTOVANEJ LATKE

V tomto teste sa mozu pouzit radioaktivne oznacené aj neoznacené testované litky. Odporica sa technika ozna-
Zenia '*C a oznacenie musi byt spravidla na najstabilnejsej casti(-iach) molekuly (pozri aj oddiel 1.4). Pre ldtky ob-
sahujtice viac ako jeden aromaticky kruh sa prednostne oznaéi '*C jeden alebo viac uhlikov v kazdom kruhu.
Okrem toho sa oznaci '*C jeden alebo viac uhlikov na oboch strandch lahko degradovatelnych vizieb. Chemick4
ajalebo rddiochemickd ¢istota testovanej latky musi byt > 95 %. V pripade rddioaktivne oznacenych ldtok sa upred-
nosthiuje Specifickd aktivita v hodnote priblizne 50 pCi/mg (1,85 MBq) alebo viac, aby sa umoznili merania '“C
v testoch s nizkymi zaciatocnymi koncentrdciami. Musia byt dostupné tieto informécie o testovanej latke:

— rozpustnost vo vode [metoda A.6],

— rozpustnost v organickom(-ych) rozpustadle(-dch) (litky pouzité s rozpustadlom alebo s nizkou rozpustno-
stou vo vode),

— disocia¢nd konstanta (pKa), ak je ldtka ndchylnd na protonizdciu alebo deprotonizaciu [OECD TG 112] (5),

— tlak pdr [metéda A.4] a Henryho konstanta,

—  chemickd stabilita vo vode a v tme (hydrolyza) [metdda C.7].

Ak sa testuji vo vode mélo rozpustné latky v morskej vode, moze byt takisto osozné poznat vysolovaci koeficient
(alebo ,Secenovovov koeficient®) K¥, ktory je definovany vyrazom: log (S/S) = K* C,,,, kde S je rozpustnost latky
v Cerstvej vode a S je rozpustnost latky v morskej vode a C,, je moldrna koncentrécia soli.

Ak sa test vykondva ako ,test suspendovaného sedimentu, musia byt k dispozicii aj tieto informdcie:

— rozdelovaci koeficient n-oktanol/voda [metdda A.8],

— adsorpcny koeficient [met6da C.18].
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Ostatné osozné informdcie mozu zahfat:

— environmentdlnu koncentréciu, ak je zndma alebo odhadnutd,

— toxicitu testovanej ldtky pre mikroorganizmy [metdda C.11],

— Tahkd afalebo prirodzend biodegradovatelnost [metédy C.4 A —F, C.12, C.9, OECD TG 302 (5)],

— aer6bnu alebo anaerébnu biodegradovatelnost v stididch transformdcie v pode a systémoch sediment/voda
[met6dy C.23, C.24].

REFERENCNA LATKA

Ako referen¢nt latku je potrebné pouzit latku, ktord sa za aerébnych podmienok bezne lahko odbtrava (napr. ani-
lin alebo benzodt sodny). Predpokladany ¢asovy interval pre degraddciu anilinu a benzodtu sodného je obvykle me-
nej ako 2 tyzdne. Ucelom referencnych létok je zabezpecit, aby mikrobidlna aktivita testovanej vody bola v urcitych
hraniciach, t. j. aby voda obsahovala aktivnu mikrobidlnu populdciu.

KRITERIA KVALITY

Vytaznost

Hned po pridani testovanej latky sa musf kazd4 pociatoénd koncentracia preverit stanovenim aktivity '*C alebo
chemickou analyzou v pripade neoznacenych ldtok minimalne s jednou paralelnou vzorkou. Poskytna sa tym in-
formécie o pouzitelnosti a opakovatelnosti analytickej metddy a o homogenite rozdelenia testovanej latky. Ob-
vykle sa v ndslednej analyze Gdajov skor pouziva namerand pociatocnd aktivita ' *C alebo koncentracia testovanej
latky ako nomindlna koncentracia, kedZe sa tym kompenzuju straty kvoli adsorpcii a chybdm pri ddvkovani. Pre
testovand latku '*C je tGroveii vytaznosti na konci pokusu dand hmotnostnou bilanciou (pozri posledny od-
sek v oddiele 1.8.9.4). V idedlnom pripade by mala byt radioaktivne oznacend hmotnostnd bilancia v rozsahu od
90 % do 110 %, zatial ¢o analytickd presnost v pripade neoznacenych testovanych litok by mala viest k pociatoc-
nej vytaznosti medzi 70 % a 110 %. Tieto rozsahy je potrebné interpretovat ako ciele a nemali by sa pouzivat ako
kritérid pre pripustnost testu. Volite[ne sa pre testovant litku a pre hlavné produkty transformacie moze analy-
tickd presnost stanovit pri nizsej koncentracii ako pociato¢nd koncentrécia.

Opakovatelnosta citlivost analytickej metody

Opakovatelnost analytickej metddy (vratane i¢innosti podiatocnej extrakcie) na kvantifikdciu testovanej latky
a produktov transformdcie sa v pripade potreby musi preverit piatimi paralelnymi analyzami jednotlivych extrak-
tov povrchovej vody.

Detekény limit (LOD) analytickej metddy pre testovand ldtku a pre produkty transformdacie musi byt aspon 1 %
z pociato¢ného mnozstva aplikovaného na testovaci systém, ak je to mozné. Limit kvantifikdcie (LOQ) musi byt
rovny alebo mensi ako 10 % pouzitej koncentricie. Chemickd analyza mnohych organickych ldtok a ich produk-
tov transformdcie Casto vyzaduje, aby sa testovand ltka pouzila v pomerne vysokej koncentrécii, t. j. > 100 pg/L.

OPIS TESTOVACE] METODY

Zariadenie

Test sa moze vykondvat v Erlenmeyerovych alebo valcovitych bankdch vhodnej kapacity (napr. 0,5 alebo 1,0 litra)
uzatvorenych silikénovymi alebo gumovymi zdtkami, alebo v sérovych bankdch s uzdvermi nepreptstajicimi CO,
(napr. s butylkau¢ukovou ztkou). Dalgia moznost je vykonat test s pouzitim viacerych baniek a zuzitkovat celé
banky aspon v dvoch paralelkdch v kazdom ¢asovom intervale (pozri posledny odsek v oddiele 1.8.9.1). Pre ne-
prchavé testované latky, ktoré nie st radioaktivne oznacené, nie sti potrebné plynotesné zatky ani uzdvery, vhod-
né st volné vatové zdtky, ktoré zabranuju kontamindcii z ovzdusia (pozri druhy odsek v oddiele 1.8.9.1). Mierne
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prchavé ldtky sa musia testovat v systéme biometrického typu jemnym premiesavanim vodného povrchu. Na za-
branenie bakteridlnej kontamindcii sa nddoby mozu pripadne pred pouzitim sterilizovat zahriatim alebo autokla-
vovanim. Okrem toho sa moze pouzit toto Standardné laboratérne zariadenie:

— trepacka alebo magnetické miesadld na nepretrzité miesanie testovacich baniek,
—  centrifuga,

—  pH meter,

— turbidimeter na nefelometrické merania zakalu,

—  pec alebo mikrovlnnd pec na stanovenia susiny,

—  pristroj na membréanov filtriciu,

— autokldv alebo pec na tepelnt sterilizdciu sklenych nddob,

—  zariadenia na manipuldciu s litkami oznacenymi '*C,

—  zariadenie na kvantifikdciu aktivity '*C vo vzorkach z roztokov na zachytdvanie CO, a v pripade potreby zo
vzoriek sedimentu,

— analytické zariadenie na stanovenie testovanej (a referencnej) latky, ak sa pouziva Specifickd chemickd ana-
lyza (napr. plynova chromatografia, vysokotlakova kvapalinovd chromatografia).

Zasobné roztoky testovanej litky

Na pripravu zasobnych roztokov testovanych a referenénych latok sa pouziva deionizovand voda (pozri prvy od-
sek v oddiele 1.8.7). Deionizovand voda musi byt zbavend ldtok, ktoré mozu byt toxické pre mikroorganizmy,
a rozpusteny organicky uhlik (DOC) nesmie tvorit viac ako 1 mg/L (6).

Odber a preprava povrchovej vody

Miesto odberu povrchovej vody sa zvoli v stilade s cielom testu v danej situdcii. Pri vybere miest odberu sa musia
posudit predchddzajice mozné vstupy z polnohospodarstva, priemyslu alebo domdacnosti. Ak je zndme, Ze vodné
prostredie bolo kontaminované testovanou litkou alebo jej Strukturdlnymi analégmi v priebehu predchddzajicich
Styroch rokov, nesmie sa pouzit na odber testovanej vody, pokial preskiimanie rychlosti degraddcie v miestach,
ktoré uz boli vystavené posobeniu, nie je vyslovnym cieflom vyskumného pracovnika. V mieste odberu sa zmeria
pH a teplota vody. Dalej je potrebné zaznamenat hlbku odberu vzorky a vzhlad vzorky vody (napr. farbu a zaka-
lenie) (pozri oddiel 3). Stanovi sa koncentracia kyslika afalebo redoxny potencidl vo vode a v povrchovej vrstve
sedimentu na dokaz aerébnych podmienok, pokial to nie je zrejmé z postidenia vzhladu a predchddzajicich sku-
senosti s tymto miestom. Povrchovd voda sa prepravuje v dokladne vycistenej nddobe. Pocas prepravy nesmie te-
plota vzorky vyrazne prekrocit teplotu pouzivand v teste. Odportica sa chladenie pri 4 °C, ak preprava trva viac
ako 2 az 3 hodiny. Vzorka vody nesmie byt zamrznutd.

Skladovanie a priprava povrchovej vody

Test je potrebné prednostne zacat do nasledujiceho dia po odbere vzorky. Skladovanie vody je v pripade potreby
nevyhnutné minimalizovat a nesmie v Ziadnom pripade prekro¢it maximalne 4 tyzdne. Vzorka vody sa do pou-
zitia udrziava pri 4 °C za pristupu vzduchu. Pred pouZitim sa odstrania hrubé castice, napr. filtrdciou cez nylo-
novy filter priblizne s 100 pm velkostou 6k alebo cez hruby papierovy filter, alebo sedimentdciou.

Priprava vody doplnenej o sediment (volitelné)

Pre test suspendovaného sedimentu sa pridd povrchovy sediment do baniek obsahujtcich prirodnt vodu (filtro-
vand na dcely odstranenia hrubych ¢astic, ako je uvedené v oddiele 1.8.4), aby sa ziskala suspenzia; koncentrdcia
suspendovanych tuhych latok musi byt medzi 0,01 a 1 g/L. Povrchovy sediment musi pochddzat z rovnakého mie-
sta, z ktorého bola odobratd vzorka vody. V zévislosti od konkrétneho vodného prostredia moze byt povrchovy
sediment charakterizovany bud vysokym obsahom organického uhlika (2,5 % —7,5 %) a jemnou texttirou, alebo
nizkym obsahom organického uhlika (0,5 % 2,5 %) a hrubou texttirou (2). Povrchovy sediment sa moze pripra-
vit takto: extrahujte nickolko jadier sedimentov s pouzitim skdmavky z priesvitného plastu, odrezte vrchné
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aer6bne vrstvy (z povrchu do hibky max. 5 mm) hned po odbere vzorky a spojte ich dohromady. Vysledn4 vzorka
sedimentu sa musi prepravovat v nddobe s velkou plynnou fizou, aby sa sediment udrziaval v aer6bnych pod-
mienkach (ochlad'te na 4 °C, ak preprava trvd viac ako 2 az 3 hodiny). Vzorka sedimentu sa suspenduje v testo-
vanej vode v pomere 1: 10 a do pouzitia sa udrziava pri 4 °C za pristupu vzduchu. Skladovanie sedimentu je
v pripade potreby nevyhnutné minimalizovat a nesmie v Ziadnom pripade prekrocit maximélne 4 tyzdne.

Semikontinudlny postup (volitelné)

Moze byt potrebné predlzit inkubéciu (nickolko mesiacov), ak sa vyskytuje dlh4 lag fiza predtym, ako mozno sta-
novit vyznamnu degraddciu testovanej latky. Ak je toto zndme z predchddzajiceho testovania ldtky, test mozno
zacat s pouzitim semikontinudlneho postupu, ktory umoziuje pravidelné obnovovanie ¢asti testovanej vody ale-
bo suspenzie (pozri dodatok 2). Alternativne sa moze bezny davkovy test zmenit na semikontinudlny test, ak sa
nedosiahne Ziadna degraddcia testovanej litky pocas priblizne 60 dni testovania s pouzitim ddvkového postupu
(pozri druhy odsek v oddiele 1.8.8.3).

Priddvanie testovanej (alebo referencnej) litky

Pre ldtky s vysokou rozpustnostou vo vode (> 1 mg/L) a nizkou prchavostou (Henryho konstanty < 1 Pa-m?/mol
alebo < 107> atmm?/mol) sa méZe pripravit zdsobny roztok v deionizovanej vode (pozri oddiel 1.8.2); do testo-
vacich nddob sa pridd prislusny objem zdsobného roztoku, aby sa dosiahla pozadovand koncentracia. Je potrebné,
aby bol objem kazdého pridaného zdsobného roztoku ¢o mozno najmensi (< 10 % kone¢ného objemu kvapaliny,
ak je to mozné). Dal3f postup je rozpustit testovand ldtku vo vi¢som objeme testovanej vody, ktord moze byt al-
ternativou pouzitia organickych rozpustadiel.

Ak je to nevyhnutné, pripravia sa zdsobné roztoky neprchavych ldtok s nizkou rozpustnostou vo vode s pouZzitim
prchavého organického rozpustadla, ale mnozstvo pridaného rozpustadla do testovacieho systému nesmie byt vys-
Sie ako 1 objemové % a nesmie mat $kodlivé G¢inky na mikrobidlnu aktivitu. Rozptstadlo nesmie ovplyvnit sta-
bilitu testovanej ldtky vo vode. Rozptstadlo sa musi odstrénit az do extrémne malého mnoZstva tak, aby vyznamne
nezvysilo koncentriciu DOC testovanej vody alebo suspenzie. Je to potrebné skontrolovat $pecifickou analyzou
pre latku alebo ak je mozné, analyzou DOC (6). Je potrebné venovat pozornost tomu, aby sa mnozstvo prenese-
ného rozptstadla obmedzilo na ¢o najnizsiu potrebnd mieru, a zabezpecit, aby sa mnozstvo testovanej litky dalo
rozpustit v kone¢nom objeme testovanej vody. Mozu sa pouzit iné techniky na priddvanie testovanej latky do tes-
tovacich nddob, ako je uvedené v (7) a (8). Ak sa pouziva organické rozpustadlo na aplikiciu testovanej latky,
s kontrolami s rozptistadlom obsahujicimi testovani vodu (bez Ziadnych pridavnych ltok) a testovant vodu s pri-
danou referen¢nou latkou sa musi zaobchddzat rovnako ako s aktivnymi testovacimi nddobami doplnenymi o tes-
tovanii ldtku v nosiéi, ktorym je rozpaistadlo. Ucelom kontrol s rozptstadlom je preskimat pripadné skodlivé
ucinky na mikrobidlnu populdciu sposobené rozpustadlom, ako naznacuje degradacia referen¢nej latky.

Testovacie podmienky

Teplota pri teste

Inkubdcia sa musi vykondvat v tme (prednostne) alebo v difdznom svetle pri regulovanej teplote ( 2 °C), ¢o moze
byt teplota terénu alebo Standardnd teplota 20 °C — 25 °C. Teplota terénu moze byt bud aktudlna teplota vzorky
v ¢ase odberu vzorky, alebo priemernd teplota terénu v mieste odberu.

Miesanie

Musi sa zabezpecit miesanie nepretrzitym trepanim alebo miesanim, aby sa zachovala suspenzia Castic a mikro-
organizmov. MieSanie tiez ulahcuje prenos kyslika z plynnej fizy do kvapaliny tak, Ze mozno naleZite zachovat
aerébne podmienky. Umiestnite banky na trepacku (trepanie priblizne pri 100 rpm) alebo pouzite magnetické mie-
Sanie. MieSanie musi byt nepretrzité. Trepanie alebo mieSanie musi byt ¢o najmiernejsie, avsak také, aby sa neus-
tdle zachovala homogénna suspenzia.
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Dizka testu

Di7ka testu obvykle nemd presiahnut 60 dni, pokial sa nepouziva semikontinudlny postup s pravidelnym obno-
vovanim testovanej suspenzie (pozri oddiel 1.8.6 a dodatok 2). Cas testu v pripade dédvkového testu sa moze pre-
dl7it maximélne na 90 dni, ak sa degradacia testovanej latky zacala pocas prvych 60 dni. Degradacia sa monitoruje
v prislusnych casovych intervaloch stanovenim zvyskovej aktivity '*C alebo uvolneného '#*CO, (pozri od-
diel 1.8.9.4) afalebo chemickou analyzou (oddiel 1.8.9.5). Inkubacny ¢as musi byt dostatocne dlhy na vyhodno-
tenie degrada¢ného procesu. Prednostne by miera degraddcie mala byt vyssia ako 50 %; pre pomaly degradovatelné
latky miera degraddcie musi byt dostatocnd (obvykle vyssia ako 20 % degraddcia) na zabezpecenie stanovenia ki-
netickej degrada¢nej rychlostnej konstanty.

V testovacom systéme sa musia vykondvat pravidelné merania koncentrécie pH a kyslika, pokial z predchddzaji-
cich skiisenosti z podobnych testov so vzorkami vod a sedimentu odobratych z rovnakého miesta nevyplyva zby-
to¢nost takychto merani. Za ur¢itych podmienok by metabolizmus primarnych substrdtov pri ovela vyssich
koncentracidch vo vode alebo sedimente mohol mat za ndsledok dostato¢né uvolnenie CO, a vycerpanie kyslika,
ktoré vyznamne zmenia experimentdlne podmienky pocas testu.

Postup
Priprava baniek na pelagicky test

Preneste prislusny objem testovanej vody do testovacich baniek, do priblizne jednej tretiny objemu banky a naj-
menej okolo 100 ml. Ak sa pouzivajii viaceré banky (aby sa umoznilo zuzitkovanie celych baniek v kazdom case
odberu vzoriek), je vhodny objem testovanej vody tiez priblizne 100 ml, kedZe malé objemy vzorieck mozu ov-
plyviiovat dfzku lag fizy. Testovand ltka sa pridava zo zdsobného roztoku, ako je uvedené v oddieloch 1.8.2
a 1.8.7. Je potrebné pouzit minimalne dve rozdielne koncentracie testovanej latky odliujice sa o faktor 5 az 10
na stanovenie kinetiky degraddcie a vypocet kinetickej degradacnej rychlostnej konstanty. Obe zvolené koncen-
tricie musia byt mensie ako 100 pg/L a prednostne v rozmedzi < 1 - 10 pg/L.

Uzavrite banky zdtkami alebo uzdvermi neprepustajticimi vzduch a CO,. Pre neprchavé testované chemické latky,
neoznacené '*C, st vhodné volné vatové zdtky, ktoré zabrafiuji kontamindcii z ovzdusia (pozri oddiel 1.8.1), za
predpokladu, Ze vetky hlavné produkty degradacie si zndme ako neprchavé a ak sa pouziva nepriame stanovenie
CO, (pozri dodatok 3).

Inkubujte banky pri zvolenej teplote (pozri oddiel 1.8.8.1). Na zaciatku testu odoberte vzorky na chemickd ana-
Iyzu alebo stanovenia '“C (t. j. predtym ako sa za¢ne biodegraddcia; pozri oddiel 1.7.1) a potom v prislusnych ¢a-
sovych intervaloch v priebehu testu. Odber vzoriek sa moze vykonat odoberanim iasto¢nych vzoriek (napr. 5 ml
alikvoty) z kazdej paralelky alebo zuzitkovat celé banky v kazdom case odberu vzoriek. Mineralizicia testovanej
ldtky sa moze stanovit bud nepriamo, alebo priamo (pozri dodatok 3). Obvykle je potrebnych minimalne pit od-
berov pocas degradacnej fazy (t. j. po ukonceni lag fazy) na stanovenie spolahlivej rychlostnej konstanty, pokial sa
nedd odovodnit, Ze pre rychlo degradujtce létky st postacujice tri odbery. Pre latky, ktoré sa pocas degradacnej
fazy nedegraduji rychlo, mozno lahko uskutocnit viac merani, a preto sa na stanovenie k mus{ pouzit viac expe-
rimentdlnych bodov. Ned4 sa stanovit pevny harmonogram pre odber vzoriek, lebo rychlost biodegraddcie je pre-
menlivé4, ale odporca sa, ak je degraddcia pomald, odoberat vzorky raz do tyzdna. Ak je testovand ldtka rychlo
degradovatelnd, odber vzoriek sa musi uskuto¢nit jedenkrat za dent pocas prvych troch dni a potom kazdy druhy
alebo treti den. Za urcitych okolnosti, ako napr. v pripade velmirychlo hydrolyzujtcich litok, moze byt potrebné
odoberat vzorky v hodinovych intervaloch. Odporica sa, aby sa uskutocnila predbezna stidia pred testom na sta-
novenie vhodnych intervalov odberov vzoriek. Ak musia byt vzorky k dispozicii pre dalsie $pecifické analyzy, od-
porica sa odobrat viac vzoriek a potom vybrat tie, ktoré sa budii analyzovat na konci pokusu na zdklade obrétenej
stratégie, t. j. posledné vzorky sa analyzuji prvé (pozri druhy odsek v oddiele 1.8.9.5 pre pokyny o stabilite vzo-
riek pocas skladovania).

Pocet baniek a vzoriek
Pripravte dostato¢ny pocet testovacich baniek, aby ste mali k dispozicii:

— testovacie banky; minimalne dve banky pre kazdd koncentraciu testovanej ltky (prednostne minimalne 3)
alebo viac testovanych baniek pre kazdi koncentraciu, ak sa zuzitkuja celé banky v kazdom case odberu (oz-
nacené ako Fp),

— testovacie banky pre vypocet hmotnostnej bilancie; minimélne dve banky pre kazdd koncentraciu testovanej
latky (oznacené ako Fy)),
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— slept kontrolu, bez testovanej litky; minimalne jedna Cistd testovacia banka obsahujtica iba testovand vodu
(oznacené ako Fy),

— referenc¢nii kontrolu; dve paralelné banky s referen¢nou ldtkou (napr. anilin alebo benzoét sodny s koncen-
traciou 10 pg/l) (0znacené ako Fc). U¢elom referencnej kontroly je potvrdit minimédlnu mikrobidlnu aktivitu.
Ak je to vhodné, moze sa pouzit radioaktivne oznacend referen¢nd latka aj vtedy, ked sa degradécia testova-
nej latky sleduje chemickou analyzou,

— sterilnti kontrolu; jedna alebo dve banky obsahujtice sterilizovant testovant vodu na preskimanie pripadnej
abiotickej degradécie alebo inej nebiologickej elimindcie testovanej ldtky (oznacené ako Fy). Biologickii akti-
vitu mozno zastavit autokldvovanim (121 °C; 20 min) testovanej vody alebo pridanim toxickej latky (napr.
azid sodny (NaN;) v mnoZstve 10 — 20 g/, chlorid ortutnaty (HgCl,) v mnozstve 100 mg/l alebo formalin
v mnozstve 100 mg/l) alebo gamma Ziarenim. Ak sa pouzije HgCl,, musi sa zneskodnovat ako toxicky od-
pad. V pripade vody s velkym mnozstvom pridaného sedimentu nie je jednoduché dosiahnut sterilné pod-
mienky; v takomto pripade sa odporica opakované autokldvovanie (napr. trikrét). Je potrebné zohladnit, Ze
sa mozu pocas autokldvovania zmenit sorpéné vlastnosti sedimentu,

—  kontroly rozptstadla obsahujtice testovant vodu a testovani vodu s referen¢nou latkou; dve paralelné banky
s rovnakym mnozZstvom rozpustadla a s pouzitim rovnakého postupu, ako sa pouziva pri aplikdcii testova-
nej latky. Ucelom je preskiimat mozné $kodlivé ainky rozptistadla stanovenim degraddcie referencnej latky.

Pri zostavovani testu by vyskumny pracovnik mal zohladnit relativnu doleZitost vicsieho poctu paraleliek v po-
kuse v porovnani so zvySenym poctom ¢asov odberu. Presné ¢islo baniek bude zdvisiet od pouzitej metddy na sta-
novenie degraddcie (pozri treti odsek v oddiele 1.8.9.1, odsek 1.8.9.4 a dodatok 3).

V kazdom case odberu sa musia odobrat z kazdej testovanej banky dve ¢iastocné vzorky (napr. 5 ml alikvéty). Ak
sa pouZije viac baniek, aby sa umoznilo zbieranie celych baniek, musia sa obetovat minimélne dve banky v kaz-
dom case odberu (pozri prvy odsek v oddiele 1.8.9.1).

Priprava baniek na test suspendovaného sedimentu [volitelné]

Pridajte potrebné objemy testovanej vody a sedimentu, ak je potrebné, do testovacich nddob (pozri oddiel 1.8.5).
Priprava baniek pre test suspendovaného sedimentu je rovnakd ako pre pelagicky test (pozri oddiely 1.8.9.1
a 1.8.9.2). Pouzite prednostne sérové flasky alebo banky podobného tvaru. Umiestnite uzatvorené banky na tre-
packu horizontélne. Otvorené banky pre neprchavé létky a neoznacené '*C je potrebné umiestnit vo zvislej po-
lohe; v tomto pripade sa odportca magnetické miesanie s pouzitim magnetickych miesadielok pokrytych sklom.
V pripade potreby flasky prevzdusnite, aby boli zachované spravne aerébne podmienky.

Rddiochemické stanovenia

Uvolneny '*CO, sa stanovuje nepriamo a priamo (pozri dodatok 3). 1*CO, sa stanovuje nepriamo na zaklade roz-
dielu medzi pociato¢nou aktivitou '*C v testovanej vode alebo suspenzii a celkovou zvyskovou aktivitou v case
odberu vzorky meranej po okysleni vzorky na pH 2 — 3 a odstraneni CO,. Anorganicky uhlik sa tym odstrdni a me-
rand zvyskova aktivita pochddza z organického materidlu. Nepriame stanovenie '*CO, sa nesmie pouzit, ak pocas
transformdcie testovanej latky vznikaji prchavé hlavné produkty transformdcie (pozri dodatok 3). Ak je to moz-
né, je potrebné merat uvolnenie '*CO, priamo (pozri dodatok 3) v kazdom ¢ase odberu vzoriek aspoti v jednej
testovacej banke; tento postup umoziuje kontrolu hmotnostnej bilancie aj procesu biodegradacie, ale je obme-
dzeny na testy uskuto¢nené s uzatvorenymi bankami.

Ak sa stanovuje uvolneny '*CO, priamo pocas testu, musf sa na tento Géel na zaciatku testu pripravit viac baniek.
Odpori¢a sa priame stanovenie '*CO,, ak pocas transformdcie testovanej ldtky vznikaja prchavé hlavné produkty
transformécie. V kazdom bode merania sa okyslia dalsie testovacie banky na pH 2 — 3 a '*CO, sa zhromazdi v in-
ternom alebo externom absorbéri (pozri dodatok 3).

Pripadne sa koncentrécie testovanej ldtky oznacenej '*C a hlavné produkty transformacie mozu stanovif s pouzi-
tim rddiochromatografie (napr. chromatografia na tenkej vrstve, RAD-TLC) alebo HPLC s rddiochemickou
detekciou.
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2.1.

Pripadne sa moze stanovit fizové rozdelenie zvyskovej radioaktivity (pozri dodatok 1) a zvysnej testovanej latky
a moZu sa stanovit produkty transformdcie.

Na konci testu sa mus{ stanovif hmotnostnd bilancia priamym meranim '*CO, s pouzitim oddelenych testovacich
baniek, z ktorych sa pocas testu neodobert zZiadne vzorky (pozri dodatok 3).

Specifickd chemickd analyza

Ak je k dispozicii citlivd Specifickd analytickd metéda, primédrna biodegraddcia sa moze namiesto pouzitia technik
rddioaktivneho oznacovania vyhodnotit meranim celkovej zvyskovej koncentracie testovanej latky. Ak sa pouziva
rddioaktivne oznacend testovand litka (na meranie celkovej mineralizdcie), moze sa paralelne uskuto¢nit $peci-
fickd chemickd analyza, aby poskytla dalsie uzitoéné informdcie, a na kontrolu postupu. Specifickd chemick4 ana-
lyza sa moze tiez pouzit na meranie transformécie produktov, ktoré sa tvoria pocas degradicie testovanej latky,
a to sa odportca pre litky, ktoré sa mineralizujd, s pol¢asmi viac ako 60 dni. Koncentrdcia testovanej litky a pro-
duktov transformdcie pri kazdom odbere sa stanovi a zaznamend (ako koncentrécia a ako percentudlny podiel po-
uzitého mnoZstva). Vo vieobecnosti sa produkty transformdcie stanovené pri > 10 % pouzitej koncentricie
v ktoromkolvek ¢ase odberu vzoriek musia identifikovat, pokial neexistuje iny riadne odévodneny postup. Pro-
dukty transformdcie, pre ktoré sa koncentracie trvale zvysujii pocas $tidie, sa tieZ postdia na acely identifikdcie, aj
ked ich koncentrécie nepresahuji vyssie uvedené limity, lebo to moze byt dokazom perzistencie. Je potrebné zva-
zit analyzu produktov transformdcie v sterilnych kontrolkdch, ak sa usudzuje, Ze by bola moznd rychla abiotickd
transformdcia testovanej ldtky (napr. hydrolyza). Podla jednotlivych pripadov je potrebné uvazit potrebu kvanti-
fikdcie a identifikdcie a v sprdve sa uvedt odovodnenia. Extrakéné techniky s organickym rozpustadlom sa musia
pouzit podla pokynov v prislusnom analytickom postupe.

Vsetky vzorky sa musia skladovat pri 2 °C az 4 °C a bez pristupu vzduchu, ak sa analyza uskutocni do 24 hodin
(prednostne). V pripade dlhsicho skladovania sa vzorky zmrazia pod — 18 °C alebo sa chemicky zakonzervuja. Aci-
difikdcia ako metdda na konzervaciu vzoriek sa neodporica, pretoze acidifikované vzorky mozu byt nestabilné.
Ak sa vzorky neanalyzuji do 24 hodin a skladuji sa dlhsie, je potrebné uskuto¢nit $tddiu stability pocas sklado-
vania, aby sa dokdzala stabilita chemickych latok, pri skladovani pod — 18 °C alebo v podmienkach konzervicie.
Ak analytickd metdda obsahuje bud extrakciu rozpustadla, alebo extrakciu tuhej fazy (ETF), extrakcia sa mus{ usku-
tocnit hned po odbere vzoriek alebo po uskladneni vzoriek v chladnicke maximdlne 24 hodin.

V zévislosti od citlivosti analytickej metédy mozu byt potrebné vicsie objemy vzoriek, ako st uvedené v odse-
ku 16. Test sa moze jednoducho vykonat s jednolitrovymi testovanymi objemami v 2 — 3-litrovych bankdch, kto-
ré umoznuju odber priblizne 100 ml vzoriek.

UDAJE A SPRAVY

SPRACOVANIE VYSLEDKOV

Grafické zaznamenanie ddajov

Zaokruhlite ¢asy odberu na celé hodiny (pokial sa ldtka podstatne nedegraduje za niekolko mindt az hodin), ale
nie na celé dni. Graficky zaznamenajte odhady zvyskovej aktivity testovanej latky (pre latky oznacené '*C) alebo
zvySkova koncentriciu (pre neoznacené ltky) proti Casu v linedrnom aj v semilogaritmickom grafe (pozri
obrézky 1a, 1b). Ak prebieha degradacia, porovnajte vysledky z baniek F; s vysledkami z baniek Fg. Ak sa stredné
hodnoty vysledkov z baniek s testovanou latkou (Fy) a sterilnych baniek (Fg) odchyluji o menej ako 10 %, dé sa
predpokladat, Ze pozorovand degradacia je hlavne abiotickd. Ak je degraddcia v bankach Fg nizsia, mozu sa pouzit
¢isla na korekciu &isel ziskanych z baniek Fy (odpocitanim) na odhad miery biodegraddcie. Ak sa uskuto¢nia vo-
litené analyzy pre hlavné produkty transformdcie, je potrebné okrem grafu rozkladu testovanej latky poskytnit
grafy zndzorfujice ich tvorbu a rozklad.
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Stanovte di7ku lag fizy t; z degradacnej krivky (semilogaritmicky graf) extrapoldciou jej linedrnej casti na nulovi
degraddciu alebo alternativne stanovenim ¢asu pre priblizne 10 % degraddciu (pozri obrdzky la a 1b). Zo semi-
logaritmického grafu stanovte rychlostnt konstantu prvého poriadku k a jej Standardnti chybu linedrnou regre-
siou In (zvyskovej aktivity ' *C alebo koncentracie testovanej ldtky) proti ¢asu. Pomocou predovsetkym meran{ '*C
pouzite iba tidaje prisltichajiice pociato¢nej linedrnej Casti krivky po ukoncenej lag fze a uprednostnite skor vyber
mensicho mnozstva udajov, ktoré sii reprezentativne, pred vyberom vicsicho mnozstva nespolahlivejsich ddajov.
Nespolahlivostsa v tomto pripade tyka chyb stivisiacich s odporicanym priamym pouzitim nameranych zvysko-
vych aktivit '*C (pozri nizsie). Niekedy moze byt potrebné vypocitat dve odlisné rychlostné konstanty, ak degra-
décia prebieha podlabifdzického modelu. Na tento tcel sa definujii dve odlisné fazy degradacnej krivky. Pre kazdu
jednu paralelnd banku sa musia urobit vypocty rychlostnej konstanty k a polcasu t,, = In2/k, ak sa odoberaj ¢ia-
stocné vzorky z rovnakej banky, alebo s pouzitim priemernych hodnot, ak sa zuzitkuju celé banky v kazdom case
odberu (pozri posledny odsek v oddiele 1.8.9.2). Ak sa pouzije prvy uvedeny postup, je potrebné uviest v sprave
rychlostnd konstantu a polcas pre kazdi jednu paralelnd banku ako priemerntt hodnotu so standardnou chybou.
Ak sa pouzili vysoké koncentrécie testovanej latky, degradacnd krivka sa moze znacne odchylit od rovnej Ciary
(semilogaritmicky graf) a kinetika prvého poriadku nemusi platit. Preto nema zmysel definovat polcas. V pripade
obmedzeného rozsahu tidajov sa viak moze pouzit kinetika pseudoprvého poriadku a stanovit polcas degraddcie
DT;, (Cas dosiahnutia 50 % degraddcie). Je potrebné vSak pamitat na to, Ze ¢asovy priebeh degraddcie mimo zvo-
leného rozsahu ddajov sa nedd predpovedat s pouzitim DT, ktory je iba deskriptorom daného stboru tdajov.
Analytické ndstroje na ulahcenie statistickych vypoctov a na zostrojenie krivky st lahko dostupné a odportica sa
pouzivat tento druh softvéru.

Ak sa vykondva $pecifickd chemickd analyza, stanovte rychlostné konstanty a polcasy pre primdrnu degradaciu,
ako je uvedené vyssie pre celkovii mineralizdciu. Ak primdrna degraddcia je ohranicenym procesom, mozu sa po-
uzit experimentdlne Gdaje z celého priebehu degraddcie. Je to preto, Ze merania st na rozdiel od merani aktivity
14, h

C priame.

Ak sa pouzijti latky oznacené '*C, aspoii na konci testu sa musi vyjadrit hmotnostnd bilancia ako percento pou-
zitej zaciatocnej koncentracie.

Zvyskovi aktivita

Ak sa biologicky degraduje Cast organickej litky oznacend '*C, hlavnd cast '*C sa premeni na '*CO,, zatial ¢o dal-
Sia Cast sa vyuZije na rast biomasy afalebo syntézu mimobunkovych metabolitov. Z tohto dovodu tplnd ,kone¢nd*
biodegradacia latky nemd za nasledok 100 % konverziu uhlika na '*CO,. '*C zabudovany do produktov vytvo-
renych biosyntézou sa nasledne pomaly uvolfiuje ako '*CO, pre ,sekunddrnu mineralizéciu®. Z tychto dovodov
sa v grafickych zndzorneniach zvyskovej organickej aktivity ' *C (meranej po uvolneni CO,) alebo '*CO, proti casu
po ukonceni degradécie ukazuje ,chvostovanie®. To stazuje kinetickd interpretdciu Gdajov a z tohto dévodu by sa
na stanovenie degradacnej rychlostnej konstanty mala obvykle pouzit iba zaciato¢nd Cast krivky (po ukonceni lag
fazy a predtym, ako sa dosiahne priblizne 50 % degradicie). Ak sa degraduje testovand latka, celkova zvyskova ak-
tivita organického '*C je vzdy vysgia ako aktivita '*C spojend so zvysnou intaktnou testovanou litkou. Ak sa tes-
tovand latka degraduje reakciou prvého poriadku a konstantnd Cast a sa mineralizuje na CO,, pociato¢ny sklon
krivky abytku '*C (celkovy organicky '“C proti ¢asu) bude a asy sklonu prislusnej krivky pre koncentrdciu tes-
tovanej létky (alebo aby sme boli presni, cast testovanej latky oznacenej '*C). Na zéklade meran{ celkovej neko-
rigovanej aktivity organického '*C bude preto vypocitand degradaénd rychlostnd konstanta konzervativna. Postupy
na stanovenie koncentrécif testovanej ltky z nameranych radiochemickych aktivit, zalozené na roznych zjedno-
dusujtcich predpokladoch, st uvedené v odkazoch (2) (9) (10) (11). Takéto postupy sa najjednoduchsie pouzivaji
pre rychlo degradovatelné ldtky.

INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Ak sa zisti, Ze k je nezdvisld od pridanej koncentricie (t. j. ak vypocitané k je priblizne rovnaké ako pri roznych
koncentracidch testovanej latky), d4 sa predpokladat, Ze rychlostnd konstanta prvého poriadku je reprezentativna
pre pouzité testovacie podmienky, t. j. testovant ldtku, vzorku vody a teplotu pri teste. To, do akej miery sa dajt
vysledky zovseobecnit alebo extrapolovat na iné systémy, sa musi odborne postdit. Ak sa pouzije vysokd kon-
centricia testovanej latky a degraddcia preto neprebicha podla kinetiky prvého poriadku, tidaje sa nedaji pouzit
na priame stanovenie rychlostnej konstanty prvého poriadku alebo prislusny polcas. Udaje odvodené z testu s po-
uzitim vysokej koncentracie testovanej latky sa mozu este stdle pouzit na stanovenie stupna celkovej mineralizécie
ajalebo na detekciu a kvantifikdciu produktov transformécie.
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Ak st zndme rychlosti inych procesov abytku ako biodegradcia (napr. hydrolyza alebo prchavost), moézu sa od-
pocitat od cistej rychlosti ubytku zistenej pocas testu na stanovenie priblizného odhadu rychlosti biodegradacie.
Udaje pre hydrolyzu sa mozu ziskat napr. zo sterilnej kontroly alebo z paralelného testovania s pouzitim vy3sej
koncentricie testovanej latky.

Nepriame a priame stanovenie '“CO, (oddiel 1.8.9.4 a dodatok 3) mozno pouzit iba na meranie miery minerali-
zdcie testovanej latky na CO,. Rddiochromatografia (RAD-TLC) alebo HPLC sa mozu pouzif na analyzovanie kon-
centracii testovanej latky oznacenej '*C a vzniku hlavnych produktov transformécie (treti odsek v oddiele 1.8.9.4).
Na umoznenie priameho stanovenia polcasu je potrebné, aby neboli pritomné Ziadne hlavné produkty transfor-
mécie (definované ako = 10 % pouzitého mnozZstva testovanej latky). Ak st pritomné hlavné produkty transfor-
mécie, ako sa tu definuje, je potrebné podrobné vyhodnotenie tidajov. Toto méze zahinat opakované testovanie
a/alebo identifikdciu produktov transformdcie (pozri prvy odsek v oddiele 1.8.9.5), pokial osud produktov trans-
formécie nemozno logicky vyhodnotit na zaklade skdsenosti (napr. informdcie o ceste degradacie). KedZe sa po-
mer uhlika testovanej litky premenenej na CO, meni (v zdvislosti zvacsa od koncentracie testovanej latky a inych
dostupnych substratov, testovacich podmienok a mikrobidlneho spolocenstva), tento test neumoziiuje priame sta-
novenie konecnej biodegradicie ako v DOC die-away teste, ale vysledok je podobny vysledku ziskanému respiro-
metrickym testom. Stupen mineralizdcie bude teda niZ$i alebo rovnajici sa minimdlnej trovni konecnej
biodegradécie. Na ziskanie tiplnejsicho obrazu konecnej biodegraddcie (mineralizacie a zabudovania do biomasy)
sa na konci testu mus{ vykonat analyza fizového rozdelenia '*C (pozri dodatok 1). '*C v podiele ¢astic bude po-
zostdvat z ' *C zabudovaného do bakteridlnej biomasy a '*C adsorbovaného na organické castice.

PLATNOST TESTU

Ak sa referen¢nd ldtka nedegraduje v predpokladom ¢asovom intervale (pre anilin a benzodt sodny obvykle mene;j
ako dva tyzdne), platnost testu je spochybnend a musi sa dalej preverit alebo sa alternativne test musi zopakovat
s novou vzorkou vody. V kruhovom teste ISO metddy, na ktorom sa zticastnilo sedem laboratérif z Eurdpy, pre-
vzali degrada¢né rychlostné konstanty pre anilin v rozmedz{ 0,3 az 1,7 dei™" s priemerom 0,8 d™" pri 20 °C a $tan-
dardnou chybou * 0,4 d" (t,, = 0,9 dnia). Typické lag fazy boli 1 az 7 dni. Uviedlo sa, Ze skiimané vody mali
bakteridlnu biomasu zodpovedajticu 10% -10* jednotkdm tvoriacim kolénie (CFU) na ml. Degradaéné rychlosti
v stredoeurdpskych vodach bohatych na Ziviny boli vyssie ako v severskych oligotrofickych vodach, co moze byt
kvoli odlisnému trofickému stavu alebo prechddzajiicemu vystaveniu chemickym ldtkam.

Celkovd vytaznost (hmotnostnd bilancia) na konci pokusu musi byt medzi 90 % a 110 % pre radioaktivne ozna-
cené latky, pricom pociato¢nd vytaznost na zaciatku pokusu musi byt medzi 70 % a 110 % pre neoznacené latky.
Uvedené rozsahy je v§ak potrebné interpretovat len ako ciele a nemali by sa pouzivat ako kritérid pre akceptaciu
testu.

SPRAVA O TESTE

Typ Studie, t. j. pelagicky alebo test suspendovaného sedimentu, sa musia jasne stanovit v sprave z testu, ktord musi
obsahovat minimdlne tieto informdcie:

Testovand ldtka a referencnd ldtka(y):

—  vieobecné ndzvy, chemické ndzvy (odporicané ndzvy IUPAC afalebo ndzvy CAS), ¢isla CAS, Strukturdlne
vzorce (uvddzajice poziciu oznacenia '*C, ak sa pouziva radioaktivne oznacend litka) a prislusné fyzikdlno-
chemické vlastnosti testu a referencnej latky (pozri oddiely 1.5 a 1.6),

—  vieobecné ndzvy, &isla CAS, $trukturdlne vzorce (uvddzajtice poziciu oznacenia '*C, ak sa pouziva rddioak-
tivne oznacend ldtka) a prislusné fyzikdlno-chemické vlastnosti latok pouzitych ako $tandardy na identifikd-
ciu produktov transformacie,

— (istota (necistoty) testovanych a referencnych latok,

— radiochemicka cistota oznacenej chemickej latky a $pecifickd aktivita (v pripade potreby).
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Povrchovd voda:

Musia sa poskytniit minimdlne tieto informdcie pre odobrati vzorku vody:

— umiestnenie a opis miesta odberu vzoriek vratane predchddzajicej kontamindcie, ak je to mozné,
— d4tum a miesto odberu vzoriek,

—  ziviny (celkovy N, aménne idny, dusitany, dusi¢nany, celkovy P, rozpustené ortofosfaty),
— hibka odberu,

— vzhlad vzorky (napr. farba a zdkal),

— DOCaTOC,

— BSK,

— teplota a pH v mieste a ¢ase odberu,

—  kyslik alebo redoxny potencidl (povinné iba vtedy, ak nie st zrejmé aerébne podmienky),
— slanost alebo vodivost (v pripade morskej vody a poloslanej vody),

— suspendované tuhé latky (v pripade zakalenej vzorky),

—  pripadne dalsie informdcie o mieste odberu v ¢ase odberu (napr. aktudlne alebo predchddzajice ddaje o rych-
losti toku riek alebo morskych priidov, hlavné vypustania v blizkosti a typ vypustani, poveternostné pod-
mienky pred ¢asom odberu)

a pripadne:

— mikrobidlna biomasa (napr. priame stanovenie metédou farbenia akridinovou oranzovou alebo jednotky tvo-
riace kolonie),

— anorganicky uhlik,

— koncentrécia chlorofylu-a ako 3pecifické stanovenie biomasy rias.

Okrem toho sa poskytna tieto informdcie o sedimente, ak sa uskutociuje test suspendovaného sedimentu:
—  hibka odberu sedimentu,

— vzhlad sedimentu (napr. sfarbeny, bahnity, prachovy alebo pieskovy),

— textura (napr. % hrubého piesku, jemného piesku, siltu a ilu),

— susina v g/l suspendovanych tuhych latok, koncentracia TOC alebo tibytok hmotnosti zZthanim ako kritérium
obsahu organickej latky,

— pH,
—  kyslik alebo redoxny potencidl (povinné iba, ak nie st zrejmé aerobne podmienky).
Testovacie podmienky:

— ¢as medzi odberom a s pouzitim v laboratérnom teste, skladovanie vzoriek a predpriprava vzorky, ddtumy
uskutocnenia $tadi,

— mnoZstvo pouZitej testovanej ltky, testovand koncentracia a referencnd ltka,

— metdda aplikdcie testovanej ltky vratane kazdého pouzitia rozpustadiel,



24.8.2009 Uradny vestnik Eurépskej tinie L 220/69

— objem pouzitej povrchovej vody a sedimentu (ak sa pouZiva) a odobraty objem v kazdom intervale na
analyzu,

— opis pouzitého testovacicho systému,
ak sa nemozu dodrzat podmienky uchovévania v tme, informdcie o podmienkach ,diftzneho svetla®,

— informdcie o metdde(-ach) pouzitych na zabezpecenie sterilnych podmienok (napr. teplota, ¢as a pocet
autokldvovani),

— inkubacnd teplota,

— informdcie o analytickych technikdch a metéde(-ach) pouzitych na rddiochemické merania a na kontrolu
hmotnostnej bilancie a stanovenia fizového rozdelenia (ak sa vykonava),

—  pocet paraleliek.
Vysledky:
— vytaznost v percentdch (pozri oddiel 1.7.1),

— opakovatelnost a citlivost pouzitych analytickych met6d vratane detekéného limitu (LOD) a limitu kvantifi-
kicie (LOQ) (pozri oddiel 1.7.2),

—  vietky namerané tdaje (vratane Casov odberu) a vypocitané hodnoty v tabulkovej forme a degradacné krivky
pre kazdi testovani koncentréciu a pre kazda paralelnt banku; zaznamenajte linedrny korelacny koeficient
pre sklon logaritmického grafu, stanoventi lag fdzu a rychlostnt konstantu prvého poriadku alebo pseudopr-
vého poriadku (ak je to mozné) a prislusny polcas degraddcie (alebo polcas, ts),

—  zaznamenajte prislusné hodnoty ako priemery vysledkov zistenych v jednotlivych paralelkach, napr. dizku
lag fazy, degrada¢nti rychlostnti konstantu a polcas degradacie (alebo tsy),

—  kategorizujte systém ako neadaptovany alebo adaptovany na zdklade vzhladu degradacnej krivky a pripad-
ného vplyvu testovanej koncentracie,

— vysledky kone¢nej kontroly hmotnostnej bilancie a vysledky stanoveni fizového rozdelenia (ak sa uskutocnili),
— frakcia mineralizovaného '*C a v pripade pouzitia $pecifickej analyzy kone¢nd tiroveii primdrnej degradcie,

— identifikdcia, moldrna koncentrdcia a percento pouzitych a hlavnych produktov transformécie (pozri prvy od-
sek v oddiele 1.8.9.5) v pripade potreby,

— navrhovand cesta transformécie v pripade potreby,

— diskusia o vysledkoch.
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Dodatok 1
Fazové rozdelenie *C

Na kontrolu postupu sa musi bezné stanovenie celkovej zvyskovej organickej aktivity '*C (TOA) doplnit meraniami hmot-
nostnej bilancie zahffiajticej priame stanovenie uvolneného '*CO, po zachyteni na absorbéri (pozri dodatok 3). Pozitivny
vznik '*CO, je sdm osebe priamym dokazom biodegraddcie na rozdiel od abiotickej degradacie alebo inych mechanizmov
tibytku, ako napr. prchavost a sorpcia. Dalsie uzito¢né informacie charakterizujdce priebeh biodegradovatelnosti mozno zi-
skat z merani distribicie TOA medzi rozpustenym stavom (aktivita rozpusteného organického '*C, DOA) a Casticovym sta-
vom (Casticovd aktivita organického '*C, POA) po oddeleni ¢astic membranovou filtriciou alebo odstredenim. POA
pozostéva z testovanej litky naadsorbovanej na mikrobidlnu biomasu a na iné Castice testovanej litky okrem uhlika, ktory
sa pouzil na syntézu nového bunkového materidlu a tak zabudoval do ¢asticovej frakcie biomasy. Vznik rozpusteného '*C
organického materidlu sa d4 stanovit ako DOA na konci biodegradécie (platé na krivke degradacie proti €asu).

Stanovenie fazového rozdelenia zvyskového '*C vo vybratych vzorkich filtrovanim vzoriek na 0,22 pm alebo 0,45 pm
membranovom filtri z materidlu, ktory neadsorbuje vyznamné mnozstva testovanej latky (mozu byt vhodné polykarbona-
tové filtre). Ak je adsorpcia testovanej latky na filter prili§ velkd na to, aby sa nemusela zohladnit (je to potrebné skontro-
lovat pred pokusom), méze sa pouzit namiesto filtracie centrifugdcia pri vysokej rychlosti (2 000 g; 10 min.).

Pokracujte s filtrdtom alebo s odstredenou zlozkou, ako je uvedené v dodatku 3 pre nefiltrované vzorky. Rozpustite mem-
branové filtre vo vhodnej scintilacnej kvapaline a merajte ako obvykle, bezne len pomerovou metédou s externym $tandar-
dom na korekciu zhdsania, alebo pouzite okyslicovadlo vzoriek. Ak sa pouzila centrifugdcia, resuspendujte pelet vzniknuty
z frakcie Castic v 1 — 2 ml destilovanej vody a preneste do scintilacnej flasticky. Potom s pouzitim 1 ml destilovanej vody
dvakrdt premyte a preneste premyvaciu vodu do flasticky. V pripade potreby sa suspenzia moze zaliat do gélu na meranie
kvapalinovym scintilacnym pocitacom.
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Dodatok 2
PoloKontinudlny postup

Moze byt potrebné predlzit inkubdciu na niekolko mesiacov na dosiahnutie dostatocnej degradacie ltok, ktoré sa tazko od-
bidravaji. Dlzka testu nesmie byt obvykle dlhsia ako 60 dni, pokial nie sii zachované vlastnosti povodnej vzorky vody ob-
novenim testovanej suspenzie. Cas testu sa v§ak moze predizit maximalne na 90 dni bez obnovenia testovanej suspenzie, ak
sa degraddcia testovanej latky zacala pocas prvych 60 dni.

Pocas dlhodobej inkubdcie sa diverzita mikrobidlneho spolocenstva moze obmedzit kvoli mechanizmom tbytku a kvoli pri-
padnému abytku zdkladnych Zivin a primdrnych uhlikovych substritov vo vzorke vody. Preto sa odportca, aby sa pouzil
semikontinudlny test na prisluiné stanovenie rychlosti degraddcie ldtok, ktoré sa pomaly degradujii. Test je potrebné zacat
s pouzitim semikontinudlneho postupu, ak sa na zaklade predchddzajticich skdsenosti predpokladd, Ze na dosiahnutie 20 %
degraddcie latky bude potrebny inkubacny ¢as tri mesiace. Alternativne sa moze bezny ddvkovy test zmenit na semikonti-
nudlny test, ak sa nedosiahne ziadna degraddcia testovanej latky pocas priblizne 60 dni testovania s pouzitim davkového
postupu. Semikontinudlny postup sa moze zastavit a test pokracuje ako dévkovy pokus, ked sa zaznamend vyznamnd de-
graddcia (napr. > 20 %).

V polokontinudlnom teste sa kazdé dva tyzdne nahradi priblizne jedna tretina objemu testovanej suspenzie Cerstvo odo-
bratou vodou s testovanou ldtkou, ktord sa pridd do pociatocnej koncentracie. Ak sa vykondva test suspendovaného sedi-
mentu, podobne sa do vody pridd sediment na nahradenie do pociatocnej koncentricie (medzi 0,01 a 1 gfl). Pri
uskutocriovani testu so suspendovanymi tuhymi ldtkami je dolezité, aby sa zachoval plne suspendovany systém aj pocas ob-
novenia vody a aby bol reziden¢ny cas rovnaky pre tuhé litky a vodu, lebo v opacnom pripade sa moze stratit planovana
podobnost s homogénnym vodnym systémom bez ustdlenych fiz. Z tychto dévodov sa uprednostiiuje pociatocnd koncen-
tracia suspendovanych sedimentov v spodnom rozsahu $pecifikovaného intervalu, ak sa pouziva semikontinualny postup.

Predpisané pridanie testovanej litky znamend, Ze sa pociato¢nd koncentrécia testovanej latky ¢iastoénym obnovenim testo-
vanej suspenzie neprekroci, a teda sa zabrani adaptacii, ktord sa Casto pozoruje pri vysokych koncentricidch testovanej lat-
ky. KedZe postup zahffia reinokuldciu aj nahradenie vycerpanych Zivin a primdrnych substrdtov, povodnd mikrobidlna
diverzita sa obnovi a trvanie testu sa moze v podstate predlZovat az do nekonec¢na. Ak sa pouziva semikontinudlny postup,
je dolezité pripomentt, Ze sa zvyskova koncentracia testovanej latky musi korigovat o mnozstva pridanej a odstranenej tes-
tovanej latky pri kazdom obnoveni. Pre latky, ktoré sa zle adsorbujt, sa moze pouzivat celkovd koncentrdcia alebo kon-
centracia rozpustenej testovanej latky. Adsorpcia je minimdlna (< 5 %) za $pecifickych podmienok (0,1 — 1 g tuhych latok/l)
pre latky s log Kow < 3 (plati pre neutrdlne, lipofilné zliceniny). Toto je vyjadrené v nasledujicom priklade vypoctu: 0,1 g/
tuhych latok priblizne zodpovedd 10 mg uhlika na liter (frakcia uhlika, f. = 0,01). Za predpokladu, ze

Log K, (testovanej latky) = 3

K, =042 xK,,

rozdelovaci koeficient, Ky = f- x K,

potom rozpustend frakcia celkovej koncentréicie (C-voda (C,,)/C-celkova (C) je:

Co/Co=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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Dodatok 3

Stanovenie *CO,

Nepriame stanovenie '*CO,

Pre bezné merania je nepriama metdda obvykle najmenej ¢asovo ndro¢nou a najpresnejsou metédou, ak je testovand ldtka
neprchavd a netransformuje sa na prchavé produkty transformdcie. Preneste jednoducho nefiltrované vzorky, napr. velkosti
5 ml, do scintila¢nych flasticiek. Na zaciatku je vhodnd aktivita vo vzorkdch 5 000 dpm — 10 000 dpm (80 — 170 Bq) a mi-
nimdlna pociato¢nd aktivita je okolo 1 000 dpm. CO, sa musi odstranit po okysleni na pH 2 — 3 1 — 2 kvapkami koncen-
trovanej H,PO, alebo HCl. Odstranenie CO, moZzno uskuto¢nit prebublavanim vzduchom pocas priblizne ¥ — 1 hodiny.
Alternativne sa mozu flasticky prudko trepat 1 — 2 hodiny (napriklad na mikrotrepacke) alebo za miernejsicho trepania cez
noc. Ucinnost postupu odstranovania CO, sa musi skontrolovat (predfZzenim casu prevzdusiovania alebo trepania). Potom
sa musi pridat scintilacnd kvapalina vhodnd na meranie vodnych vzoriek, vzorka sa homogenizuje vo virivom mixéri a rd-
dioaktivita sa stanovi meranim kvapalinovym scintila¢nym po¢itacom a odpocitanim aktivity pozadia zistenej v slepych
vzorkach (Fy). Pokial nie je testovand voda prili§ sfarbend alebo neobsahuje vysokua koncentréciu Castic, vykazuji vzorky ob-
vykle rovnaké zhdsanie a bude postacujice uskutocnit korekcie zhdsania s pouzitim externého Standardu. Ak je testovand
voda vel'mi sfarbend, moze byt potrebnd korekcia zhdsania pridanim vnuatorného tandardu. Ak je vysokd koncentrécia ca-
stic, nemusi sa dat dosiahnut homogénny roztok alebo gél alebo mozu sa vyskytnit velké odchylky medzi vzorkami v zhd-
Sani. V tomto pripade sa mozZe pouzit metdda merania opisand nizsie pre testované suspenzie. Ak sa test vykondva ako test
suspendovaného sedimentu, meranie '*CO, by sa mohlo uskutoénit nepriamo odobratim homogénnej 10 ml vzorky tes-
tovanej vody/suspenzie a oddelenim féz centrifugiciou pri vhodnej rychlosti (napr. 15 min. pri 40 000 m/s?). Vodna faza
sa potom spracuje, ako je uvedené vyssie. Aktivita *C vo féze castic (POA) sa stanovi resuspendovanim sedimentu do ma-
1ého objemu destilovanej vody, prenosom do scintila¢nych flasti¢iek a pridanim scintila¢nej kvapaliny na vytvorenie gélu
(na tento tcel st dostupné $pecidlne scintilacné kvapaliny). V zdvislosti od charakteru castic (napr. aky maji obsah orga-
nického materidlu), moze byt vhodné natravit vzorku cez noc solubilizérom tkaniv a potom pred pridanim scintila¢nej kva-
paliny homogenizovat vo virivom mixéri. Alternativne sa moze stanovit POA spalovanim v nadbytku kyslika s pouzitim
okyslicovadla vzoriek. Pri merani sa musia vzdy pridat vnitorné Standardy a moze byt potrebné uskutocnit korekcie zha-
$ania pridanim vnatorného $tandardu pre kazdi jednu vzorku.

Priame stanovenie *CO,

Na priame stanovenie uvolneného '*CO, sa na zaciatku testu priprav{ viac baniek, zuZitkovanie testovacich baniek sa v kaz-
dom bode stanovenia vykon4 tak, Ze sa testovacie banky okyslia na pH 2 — 3 a '*CO, sa zhromazd vo vnttornom (umiest-
nenom v kazdej testovacej banke na zaciatku testu) alebo externom absorbéri. Ako absorbéné médium sa moze pouzit bud
alkalickd zdsada (napr. 1 N roztok NaOH alebo granule NaOH), etanolamin alebo komer¢ne dostupné absorbéry zalozené
na etanolamine. Na priame stanovenie '*CO, musia byt banky uzatvorené, napr. butylkaucukovou zétkou.
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Obrdzok 1a

Priklad aritmetického grafického zaznamenania ddajov (zvySkovd aktivita proti ¢asu)
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Obrdzok 1b

Vzor semilogaritmického grafického zaznamenania ddajov (In zvyskovej aktivity proti Casu)
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1.1.

1.2

PRILOHA VI

C.26. LEMNA SP. TEST INHIBICIE RASTU

METODA

Tato metdda je rovnocennd s OECD TG 221 (2006) (1). Organy EU dospeli k sirokému konsenzu, Ze pri silne
zafarbenych latkach st testy s rodom Lemna vhodnou alternativou k testu s riasami (2) (3).

UvOD

Tdto testovacia metdda je uréend na hodnotenie toxicity latok pre sladkovodné rastliny rodu Lemna (Zaburinka).
Je zaloZend na existujiicich usmerneniach (4) (5) (6) (7) (8) (9), ale obsahuje modifikécie tychto metdd zohlad-
fiujice najnovsi vyskum a konzultdcie tykajiice sa mnozstva kla¢ovych aspektov. Navrhovand metdda bola va-
lidovand medzindrodnym kruhovym testom (10).

Tato testovacia metdda opisuje testovanie toxicity pri pouziti Lemna gibba a Lemna minor, obidvoch druhov, ktoré
sa Studuji vo velkej miere a podliehaji uvedenym normdm. Taxondmia Lemna spp. je zlozitd, komplikuje ju vy-
skyt velkého mnozstva fenotypov. Aj ked sa moze vyskytnit genetickd variabilita pri reakcii na toxické ldtky v pri-
pade rodu Lemna, v sti¢asnosti neexistujii dostatocné tdaje o tomto zdroji variability, aby sa mohol odporucit
konkrétny klon na pouZzitie v tejto testovacej metdde. Je potrebné pripomentt, Ze test sa nevykondva axenicky,
ale jednotlivé kroky pocas postupu testu sa uskuto¢iiujii v etapach, aby sa minimalizovala kontamindcia inymi
organizmami.

Uvéadzaja sa informdcie o testovani pri obnove (semistatické a prietokové) a bez obnovy (statické) testovaciecho
roztoku. V zdvislosti od cielov testu a od regula¢nych poziadaviek sa odportca posadit semistatické a prietokové
metddy, napr. pre latky, ktoré z roztoku rychlo unikajii v dosledku odparovania, fotodegraddcie, precipitacie ale-
bo biodegradicie. Dalsie informacie st uvedené v (11).

VYMEDZENIE POIMOV
Na tcely tejto testovacej metddy sa pouzivajd tieto pojmy a skratky:

Biomasa: je susina Zivej hmoty nachddzajicej sa v populdcii. V tomto teste biomasu nahrddza napr. pocet list-
kov alebo plocha listkov, ktoré sa bezne merajd, a pouZivanie pojmu ,biomasa“ sa teda vztahuje aj na tieto né-
hradné kritérid.

Chloréza: je Zltnutie tkaniva listkov.

Klon: je organizmus alebo bunka, ktord vznikla z jedného jedinca nepohlavnym rozmnozovanim. Jedince z rov-
nakého klonu st preto geneticky identické.

Kolénia: znamend zhluk navzdjom spojenych materskych a dcérskych listkov (obvykle 2 az 4). Niekedy sa uvd-
dza ako rastlina.

EC,: je koncentricia testovanej latky rozpustend v testovacom médiu, ktord ma za ndsledok x % (napr. 50 %) zni-
Zenie rastu rodu Lemna v rdmci stanoveného ¢asu expozicie (je potrebné vyslovne uviest v pripade odchylky od
celkovej alebo obvyklej dlzky testu). Na jednozna¢né zaznamenanie hodnoty EC odvodenej z rychlosti rastu ale-
bo V)'ft’aiku sa ,pouiiva’ symbol ,,E/rC“ pre rychlost rastu a symbol ,E,C" sa pouziva pre vytazok, po ktorom na-
sleduje pouzitd merand premennd, napr. E.C (pocet listkov).

Prietokovd metdda: je test, v ktorom sa testovacie roztoky kontinudlne nahradzaja.

Listok: je individudlna/samostatnd ,listkovitd“ Struktdra Zaburinky. Je to najmensia jednotka, t. j. jednotlivec
schopny rozmnozovania.

Gibozita: znamend listky, ktoré maja vypukly alebo napuchnuty vzhlad.
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1.3.

Rast: je ndrast meranej premennej, napr. poctu listkov, susiny, hmotnosti vo vlhkom stave alebo plochy listkov,
pocas testu.

Rychlost rastu (priemernd $pecifickd rychlost rastu): je logaritmickym ndrastom biomasy pocas expozicie tes-
tovanou latkou.

s e

Najnizsia koncentricia s pozorovatelnymi d¢inkami (LOEC): je najnizsia testovand koncentrécia, pri ktorej
sa pozoruje, Ze latka md Statisticky vyznamny Gi¢inok na zniZenie rastu (pri p < 0,05) pri porovnani s kontrolou
v rdmci daného asu expozicie. Skodlivy Géinok vietkych testovanych koncentracii nad LOEC viak musi byt vzdy
rovnaky alebo vacsi ako ucinky pozorované pri LOEC. Ak nie sti splnené tieto dve podmienky, je potrebné po-
skytnit Gplné vysvetlenie, akym spdsobom sa zvolila LOEC (a teda aj NOEC).

Merané premenné: st vetky typy premennych, ktoré sa merajii na vyjadrenie konecného bodu testu s pouzi-
tim jedného alebo viacerych hodnot reakcie. V tejto metdde pocet listkov, plocha listkov, hmotnost v cerstvom
stave a susina s meranymi premennymi.

Monokultira: je kultira s jednym druhom rastliny.

Nekro6za: je odumreté (t. j. biele alebo rozmocené) tkanivo listkov.

Koncentricia bez pozorovaného G¢inku (NOEC): je testovand koncentrdcia bezprostredne pod LOEC.
Fenotyp: je viditelnd charakteristika organizmu urcend interakciou jeho génov s jeho prostredim.

Premennd hodnota reakcie: je premennd na odhad toxicity odvodend z akychkolvek stanovenych premennych
opisujticich biomasu réznymi metédami vypoctu. Pre tito met6du st rychlosti rastu a vytazok hodnoty reakcie
odvodené z meranych premennych, ako pocet listkov, plocha listkov, hmotnost v Cerstvom stave alebo susina.

Semistaticky (obnovovaci) test: je test, v ktorom sa testovaci roztok pocas testu pravidelne nahrddza v kon-
krétnych intervaloch.

Staticky test: je testovacia metdda bez obnovy testovacieho roztoku pocas testu.

Koneény bod testu: opisuje vieobecny faktor, ktory sa zmeni testovanou chemickou ldtkou v porovnani s kon-
trolou ako ciel testu. V tejto metdde je kone¢nym bodom inhibicia rastu, ktord moze byt vyjadrend roznymi hod-
notami reakcie, zaloZenymi na jednej alebo viacerych meranych premennych.

Testovacie médium: je kompletné syntetické kultivaéné médium, v ktorom testované rastliny rasti v podmien-
kach expozicie testovanou litkou. Testovand latka sa pri normalnych podmienkach rozpusti v testovanom médiu.

Vytazok: je hodnota meranej premennej na vyjadrenie mnoZzstva biomasy na konci ¢asu expozicie minus me-
rand premennd na zaciatku ¢asu expozicie.

PRINCIP TESTU

Umozni sa exponencidlny rast rastlinnych kulttir rodu Lemna vo forme monokultir v odlisnych koncentracidch
testovanej latky pocas siedmich dni. U¢elom testu je kvantifikovat G¢inky vo vztahu k testovanej litke na vege-
tativny rast pocas tohto ¢asu zaloZené na hodnoteni zvolenych meranych premennych. Pocet listkov je najdole-
ZitejSou meranou premennou. Meria sa eSte aspon jedna dalsia merand premennd (celkova plocha listkov, susina
alebo hmotnost v Cerstvom stave), lebo niektoré latky mozu ovela viac ovplyvnit iné merané premenné ako po-
Cet listkov. Na kvantifikovanie ti¢inkov vztahujticich sa na testovand latku sa rast v testovacich roztokoch po-
rovndva rastom v kontroldch a koncentricia sposobujiica $pecifickd x % inhibiciu rastu (napr. 50 %) sa urci
a vyjadri ako EC, (napr. ECs).

Kone¢nym bodom testu je inhibicia rastu vyjadrend ako logaritmicky ndrast meranej premennej (priemernd $pe-
cifickd rychlost rastu) pocas expozicie. Z priemernych $pecifickych rychlosti rastu zaznamenanych v sérii testo-
vanych roztokov sa koncentrdcia, ktord sposobuje Specifickti x % inhibiciu rychlosti rastu (napr. 50 %), stanovi
a vyjadri ako E,C, (napr. E,Cs).
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Dalsou hodnotou reakcie pouZitou v tejto testovacej metéde je vytazok, ktory sa v niektorych krajindch vyzaduje
na splnenie $pecifickych regulacnych poziadaviek. Je definovany ako merané premenné na konci ¢asu expozicie
minus merané premenné na zaciatku ¢asu expozicie. Z vytazku zaznamenaného v sérii testovanych roztokov sa
koncentrdcia, ktord sposobuje 3pecifickd x % inhibiciu vytazku (napr. 50 %), vypocita a vyjadri ako E,C, (napr.
E,Cso)-

'y 50.

Okrem toho mozno Statisticky stanovit najnizsiu koncentréciu s pozorovatelnymi t¢inkami (LOEC) a koncen-
triciu bez pozorovaného ucinku (NOEC).

INFORMACIE O TESTOVANEJ LATKE
Musi byt k dispozicii analytickd metéda s vhodnou citlivostou na kvantifikdciu latky v testovacom médiu.

Informdcie o testovanej latke, ktoré mozu byt osozné pri stanovovani testovacich podmienok, obsahujt struk-
turdlny vzorec, istotu, rozpustnost vo vode, stabilitu vo vode a svetle, pKa, K, tlak pary a biologickd odbra-
telnost. Rozpustnost vo vode a tlak pary sa dajii pouzit na vypocet Henryho konstanty, ktord bude indikovat, ¢i
st pravdepodobné znacné tibytky testovanej latky. To pomdze pri indikécii, ¢i je potrebné prijat konkrétne kro-
ky na kontrolu takychto abytkov. Ak st informdcie o rozpustnosti a stabilite testovanej latky neurcité, odportca
sa, aby sa tieto informdcie hodnotili za podmienok testu, t. j. rastové médium, teplota, rezim osvetlovania pou-
zivané v teste.

Ak je kontrola pH testovacicho média obzvldst dolezitd, napr. pri testovani kovov alebo latok, ktoré sa hydro-
lyticky nestabilné, odporica sa pridat do rastového média tlmivy roztok (pozri prvy odsek v oddiele 1.7.4). Dal-
Sie informdcie pre testované latky s fyzikdlno-chemickymi vlastnostami, ktoré stazuju ich testovanie, st uvedené
v (11).

REFERENCNA LATKA

Referencnd(-é) latka(-y), ako napr. 3,5-dichlérfenol, pouzivand(-é) v medzindrodnom kruhovom teste (10), sa
moze(-u) testovat ako prostriedok kontroly postupu testu. Odportica sa testovat referencni latku aspon dvakrét
do roka, alebo ak sa testovanie vykondva menej Casto, siibezne so stanovenim toxicity testovanej latky.

PLATNOST TESTU

Tento test je platny, iba ak ¢as zdvojenia poctu listkov v kontrole je menej ako 2,5 dni (60 h), ¢o zodpoveda pri-
blizne sedemndsobnému zvyseniu za sedem dni a priemernej $pecifickej rychlosti rastu 0,275 d™". Pri pouziti mé-
dia a za podmienok testu uvedenych v tejto testovacej metode moze sa toto kritérium splnit, ak sa pouZzije staticky
test (8). Rovnako sa predpokladd, Ze toto kritérium sa bude dat dosiahnut aj za podmienok semistatického a prie-
tokového testu. Vypocet Casu zdvojenia je uvedeny v oddiele 2.1.

OPIS METODY
Pristroje

Vsetky zariadenia, ktoré prichddzaja do styku s testovacim médiom, musia byt vyrobené zo skla alebo iného che-
micky inertného materidlu. Sklené nddoby, ktoré sa pouzivajii na kultivdciu a na testovanie, sa musia vycistit od
chemickych kontaminantov, ktoré by sa mohli rozpustat v testovacom médiu, a musia byt sterilné. Testovacie
nddoby musia byt dostato¢ne siroké, aby listky roznych kolénif v kontrolnych nddobdch mohli rdst bez prekry-
vania na konci testu. Neprekaza, ak sa korienky dotykaji dna testovacich nddob, ale odporica sa minimélna hﬁi—
ka 20 mm a minimdlny objem 100 ml v kazdej testovacej nddobe. Vyber testovacich nddob nie je rozhodujuci,
pokial sa tieto poziadavky dodrzia. Vhodné st vSetky druhy sklenych kadiciek, krystaliza¢nych misiek alebo skle-
nych Petriho misiek vhodnych rozmerov. Testovacie nddoby musia byt zakryté, aby sa minimalizovalo vyparo-
vanie a ndhodnd kontamindcia, pricom sa musi umoznit potrebnd vymena vzduchu. Vhodné testovacie nddoby,
a predovsetkym vekd nesma sposobovat tienenie alebo zmeny spektralnych charakteristik svetla.

Kultdry a testovacie nddoby sa nesmt uchovévat spolo¢ne. To sa dé najlepsie dosiahnut s pouzitim oddelenych
environmentdlnych rastovych komoér, inkubdtorov alebo miestnosti. Osvetlenie a teplota sa musia byt nastavo-
vatelné a udrziavané na konstantnej Grovni (pozri oddiel 1.7.8).
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Testované organizmy

Organizmus pouZivany pre tento test je bud Lemna gibba, alebo Lemna minor. Kritka charakteristika druhov Za-
burinky, ktoré sa pouZivajii na testovanie toxicity, je uvedend v dodatku 1. Rastlinny materidl mozno ziskat zo
zbierky kultdr, iného laboratéria alebo z terénu. Ak je ziskany z terénu, je potrebné minimélne osem tyzdiov
pred pouzitim uchovévat rastliny v kulttire v rovnakom médiu, ako sa pouZiva na testovanie. Miesta v teréne po-
uzité na zbieranie poc¢iatocnych kultir musia byt bez zrejmych zdrojov kontamindcie. Ak sa ziska z iného labo-
ratéria alebo zbierky kultdr, mali by sa podobne uchovévat minimalne tri tyzdne. Vzdy je potrebné uviest v sprave
zdroj rastlinného materidlu a druh a klon (ak je zndmy) pouzity na testovanie.

Musia sa pouzivat monokultiry, ktoré st viditeIne bez kontamindcie inymi organizmami, ako napr. riasy a pr-
voky. Zdravé rastliny L. minor sa skladaji z kolonii obsahujtcich dva az pit listkov, pricom zdravé kolénie L. gibba
moZzu obsahovat aZ sedem listkov.

Kvalita a uniformita rastlin, ktoré sa pouzivaji na test, bud mat znacny vplyv na vysledok testu, a preto by sa
mali starostlivo vyberat. Musia sa pouzit mladé, rychlo rastiice rastliny bez viditelnych 1ézif alebo straty farby
(chloréza). Kvalitné kultdry sa prejavuji vysokym vyskytom koldnii, ktoré pozostavajii aspon z dvoch listkov.
Velky pocet jedinych listkov znali environmentélny stres, napr. obmedzeny prisun Zivin, a rastlinny material z ta-
kychto kultdr sa nesmie pouZit na testovanie.

Kultivdcia

Na zniZenie frekvencie uchovévania kultdr (napr. v Case, ked sa nepldnujii Ziadne testy s rodom Lemna) sa kulttiry
mozu uchovévat pri obmedzenom osvetleni a teplote (4 °C — 10 °C). Informdcie o kultivovani st uvedené v do-
datku 2. Zrejmé znaky kontamindcie riasami alebo inymi organizmami budi vyzadovat povrchovi sterilizdciu
Ciasto¢nej vzorky listkov rodu Lemna, ktord sa potom prenesie do ¢erstvého média (pozri dodatok 2). V tomto
pripade sa zvy$nd kontaminovand kultdra vyradi.

Aspon sedem dni pred uskutocnenim testu sa dostato¢ny pocet kolénii prenesie sterilne do ¢erstvého sterilného
média a kultivuje 7 — 10 dni za podmienok testu.

Testovacie médium

Odporicaji sa rozne médid pre Lemna minor a Lemna gibba, ako sa uvddza niZsie. Je potrebné starostlivo postdit
pridanie pH tlmivého roztoku do testovacieho roztoku [MOPS (kyselina 3-morfolinopropdnsulfénovd, ¢. CAS:
1132 - 61 - 2; ¢ EINECS: 214 - 478 — 5) v médiu pre L. minor a NaHCO, v médiu pre L. gibba], ak sa ocakéva,
Ze by mohli reagovat s testovanou ldtkou a ovplyvnit vyjadrenie jej toxicity. Steinbergovo médium (12) je tiez
prijatené, pokial st splnené kritérid platnosti.

Odportica sa modifikdcia $védskej normy (SIS) rastového média pre Lemna na kultivdciu a testovanie L. minor.
ZloZenie tohto média je uvedené v dodatku 3.

Na kultivaciu a testovanie L. gibba sa odporica rastové médium 20X — AAP, ako je uvedené v dodatku 3.

Steinbergovo médium, ako je uvedené v dodatku 3, je vhodné aj pre L. minor, ale sa moze pouzit aj pre L. gibba,
pokial st splnené kritérid platnosti.

Testovacie roztoky

Testovacie roztoky sa pripravujii obvykle zriedenim zdsobného roztoku. Zasobné roztoky testovacieho roztoku
sa pripravuji obvykle rozpustenim ldtky v rastovom médiu.

Najvyssia testovacia koncentrécia testovanej latky nesmie byt spravidla vyssia ako rozpustnost litky vo vody za
podmienok testu. Je potrebné viak pripomentit, Ze Lemna spp. pldvajii na povrchu a mozu byt vystavené latkam,
ktoré sa zhromazd'ujii na rozhrani voda-vzduch (napr. ldtky, ktoré st vo vode zle rozpustné alebo hydrofébne
latky, alebo povrchovoaktivne latky). Za takychto podmienok bude expozicia pochddzat z iného materidlu, ako
sa nachddza v roztoku, a testovacie koncentrdcie mozu v zdvislosti od vlastnosti testovanej ldtky byt vyssie ako
rozpustnost vo vode. Pre testované latky s nizkou rozpustnostou vo vode moze byt potrebné pripravit koncen-
trovany zdsobny roztok alebo disperziu litky s pouzitim organického rozpustadla alebo disperzantu, aby sa
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umoznilo pridanie prislusnych mnoZstiev testovanej latky do testovacicho média a napomohlo jej rozptylenie
a rozpustenie. Treba vyvinit vietko usilie na to, aby sa zabranilo pouzitiu takychto materidlov. Nesmie sa vy-
skytovat ziadna fytotoxicita v dosledku pouzitia pomocnych rozpustadiel alebo disperzantov. Napriklad k bezne
pouzivanym rozpastadlim, ktoré nespdsobuji fytotoxicitu pri koncentracidch do 100 pl-l™!, patrf acetén a di-
metylformamid. Ak sa pouziva rozpustadlo alebo disperzant, jeho kone¢nd koncentrdcia sa musi zaznamenat
a udrziavat na minime (< 100 p1™) a vietky oSetrené vzorky a kontroly musia obsahovat rovnakd koncentraciu
rozpustadla alebo disperzantu. Dalsie informécie o pouziti disperzantov st uvedené v (11).

Testované a kontrolné skupiny

Predchddzajice poznatky o toxicite testovanej latky pre rod Lemna, napr. z testov na zistenie rozmedzia, napo-
mozu pri volbe vhodnych testovanych koncentracii. V kone¢nom teste toxicity musi byt aspon pat testovanych
koncentracii zoradenych v geometrickych radoch. Prednostne nesmie byt rozdelovaci koeficient medzi testova-
nymi koncentrdciami vyssi ako 3,2, ale moze sa pouzit vyssia hodnota, ak je krivka reakcie na koncentréciu plo-
chd. Je potrebné uviest zdovodnenie, ak sa pouzije menej ako pat koncentracii. Na kazdu testovani koncentraciu
sa musia pouZit aspon tri paralelky.

Pri stanoveni rozsahu testovanych koncentracii (v pripade testov na zistenie rozsahu afalebo kone¢nom teste to-
xicity) je potrebné zvazit toto:

— Na stanovenie EC, musia testované koncentricie obklopovat hodnotu EC,, aby sa zabezpecila primerand
troven spolahlivosti. Napriklad ak sa odhaduje ECs,, najvyssia testovand koncentrdcia musi byt vyssia ako
hodnota ECs,. Ak hodnota ECs, lezi mimo rozsahu testovanych koncentrécif, asociované intervaly spola-
hlivosti budi vicsie a moze sa stat, Ze sa vhodnost modelu pre Statistické spracovanie nebude dat spravne
posudit.

— Akje cielom odhad LOEC/NOEC, najniZsia testovand koncentracia musi byt dostatocne nizka na to, aby rast
nebol vyznamne nizsi ako v kontrole. A dalej najvyssia testovand koncentracia musi byt dostato¢ne vysoka
na to, aby bol rast vyznamne nizsi ako v kontrole. Ak to tak nie je, test sa bude musiet opakovat s pouZitim
roznych rozsahov koncentrécif (pokial najvyssia koncentracia nie je limitnou hodnotou rozpustnosti alebo

maximélnou povolenou limitnou hodnotou koncentrécie, napr. 100 mg-1™).

Kazdy test musi zahfnat kontroly pozostdvajiice z rovnakého zivného média, poctu listkov a kolénii, environ-
mentalnych podmienok a postupov ako v pripade testovacich nddob, ale bez testovanej latky. Ak sa pouziva po-
mocné rozpustadlo alebo disperzant, musi sa zahrndt dalsia kontrola s rozpistadlom/disperzantom v rovnakej
koncentracii, ako sa nachddza v nddobdch s testovanou ldtkou. Pocet paralelnych kontrolnych nddob (a v pripa-
de potreby nddob s rozptistadlom) musi byt minimélne rovnaky alebo v idedlnom pripade dvojndsobny ako po-
Cet nddob pouzity pre kazdd testovani koncentréciu.

Ak sa nevyzaduje stanovenie NOEC, mozZe sa test pozmenit a zvysit pocet koncentracif a znizit pocet paraleliek
na koncentraciu. Musia byt viak aspon tri paralelky kontroly.

Expozicia

Koldnie pozostdvajiice z 2 az 4 viditelnych listkov sa prenesti do kulttiry inokula a ndhodne sa rozdelia do tes-
tovacich nddob za sterilnych podmienok. Kazdd testovacia nidoba musi obsahovat celkove 9 az 12 listkov. Po-
Cet listkov a kol6nif musi byt rovnaky v kazdej testovacej nddobe. Zo skiisenosti pri pouZiti tejto metddy a tidajov
kruhového testu vyplyva, Ze tri paralelky na jedno osetrenie, pricom kazdd paralelka obsahuje na zaciatku 9 az
12 listkov, sti dostatocné na detekciu rozdielov v raste priblizne v rozmedzi 4 % aZ 7 % inhibicie vypocitanej na
zéklade rychlosti rastu (10 % az 15 % vypocitanej podla vytazku) medzi oetreniami (10).

Je potrebné, aby sa testovacie nddoby v inkubdtore umiestiiovali ndhodne, aby sa minimalizoval vplyv priesto-
rovych rozdielov v intenzite svetla alebo teplote. Takisto je potrebné blokové usporiadanie alebo ndhodné pre-
miestiiovanie nddob pri uskutociiovani pozorovani (alebo castejsie premiestiiovanie).
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Ak z predbezného testu stability vyplyva, Ze sa nedd zachovat koncentracia testovanej latky (t. j. merand kon-
centrdcia poklesne pod 80 % meranej pociato¢nej koncentracie) pocas trvania testu (7 dni), odportica sa usku-
tonit semistaticky test. V tomto pripade sa kolénie musia exponovat Cerstvo pripravenym testovacim
a kontrolnym roztokom aspon dvakrdt pocas testu (napr. dni 3 a 5). Frekvencia expozicie Cerstvého média bude
zdvisiet od stability testovanej latky; moze byt potrebnd vyssia frekvencia na zachovanie priblizne konstantnych
koncentrécif vel'mi nestabilnych alebo prchavych ldtok. V niektorych pripadoch moze byt potrebné pouzit prie-
tokovy postup (11) (13).

Sposob expozicie aplikdciou na listy (sprej) sa nenachddza v tejto testovacej metdde, namiesto toho pozri (14).

Podmienky inkubdcie

Pouzije sa kontinudlne teplé alebo studené biele fluorescencné osvetlenie na zabezpecenie zvolenej intenzity svet-
la medzi 85 — 135 pE'm>s™' pri merani vo fotosynteticky aktivnom Ziaren{ (400 — 700 nm) v bodoch v rov-
nakej vzdialenosti od zdroja svetla ako listky rastliny rodu Lemna (rovnocenné 6 500 — 10 000 lux). Ziadna
odlisnost od zvolenej intenzity svetla nad plochou, kde sa uskutociuje test, nesmi presiahnut £ 15 %. Metdda
detekcie svetla a merania, najma typ senzora, ovplyvni merand hodnotu. Gul'ové senzory (ktoré reagujii na svetlo
zo vietkych uhlov nad a pod rovinou merania) a ,kosinusové* senzory (ktoré reagujii na svetlo zo vietkych uhlov
nad rovinou merania) sa uprednostiiuji pred jednosmernymi senzormi a poskytnt presnejsie snimanie v pripade
viacbodového svetelného zdroja takého typu, aky sa uvadza v tejto metdde.

Teplota v testovanych nddobach musi byt 24 °C + 2 °C. pH kontrolného média sa nesmie zvysit pocas testu o viac
ako 1,5 jednotiek. Odchylka o viac ako 1,5 jednotick by vSak nemala sposobit neplatnost testu, ak sa dokdze, Ze
st splnené kritérid platnosti. V urcitych pripadoch je potrebné venovat dodato¢ni pozornost kolisaniu pH, ako
napr. pri testovan{ nestabilnych ldtok alebo kovov. Dalsie informécie st uvedené v (11).

Trvanie

Test sa ukon¢i 7 dni po premiestnen rastlin do testovacich nadob.

Merania a analytické stanovenia

Na zaciatku testu sa spocita a zaznamend pocet listkov v testovacich nddobach, pricom je potrebné venovat po-
zornost tomu, aby sa spocitali vystupujtice, zretelne viditeIné listky. Pocet listkov, ktoré majii normalny alebo ab-
normélny vzhlad, je potrebné stanovit na zaciatku testu, minimalne kazdé 3 dni pocas expozicie (t. j. aspon 2-krdt
pocas 7 dni) a po ukoncent testu. Je potrebné si vimnat zmeny vo vyvoji rastliny, napr. vo velkostilistkoy, vzhla-
de, zndmky nekrézy, chlorézy a gibozity, rozpad kolénif alebo stratu schopnosti plavat na hladine a v dlzke ko-
rienkov a vzhlade. Je potrebné si vS§imnatf aj vyznamné znaky testovacicho média (napr. pritomnost

nerozpusteného materialu, rast rias v testovacej nddobe).

Okrem stanoveni poctu listkov pocas testu sa posudzuji aj icinky testovanej latky na jednu (alebo viac) z tychto
meranych premennych:

i)  celkovd plocha listkov;

ii)  susina;

iiiy hmotnost v Cerstvom stave.

Celkovd plocha listkov je vyhodnd, lebo sa dé stanovit pre kazdy test a kontrolnd nddobu na zaciatku, pocas a na
konci testu. Susinu alebo hmotnost v ¢erstvom stave je potrebné stanovit na zaciatku testu zo vzorky kultiiry ino-
kula, ktord predstavuje kultdru pouzitt na zaciatku testu a na konci testu, s rastlinnym materidlom z kazdého
testu a kontrolnej nddoby. Ak sa plocha listkov nemeria, uprednostiuje sa susina pred hmotnostou v Eerstvom
stave.

Celkova plocha listkov, susina a hmotnost v Cerstvom stave sa moze stanovit takto:
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i) Celkové plocha listkov: Celkova plocha listkov vietkych kol6nif sa moZe stanovit analyzou obrazu. Siluetu
testovacej nddoby a rastlin moZzno zachytit prostrednictvom videokamery (t. j. umiestnenim nddoby na sve-
telny box) a vysledny obraz sa digitalizuje. Kalibraciou plochych tvarov zndmej plochy sa potom moéze sta-
novit celkovd plocha listkov v testovacej nadobe. Je potrebné venovat pozornost tomu, aby sa vylacila
interferencia spdsobend okrajom testovacej nddoby. Alternativnym, ale pracnej$im pristupom je urobit foto-
képiu testovacej nddoby a rastlin, vystrihndt vysledni siluetu kolénif a stanovit ich plochu s pouzitim ana-
lyzatora plochy listkov alebo milimetrového papiera. Mozu byt vhodné aj iné techniky (napr. pomer
hmotnosti papiera medzi plochou siluety kolénii a jednotkou plochy).

ii)  Susina: Vetky kolonie sa zozbierajii z kazdej testovacej nadoby a oplachnu destilovanou alebo deionizo-
vanou vodou. Osusia sa, aby sa odstrdnila nadbyto¢nd voda a potom sa susia pri 60 °C do konstantnej hmot-
nosti. Musia obsahovat vetky dlomky korienkov. Susina sa musi vyjadrit s presnostou minimélne 0,1 mg.

i) Hmotnost v Cerstvom stave: V3etky kolonie sa prenesti do predvdzenych polystyrénovych (alebo iny inertny
materidl) skimaviek s malymi (I mm) otvormi v zaoblenych dndch. Skiimavky sa potom 10 mindt centri-
fuguja pri 3 000 rpm pri teplote miestnosti. Skimavky obsahujice uz vysusené kol6nie sa opdtovne pre-
védzia a hmotnost v erstvom stave sa vypocita odpocitanim hmotnosti prazdnej skiimavky.

Frekvencia merani a analytické stanovenia

Ak sa pouzije staticky test, na zaciatku a na konci testu sa musi zmerat pH kaZdej o3etrenej vzorky. Ak sa pouzije
semistaticky test, pH sa musi zmerat v kazdej davke ,Cerstvého” testovacieho roztoku pred kazdym obnovenim
a aj v zodpovedajicich ,spotrebovanych” roztokoch.

Intenzita svetla sa musi merat v rastovej komore, inkubdtore alebo miestnosti v bodoch v rovnakej vzdialenosti
od zdroja svetla ako listky Lemna. Merania sa musia uskuto¢nit minimalne jedenkrdt pocas testu. Teplota média
v néhradnej nddobe udrziavanej v rovnakych podmienkach v rastovej komore, inkubdtore alebo miestnosti sa
musi zaznamenat minimélne jedenkrat za den.

Pocas testu sa v prislusnych intervaloch stanovia koncentrécie testovanej ldtky. V statickych testoch je minimalne
potrebné stanovit koncentricie na zaciatku a na konci testu.

V semistatickych testoch, kde sa ocakdva, Ze koncentracie testovanej latky nebudt v rozmedzi + 20 % nominal-
nej koncentrdcie, je potrebné analyzovat vietky cerstvo pripravené testovacie roztoky a rovnaké roztoky pri kaz-
dom obnoveni (pozri treti odsek v oddiele 1.7.7). V pripade tych testov, kde vSak namerand pociatocnd
koncentracia testovanej litky nie je v rozmedzi + 20 % nomindlnej hodnoty, ale kde sa daji poskytnit dostacu-
jlce dokazy na preukazanie, Ze pociato¢né koncentricie sti reprodukovatelné a stabilné (t. j. v rozmedzi 80 % —
20 % pociato¢nej koncentrécie), sa moézu chemické stanovenia vykonat iba s najvy$simi a najniz3imi testovany-
mi koncentrdciami. Vo vSetkych pripadoch je potrebné stanovit koncentrécie testovanej litky pred obnovenim
iba v jednej paralelnej nddobe na kazdu testovant koncentraciu (alebo obsahy nadob rozdelenych do paraleliek).

Ak sa pouzije prietokovy test, je vhodny podobny systém odberu vzoriek, ako je uvedeny pre semistatické testy,
vratane analyzy na zaciatku, v polovici a na konci testu, ale meranie ,spotrebovanych“ roztokov v tomto pripade
nie je vhodné. Pri tomto type sa musi prietokovd rychlost riedidla a testovand ldtka alebo zdsobny roztok testo-
vanej latky denne kontrolovat.

Ak je dokdzané, Ze koncentrdcia latky, ktord sa testuje, je pocas testu dostato¢nej miere udrziavand v rozmedz{
+ 20 % nomindlnej hodnoty alebo nameranej pociatocnej koncentrdcie, analyza vysledkov sa moze zakladat na
nomindlnych hodnotéch alebo nameranych pociato¢nych hodnotdch. Ak je odchylka od nomindlnej alebo na-
meranej pociato¢nej koncentracie vacsia ako + 20 %, analyza vysledkov sa musi zakladat na geometrickej stred-
nej koncentracii pocas expozicie alebo modeloch opisujticich pokles koncentracie testovanej latky (11).
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1.7.11.

2.1.

2.2.

Limitny test

Za niektorych okolnosti, napr. ak z predbezného testu vyplyva, Ze testovand litka nemd Ziadne toxické tcinky
pri koncentracidch do 100 mg-1™" alebo do jej limitu rozpustnosti v testovacom médiu (podla toho, ktord hod-
nota je nizsia), moze sa uskutocnit limitny test umoznujtici porovnanie reakcif v kontrolnej skupine a jednej ose-
trenej skupine (100 mg-1"! alebo koncentracia rovnakd ako limit rozpustnosti). Dorazne sa odportica, aby sa toto
zakladalo na analyze expozi¢nej koncentracie. Na limitny test platia vietky uz uvedené testovacie podmienky
a kritérid validity s vynimkou, Ze mus{ byt aspon Sest o3etrenych paralelick. Rast v kontrolnej a oSetrenej skupine
sa moze analyzovat s pouzitim $tatistického testu na porovnanie prostriedkov, napr. Studentov t-test.

UDAJE A SPRAVY

CAS ZDVOJENIA

Na stanovenie casu zdvojenia (T4) poctu listkov a pri dodrzani tohto kritéria platnosti podlastadie (oddiel 1.6) sa
pouzije tento vzorec s tidajmi, ktoré sa ziskali z kontrolnych nddob:

Ty=In2/pn

kde p je priemernd $pecifickd rychlost rastu stanovend a opisand v prvom a druhom odseku oddielu 2.2.1.

HODNOTY REAKCIE

Cielom testu je stanovit i¢inky testovanej litky na vegetativny rast rastlin rodu Lemna. Tato testovacia metdda
opisuje dve premenné hodnoty reakcie, kedZe clenské krajiny majt rozdielne preferencie a regulacné poziadavky.
Aby boli vysledky testu prijatelné vo vietkych ¢lenskych krajindch, ticinky sa musia vyhodnotit s pouzitim oboch
premennych hodnot reakcie a) a b), ktoré st uvedené nizsie.

a)  Priemernd $pecifickd rychlost rastu: tdto premennd hodnota reakcie sa vypocita na zéklade zmien logaritmu
poctu listkov a okrem toho na zdklade zmien logaritmu iného parametra merania (celkové plocha listkov,
susina alebo hmotnost v ¢erstvom stave) v kontroldch a v kazdej osetrenej skupine az do ukoncenia testu.
Niekedy sa uvddza ako relativna rychlost rastu (15).

b) Vytazok: tito premennd hodnota reakcie sa vypocita na zdklade zmien poctu listkov a okrem toho na zé-
klade zmien iného parametra merania (celkovéd plocha listkov, susina alebo hmotnost v erstvom stave)
v kontroldch a v kazdej oetrenej skupine az do ukonéenia testu.

Je potrebné pripomentt, ze hodnoty toxicity vypocitané s pouzitim tychto dvoch premennych hodnot reakcie
nie st porovnatelné a tento rozdiel sa musi zohl'adnit pri pouziti vysledkov testu. EC, hodnoty zalozené na prie-
mernej $pecifickej rychlosti rastu (E,C,) budd obvykle vyssie ako vysledky zalozené na vytazku (E,C,) pri dodr-
7ani testovacich podmienok tejto testovacej metédy kvoli matematickému zdkladu prislusnych metéd.
Neznamend to rozdiel v citlivosti medzi oboma premennymi hodnotami reakcie, ale jednoducho to znamené, ze
hodnoty sa odlisujii matematicky. Pojem priemernd $pecifickd rychlost rastu sa zakladd na v§eobecnom expo-
nencidlnom modele rastu rias v nelimitovanych kultdrach, kde sa toxicita stanovuje na zdklade G¢inkov na rych-
lost rastu, bez zdvislosti od absoltitnej tdrovne 3pecifickej rychlosti rastu kontroly, od klesania krivky reakcie na
koncentraciu alebo od dlzky testu. Naopak je to v pripade vysledkov zalozenych na vytazku ako premennej hod-
note reakcie, ktoré sd z4vislé od vietkych tychto dalsich premennych. E,C, je zavislé od Specifickej rychlosti ra-
stu druhov Zaburiniek, ktoré sa pouzivajii v kazdom teste, a od maximalnej $pecifickej rychlosti rastu, ktord sa
moze menit medzi druhmi a dokonca medzi rozdielnymi klonmi. Tato premennd hodnota reakcie sa nesmie po-
uzZit na porovnanie citlivosti na toxické latky medzi druhmi Zaburinky alebo dokonca odlisnymi klonmi. Zatial
¢o sa z vedeckého hladiska uprednostiuje pouzitie priemernej Specifickej rychlosti rastu, na odhady toxicity, aby
sa vyhovelo sti¢asnym regulacnym poziadavkdm v niektorych krajindch, do tejto testovacej metddy sa zahrnulo
aj stanovenie toxicity zalozené na vytazku.



24.8.2009

Uradny vestnik Eurépskej tinie

L 220/83

2.2.1.

2.2.2.

Odhady toxicity sa musia zakladat na pocte listkov a na jednej d'alsej meranej premenne;j (celkova plocha listkov,
suchd hmotnost alebo Cerstvd hmotnost), pretoze niektoré litky mozu ovplyvnit iné merané premenné ovela viac
ako pocet listkov. Tento ucinok by sa nemal stanovovat iba na zaklade pocitania poctu listkov.

Pocet listkov, ako aj kazd4 ind zaznamenand merand premennd, t. j celkovd plocha listkov, susina alebo hmot-
nost v Cerstvom stave, sa zapiSe do tabulky spolu s koncentraciami testovanej latky pri kazdom merani. Néslednd
analyza tidajov, napr. na odhad LOEC, NOEC alebo EC,, sa musi zakladat na hodnotdch pre jednotlivé paralelné
vzorky a nie na vypocitanych strednych hodnotdch pre kazda osetrenti skupinu.

Priemernd Specifickd rychlost rastu

Priemernd $pecifickd rychlost rastu za konkrétny cas sa vypocita ako logaritmus ndrastu premennych rastu —
poctu listkov a jednej dalsej meranej premennej (celkovd plocha listkov, susina alebo hmotnost v Cerstvom
stave) — s pouzitim uvedeného vzorca pre kazda paralelnt vzorku kontroly a oSetrenych vzoriek:

In(N) ~In(N,)

po =
1] t
kde:
Wi_;  priemernd 3pecifickd rychlost rastu od ¢asu i do j
— Ng merand premennd v testovacej alebo kontrolnej nadobe v Case i
— N; merand premennd v testovacej alebo kontrolnej nddobe v Case j
— casodidoj.

Pre kazdii oSetrenti a kontrolnid skupinu vypocitajte strednti hodnotu pre rychlost rastu spolu s odhadmi
variancie.

Priemernd Specifickd rychlost rastu sa vypocita pre cely cas testu (Cas ,i“ v uvedenom vzorci je zaciatok testu a Cas
L je koniec testu). Pre kazd testovant koncentraciu a kontrolu vypocitajte strednt hodnotu $pecifickej rychlo-
sti rastu spolu s odhadmi variancie. Okrem toho sa moze stanovit rychlost rastu po ¢astiach, aby sa vyhodnotili
ucinky testovanej latky, ktoré sa vyskytni pocas expozicie (napr. skontrolovanim logaritmicky transformova-
nych rastovych kriviek). Zna¢né rozdiely medzi rychlostou rastu po Castiach a priemernou rychlostou rastu in-
dikujii odchylku od konstantného exponencidlneho rastu, a to, Ze je zarucené dokladné preskiimanie rastovych
kriviek. V tomto pripade by bolo konzervativnym pristupom porovndvanie $pecifickych rychlosti rastu o3etre-
nych kultir pocas ¢asu maximalnej inhibicie so $pecifickymi rychlostami rastu kontrol pocas rovnakého casu.

Percento inhibicie rychlosti rastu (I,) sa moZe potom vypocitat pre kazdd testovant koncentraciu (oSetrent sku-
pinu) podla tohto vzorca:

-
%l = ) g
He
kde:
— %l percento inhibicie priemernej Specifickej rychlosti rastu
— ¢ strednd hodnota pre p v kontrole
— pp: strednd hodnota pre p v oSetrenej skupine.
Vytazok

Ucinky na vytazok sa stanovia na zaklade dvoch meranych premennych, poctu listkov a jednej daliej meranej
premennej (celkového poctu listkov, suchej hmotnosti alebo ¢erstvej hmotnosti) nachddzajtcej sa v kazdej tes-
tovacej nddobe na zaciatku a na konci testu. Pre susinu alebo hmotnost v ¢erstvom stave sa pociatoéné mnoz-
stvo biomasy stanovi na zdklade vzorky listkov odobratych z rovnakej davky pouzitej na inokuldciu testovacich
nadob (pozri druhy odsek v oddiele 1.7.3). Pre kazdu testovand koncentraciu a kontrolu vypocitajte strednt
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hodnotu vytazku spolu s odhadmi variancie. Stredné percento inhibicie vytazku (%1,) sa moZe vypocitat pre kaz-
di oSetrenti paralelnti vzorku takto:

b.—b
0o

C

%Iy =

kde:

. PO
%1, percento zniZzenia vytazku
— be konetné mnozstvo biomasy minus pociatoéné mnozstvo biomasy pre kontrolni skupinu

— by konetné mnozstvo biomasy minus pociato¢né mnozstvo biomasy v oSetrenej skupine.

2.2.3. Zostrojenie kriviek reakcie na koncentriciu

Krivky reakcie na koncentrdciu vztahujtice sa na stredné percento inhibicie hodnoty reakcie (I, alebo I, vypoci-
tané, ako je uvedené v poslednom odseku oddielu 2.2.1 alebo v oddiele 2.2.2), a logaritmus koncentracie testo-
vanej latky sa graficky zaznamenaju.

2.2.4.  Odhad EC,

Odhady EC, (napr. ECs,) sa musia zakladaf na priemernej rychlosti rastu (E,C,) a aj na vytazku (E,C,), z ktorych
sa kazdy musi zasa zakladat na pocte listkov a jednej dalsej meranej premennej (celkovy pocet listkov, susina ale-
bo hmotnost v Cerstvom stave). Je to preto, Ze existuji testované ldtky, ktoré rozdielne vplyvaji na pocet listkov,
a iné merané premenné. Pozadovanymi parametrami toxicity st preto $tyri hodnoty EC, pre kazdd vypocitani
tdroven inhibicie x: E,.C, (pocet listkov), E,C, (celkové plocha listkov, susina alebo hmotnost v ¢erstvom stave),
E,C, (pocet listkov) a E,C, (celkové plocha listkov, susina alebo hmotnost v Cerstvom stave).

2.3. STATISTICKE POSTUPY

Cielom je ziskat kvantitativny vztah medzi koncentriciou a reakciou regresnou analyzou. Mozno pouzit vazeni
linedrnu regresiu po uskutocnenf linearizovanej transformdcie reakénych tdajov — napriklad na probitové alebo
logitové alebo Weibullove jednotky (16), alebo sa uprednostiiujii techniky nelinedrnej regresie, ktorymi sa lepsie
spracujii nepresnosti tidajov, ktorym sa nedd zabrénit, a odchylky od hladkych rozdeleni. Priblizenim bud k nu-
lovej, alebo tplnej inhibicii sa takéto nepresnosti mozu transformdciou zvadsit a ovplyvnit analyzu (16). Je po-
trebné pripoment, Ze $tandardné metddy analyzy s pouzitim probitovych, logitovych alebo Weibullovych
transformdcif sa pldnuji na pouzitie na kvantdlne (napr. mortalita alebo prezitie) Gidaje a musia sa modifikovat,
aby sa prisposobili tidajom o rychlosti rastu alebo biomasy. Osobitné postupy na stanovenie hodnét EC, zo spo-
jitych tidajov mozno ndjst v (17) (18) a (19).

Pre kazda hodnotu reakcie, ktord sa md analyzovat, pouzite vztah medzi koncentrdciou a reakciou na vypocet
bodovych odhadov hodnét EC,. Ak je to mozné, je potrebné stanovit 95 % hranice spolahlivosti pre kazdy od-
had. Vhodnost reakénych ddajov pre regresny model je potrebné vyhodnotit bud graficky, alebo Statisticky. Re-
gresnd analyza sa musi uskutoc¢nit s pouzitim jednotlivych reakcii paralelnych vzoriek, nie strednych hodnot
osetrenej skupiny.

Odhady EC;, a hranice spolahlivosti sa mozu ziskat aj s pouzitim linedrnej interpoldcie bootstrappingom (20),
ak dostupné regresné modely/metddy st pre ddaje nevhodné.

Na odhad LOEC aj NOEC je potrebné porovnat stredné hodnoty o3etrenej skupiny s pouzitim technik pre ana-
lyzu variancie (ANOVA). Strednd hodnota pre kazdi koncentraciu sa musi potom porovnat s kontrolnou stred-
nou hodnotou s pouzitim prislusného viacndsobného porovnania alebo testovacej metddy trendu. Moze sa pouzit
Dunnettov alebo Williamsov test (21) (22) (23) (24). Je potrebné stanovit, &i je dodrzany ANOVA predpoklad
homogenity variancie. Toto stanovenie sa mdZe uskuto¢nit graficky alebo oficidlnym testom (25). Vhodny je Le-
venov alebo Bartlettov test. Nesplnenie predpokladu homogenity variancie sa moze niekedy korigovat logarit-
mickou transforméciou tdajov. Ak je heterogenita variancie extrémna a nedd sa korigovat transformdciou, je
potrebné postdit analyzu metédami, ako st napr. ,step-down Jonkheere® testy trendu. Dalsie informacie o sta-
noveni NOEC mozno ndjst v (19).
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3.1.

Najnovsi vyvoj vo vede vedie k odporicaniu, aby sa upustilo od koncepcie NOEC a aby sa nahradila regresiou
zalozenou na bodovom odhade EC,. Prislusnd hodnota pre x nebola stanovena pre tento test na rastlinich rodu
Lemna. Rozsah 10 % az 20 % sa vSak zdd byt vhodny (v zdvislosti od zvolenej hodnoty reakcie) a prednostne sa
musi zaznamenat EC,, a EC,,.

SPRAVA

SPRAVA Z TESTU

Spréava z testu musi obsahovat tieto informdcie:

Testovand latka:

— fyzikdlny charakter a prislusné fyzikdlno-chemické vlastnosti vratane limitu rozpustnosti vo vode,
— chemické identifika¢né ddaje (napr. &islo CAS) vrétane Eistoty.
Testované druhy:

— vedecky nézov, klon (ak je zndmy) a zdroj.

Testovacie podmienky:

—  pouzity postup testovania (staticky, semistaticky alebo prietokovy),
— détum zaciatku testu a jeho dizka,

— testovacie médium,

— opis priebehu experimentu: testovacie nddoby a vekd, objemy roztokov, pocet kolonif a listkov na testova-
ciu nddobu na zaciatku testu,

— testované koncentricie (nomindlne a merané podla potreby) a pocet paralelnych vzoriek na koncentrdciu,
— metddy pripravy zdsobnych roztokov vratane vietkych pouzitych rozpustadiel alebo disperzantov,

— teplota pocas testu,

—  zdroj svetla, intenzita a homogenita,

— hodnoty pH testovacieho a kontrolného média,

—  koncentrdcie testovanych ldtok a met6da analyzy s prislusnym postdenim kvality tdajov (validacné Stadie,
Standardné odchylky alebo hranice spolahlivosti analyzy),

— metddy stanovenia poctu listkov a iné merané premenné, napr. susina, hmotnost v Cerstvom stave alebo po-
et listkov,

—  vietky odchylky od tejto testovacej metddy.
Vysledky:

— nespracované udaje: pocet listkov a iné merané premenné v kazdej testovacej a kontrolnej nadobe pri kaz-
dom pozorovani a analyze,

— stredné hodnoty a Standardné odchylky pre kazdd merant premennd,

— rastové krivky pre kazda koncentriciu (odporicané s logaritmicky transformovanou meranou premennou,
pozri druhy odsek v oddiele 2.2.1),

—  ¢as zdvojenia/rychlost rastu v kontrole zaloZené na pocte listkov,



L 220/86

Uradny vestnik Eurépskej tinie

24.8.2009

vypocitané hodnoty reakcie pre kazdi o3etrent paralelnt vzorku so strednymi hodnotami a varian¢nym ko-
eficientom pre paralelky,

grafické zndzornenie vztahu koncentrécie/G¢inku,

odhady toxickych kone¢nych bodov pre hodnoty reakcie, napr. ECs, EC,, EC,y, a prislusné intervaly spo-
lahlivosti. Ak sa vypocitava, LOEC a NOEC a Statistické met6dy pouzité na ich stanovenie,

ak sa pouziva ANOVA, velkost tcinku, ktory sa stanovil (napr. najmenej vyznamny rozdiel),
kazda stimuldcia rastu zistena v kazdom oSetren,
vietky viditelné znaky fytotoxicity, ako aj pozorovania testovacich roztokov,

diskusia k vysledkom vratane kazdého vplyvu na zdver z testu vyplyvajiiceho z odchylok od tejto testovacej
metddy.
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Dodatok 1
Opis Lemna spp.

Vodnd rastlina bezne nazyvand zaburinka, Lemna spp., patri do ¢elade Lemnaceae, ktord md mnozstvo druhov rozirenych
po celom svete v $tyroch rodoch. Ich odlisny vzhlad a taxonémia st dokladne opisané (1) (2). Lemna gibba a L. minor st dru-
hy zastipené v miernych pdsmach a bezne sa pouZivajii na testy toxicity. Obidva druhy majii plévajicu alebo ponorent byl
v tvare disku (listok) a velmi tenky koren vychddzajici z centra spodnej plochy kazdého listka. Lemna spp. zriedkavo vy-
tvaraji kvety a rastliny sa rozmnoZujii vegetativne vytvaranim novych listkov (3). V porovnani so star$imi rastlinami byvaji
bledsie, maju kratsie korene a skladajii sa z dvoch az troch listkov roznych velkosti. Mald velkost rastliny Lemna, jej jedno-
duchd struktdra, nepohlavné rozmnoZovanie a kratky ¢as vyvoja umoznuju, Ze rastliny tohto rodu st velmi vhodné na la-
boratdrne testovanie (4) (5).

Vzhladom na pravdepodobné odchylky medzi druhmi st platné iba porovnania citlivosti v rdmci jedného druhu.

Priklady druhov Lemna, ktoré sa pouZivajii na testovanie: Odkazy tykajiice sa druhov

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 pp.

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

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

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

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

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

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

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

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

Zdroje druhov Lemna

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

Toronto, Ontario, Canada, M5S 3 B2

Tel. +1 4169783641

Fax +1 4169785878

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

North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695 — 8002
United States

Tel. 1 9195157572
astomp@unity.ncsu.edu
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Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University
SE-106 91 STOCKHOLM

SWEDEN

Tel. +46 86747240

Fax +46 86747636

Federal Environmental Agency (UBA)

FG1III 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

GERMANY

e-mail: lemna@uba.de
http:/[www.umweltbundesamt.de/contact.htm
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Dodatok 2
Uchovdvanie zdsobnej kultiry

Zasobné kulttry sa mozu dlhsi ¢as uchovavat pri nizkych teplotach (4 °C — 10 °C) bez toho, aby ich bolo potrebné opitov-
ne pripravit. Rastové médium pre rastliny rodu Lemna moze byt rovnaké, ako sa pouZiva na testovanie, ale pre zasobné kul-
tary sa mozu pouzit iné médid bohaté na Ziviny.

Pravidelne sa pomocou sterilnych ndstrojov premiestni mnozstvo mladych svetlozelenych rastlin do novych kultivaénych
nddob obsahujticich Cerstvé médium. Pri chladnejSej teplote navrhnutej v tomto materidli sa moze ¢iastocnd kultivacia vy-
kondvat v intervaloch aZ tri mesiace.

Musia sa pouzivat chemicky ¢isté (umyté v kyseline) a sterilné sklenené kultiva¢né nddoby a sterilné postupy. V pripade kon-
tamindcie zdsobnej kulttry, napr. riasami alebo plesnami, je potrebné prijat opatrenia na odstranenie kontaminujticich or-
ganizmov. V pripade rias a vacSiny inych kontaminujiicich organizmov sa to dd docielit povrchovou sterilizdciou. Vzorka
kontaminovaného rastlinného materidlu sa odoberie a korienky sa odstrihnt. Potom sa materidl prudko pretrepe v Cistej
vode, ndsledne sa ponori do 0,5 % (v/v) roztoku chlérnanu sodného na 30 sekiind aZ 5 mindt. Rastlinny material sa potom
opldchne sterilnou vodou a prenesie v niekolkych davkach do kultivacnych nddob obsahujtcich cerstvé rastové médium.
V dosledku tohto postupu vela listkov uhynie, najmai ak sa pouziji dlhsie expozi¢né Casy, ale tie, ktoré preziji, si obvykle
nekontaminované. Tieto sa méZu potom pouZit na opatovné naockovanie novych kulttr.
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Dodatok 3
Média

Odporticaji sa rozne rastové médid pre L. minor a L. gibba. Pre L. minor sa odpori¢a modifikované médium podla §védskej
normy (SIS), zatial ¢o pre L. gibba sa odportica médium 20X AAP. ZloZenia oboch médii st uvedené nizsie. Pri priprave tych-
to médif sa musia pouzit reagencie alebo chemikalie analytickej kvality a deionizovand voda.

Rastové médium podla $védskej normy (SIS) pre rastliny rodu Lemna

—  Zéasobné roztoky I - V sa sterilizujii v autokldve (120 °C, 15 mindt) alebo membranovou filtrdciou (velkost pérov pri-
blizne 0,2 pm).

—  Zésobny roztok VI (a volitelne VII) sa sterilizuje iba membrdnovou filtrdciou, nie je potrebné ho autokldvovat.

—  Sterilné zdsobné roztoky sa skladujii v chlade a tme. Zdsobné roztoky I — V sa musia vyradit po $iestich mesiacoch,
zatial ¢o zdsobny roztok VI (a volite[ne VII) ma ¢as pouzitelnosti jeden mesiac.

e
¢ toku (g) | médiu (mgl?) Prvok R
g
NaNO, 8,50 85 Na; N 32; 14
: KH,PO4 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4
11 MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7,4, 9,8
11 CaCl, - 2H,0 7,2 36 Ca; Cl 9,8;17,5
v Na,CO, 4,0 20 C 2,3
H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
MnCl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040
v ZnSO, - 7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CuSO, - 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO;), - 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
FeCl; - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17
Y Na,-EDTA-2H,0 0,28 1,4 — —
VII MOPS (tlmiaci roztok) 490 490 — —

— Na pripravu jedného litra média SIS sa pridd do 900 ml deionizovanej vody:

— 10 ml zdsobného roztoku I

— 5 ml zdsobného roztoku II

— 5 ml zdsobného roztoku III

— 5 ml zdsobného roztoku IV

— 1 ml zdsobného roztoku V

— 5 ml zdsobného roztoku VI

— 1 ml zdsobného roztoku VII (volitelné).

Pozndmka: Dal3f zdsobny roztok VII (tlmivy roztok MOPS) moze byt potrebny pre urcité testované ldtky (pozri posledny odsek v od-
diele 1.4).

— pH sa nastavi na 6,5 + 0,2 bud 0,1, alebo 1 mol HC], alebo NaOH a objem sa doplni do jedného litra deionizovanou
vodou.
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Rastové médium 20X AAP

Zésobné roztoky sa pripravia v sterilnej destilovanej alebo deionizovanej vode.

Sterilné zdsobné roztoky sa skladujti v chlade a tme. V tychto podmienkach budi mat zdsobné roztoky Cas trvanlivosti mi-
nimélne 6 — 8 tyzdnov.

Pre médium 20X — AAP sa pripravi pat zivnych zdsobnych roztokov (A1, A2, A3, B a C) a pouziji sa chemikdlie reagencnej
kvality. Na pripravu rastového média sa pridd 20 ml kazdého Zivného zdsobného roztoku do priblizne 850 ml deionizo-
vanej vody. pH sa nastavi na 7,5 £ 0,1 bud 0,1, alebo 1 mol HC, alebo NaOH a objem sa doplni do jedného litra deioni-
zovanou vodou. Médium sa potom prefiltruje do sterilnej nadoby cez 0,2 um (priblizne) membranovy filter.

Rastové médium urcené na testovanie sa musi pripravit 1 — 2 dni pred pouzitim, aby sa stabilizovalo pH. Pred pouzitim sa
skontroluje pH rastového média a v pripade potreby sa znovu upravi pridanim 0,1 alebo 1 M NaOH, alebo HC, ako sa uva-
dza vyssie.

Koncentrdcia v zd- Koncentrdcia Pripravené médium
Zésobny roztok €. Latka sobnom roztoku v pripravenom Koncentrécia
g o médiu(mg1™) () Prvok (mg 1) ()

NaNO, 26 510 Na; N 190; 84

Al MgCl,-6H,0 12 240 Mg 58,08
Ca(l,-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
Mn(Cl,-4H,0 0,42 8,3 Mn 2,3
FeCl;-6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA-2H,0 | 0,30 6,0 — —

g Zndl, 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 pg1™!

C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

() Pokial nie je zndma.

Pozndmka: Teoreticky vhodnd konecnd koncentracia hydrogenuhlicitanu (ktorym by sa zabrédnilo zna¢nému upravovaniu pH) je 15 mg/l,
a nie 300 mg/l. Pouzivanie 20X AAP média v minulosti vritane kruhového testu pre tito metddu je zalozené na 300 mg/l [I.
Sims, P. Whitehouse and R. Lacey. (1999) The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Development and Ring-testing of draft OECD
Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency].

STEINBERGOVO médium (podlalSO 20079)

Koncentrdcie a zdsobné roztoky

— Modifikované Steinbergovo médium sa pouziva v ISO 20079 pre samotné Lemna minor (lebo iba Lemna minor je v tom-

to pripade povolend), ale z testov vyplyva, ze dobré vysledky sa daja dosiahnut aj s Lemna gibba.

—  Pri priprave média sa musia pouzit reagencie alebo chemické latky reagenénej alebo analytickej kvality a deionizovand

voda.

—  Priprava zivného média zo zdsobnych roztokov alebo 10-krat koncentrovaného média, ktoré umoziuje maximalnu

koncentraciu média bez vyzrdzania.
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Tabulka 1
pH-stabilizované STEINBERGOVO médium (modifikované podla Altenburgera)
Latka Zivné médium
Makroprvky mol. hmotnost 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
Mikroprvky mol. hmotnost 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 dinatrium-dihydrat 372,24 1 500,00 4,03
Tabulka 2
Zisobné roztoky (Makroprvky)
1. Makroprvky (50-krit koncentrovany) g/l
Zdsobny roztok 1:
KNO, 17,50
KH,PO, 45
K,HPO, 0,63
Zdsobny roztok 2:
MgSO, - 7H,0 5,00
Zdsobny roztok 3:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75
Tabulka 3
Zisobné roztoky (Mikroprvky)
2. Mikroprvky (1 000-krit koncentrovany) mg|l
Zdsobny roztok 4:
H,BO, 120,0
Zdsobny roztok 5:
ZnS0, - 7H,0 180,0
Zdsobny roztok 6:
Na,MoO, - 2H,0 44,0
Zdsobny roztok 7:
MnCl, - 4H,0 180,0
Zdsobny roztok 8:
FeCl, - 6H,0 760,00
EDTA dindtrium-dihydrat 1500,00
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— Mozu sa pouzit zdsobné roztoky 2 a 3 a samostatne 4 az 7 (pri zohladneni pozadovanych koncentrécii).

— Na dIh3i cas trvanlivosti sterilizujte zdsobné roztoky v autokldve pri 121 °C 20 min. alebo alternativne sterilne prefil-
trujte (0,2 pm). Pre zdsobny roztok 8 sa dorazne odportica sterilnd filtrdcia (0,2 pm).

Priprava kone¢nej koncentricie STEINBERGOVHO média (modifikované)

—  Pridajte 20 ml zdsobnych roztokov 1, 2 a 3 (pozri tabulku 2) do priblizne 900 ml deionizovanej vody, aby ste zabré-
nili vyzrdzaniu.

—  Pridajte 1,0 ml zdsobnych roztokov 4, 5, 6, 7 a 8 (pozri tabulku 3).
— pH musi byt 5,5 £ 0,2 (upravte pridanim minimélneho objemu roztoku NaOH alebo HCl).
— Doplite vodou do 1 000 ml.

— Ak st roztoky sterilné a pouziva sa vhodnd voda, dalsia sterilizdcia nie je potrebnd. Ak sa sterilizuje kone¢né médium,
zdsobny roztok 8 sa musi pridat po autokldvovani (20 min. pri 121 °C).

Priprava 10-krdt koncentrovaného STEINBERGOVHO média (modifikovaného) na docasné skladovanie
—  Pridajte 20 ml zo zdsobnych roztokov 1, 2 a 3 (pozri tabulku 2) priblizne do 30 ml vody, aby ste zabranili vyzrdZzaniu.
—  Pridajte 1,0 ml zo zdsobnych roztokov 4, 5, 6, 7 a 8 (pozri tabulku 3). Dopliite vodou do 100 ml.

— Ak st roztoky sterilné a pouziva sa vhodnd voda, dalsia sterilizdcia nie je potrebnd. Ak sa sterilizuje kone¢né médium,
zdsobny roztok 8 sa musi pridat po autokldvovani (20 min. pri 121 °C).

— pH média (kone¢nd koncentrdcia) musi byt 5,5 £ 0,2.







Predplatné na rok 2009 (bez DPH, vratane postovného)

Uradny vestnik EU, séria L + C, len tladené vydanie 22 tradnych jazykov EU 1000 EUR rocne (")
Uradny vestnik EU, séria L + C, len tlaéené vydanie 22 Gradnych jazykov EU 100 EUR mesaéne (*)
Uradny vestnik EU, séria L + C, tlatené vydanie + roény CD-ROM | 22 aradnych jazykov EU 1200 EUR roéne
Uradny vestnik EU, séria L, len tlatené vydanie 22 uradnych jazykov EU 700 EUR rocne
Uradny vestnik EU, séria L, len tladené vydanie 22 uradnych jazykov EU 70 EUR mesadne
Uradny vestnik EU, séria C, len tlaéené vydanie 22 uradnych jazykov EU 400 EUR rocne
Uradny vestnik EU, séria C, len tlagené vydanie 22 Gradnych jazykov EU 40 EUR mesaéne
Uradny vestnik EU, séria L + C, mesaény (suhrnny) CD-ROM 22 uradnych jazykov EU 500 EUR roéne
Dodatok k uradnému vestniku (séria S), Verejné obstaravanie viacjazy¢ne: 23 uradnych 360 EUR rocne
a vyberové konania, CD-ROM, dve vydania za tyzder jazykov EU (= 30 EUR mesacne)
Uradny vestnik EU, séria C — konkurzy jazyk(-y), v ktorom(-ych) sa 50 EUR roéne
konaju konkurzy
(*) Predaj jednotlivych Eisel: do 32 stran: 6 EUR
od 33 do 64 stran: 12 EUR
nad 64 stran: cena uréena individualne

Uradny vestnik Eurépskej tnie, ktory vychadza vo vaetkych Uradnych jazykoch Eurépskej tnie, si moZno predplatit
v ktoromkolvek z 22 jazykovych zneni. Zahffia sériu L (Pravne predpisy) a C (Informéacie a oznamenia).

Kazdé jazykové znenie ma samostatné predplatné.

V sulade s nariadenim Rady (ES) €. 920/2005 uverejnenym v uUradnom vestniku L 156 z 18. juna 2005
a ustanovujicim, Ze inStiticie Eurdpskej Unie nie su viazané povinnostou vyhotovovat vSetky pravne akty
v irskom jazyku a uverejfiovat ich v tomto jazyku, sa Uradné vestniky uverejnené v irskom jazyku predavaju
osobitne.

Predplatné na dodatok k tradnému vestniku (séria S — Verejné obstaravanie a vyberové konania) zahffia véetkych
23 Uradnych jazykovych zneni na jednom viacjazyénom CD-ROM-e.

Predplatitelia Uradného vestnika Eurdpskej tnie mozu ziskat rézne prilohy k Uradnému vestniku, ktoré sa budu
zasielat na zaklade jednoduchej Ziadosti. O vydani tychto priloh budu informovani prostrednictvom oznameni pre
Citatelov, ktoré sa vkladaju do Uradného vestnika Eurdpskej tnie.

Predaj a predplatné

Platené publikacie, ktoré vydava Urad pre publikacie, si k dispozici u komerénych distriblitorov. Zoznam
komerénych distribltorov mozno najst na tejto internetovej adrese:

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

EUR-Lex (http://eur-lex.europa.eu) poskytuje priamy a bezplatny pristup k pravu Eurépskej unie. Na
stranke si moZno prehliadat Uradny vestnik Eurdpskej unie, ako aj zmluvy, pravne predpisy,
judikatdru a navrhy pravnych aktov.

Viac sa dozviete na stranke: http://europa.eu
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