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DYREKTYWA KOMISJI nr 92/69[EWG
z dnia 31 lipca 1992 r.

dostosowujgca po raz siedemnasty do postepu technicznego dyrektywe 67/548[EWG w sprawie
zblizenia przepisow ustawowych, wykonawczych i administracyjnych odnoszacych si¢ do
klasyfikacji i etykietowania substancji niebezpiecznych

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajgc  Traktat ustanawiajgcy Europejska Wspdlnote
Gospodarcza,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 67/548/EWG, z dnia 27 czer-
weca 1967 r. w sprawie zblizenia przepiséw ustawowych,
wykonawczych i administracyjnych odnoszacych si¢ do klasyfi-
kacji, pakowania i etykietowania substancji niebezpiecznych (),
ostatnio zmieniong dyrektywa 92/32[EWG (3, w szczegdlnosci
jej art. 28 1 29,

a takze majgc na uwadze, co nastepuje:

artykul 3 ust. 1 dyrektywy 67/548/EWG i art. 3 dyrektywy
Rady 88/379/EWG z dnia 7 czerwca 1988 r. w sprawie
zblizenia przepiséw ustawowych, wykonawczych i administra-
cyjnych Panstw Czlonkowskich odnoszacych si¢ do klasyfikaciji,
pakowania i etykietowania preparatéw niebezpiecznych (?), os-
tatnio zmienionej dyrektywa Komisji 90/492[/EWG (%), przewi-
dujg, ze okreslanie whasciwosci fizykochemicznych, toksycznos-
ci i ekotoksycznosci substancji i preparatéw jest wykonywane
wedlug metod przewidzianych w zalgczniku V do dyrektywy
67/548[EWG;

tekst zalacznika V do dyrektywy 67/548/EWG jest obecnie
opublikowany w dwoch czgsciach, ktére s3 odpowiednio Za-
tacznikiem do dyrektywy Komisji 84/449/EWG () i Zalaczni-
kiem do dyrektywy Komisji 88/302/EWG (%);

w celu uwzgledniania postgpu technicznego, konieczna jest
zmiana metod préb znajdujacych si¢ w Zalaczniku do dyrekty-
wy Komisji 84/449/EWG,;

Dz.U. 196 z 16.8.1967, str. 1.
Dz.U. L 154 z 5.6.1992, str. 1.
Dz.U. L 187 z 16.7.1988, str. 14.
Dz.U. L 275 z 5.10.1990, str. 35.
Dz.U. L 251 z 19.9.1984, str. 1.
Dz.U. L 133 z 30.5.1988, str. 1; oraz Dz.U. L 136 z 2.6.1988,
str. 20.
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w celu uwzgledniania rozwoju technicznego, konieczna jest
takze zmiana metody przewidzianej dla préby blokady wzrostu
alg, znajdujacej si¢ obecnie w Zalaczniku do dyrektywy Komisji
88/302/EWG a przy tej okazji, przeniesienie tej metody proby
do Zalgcznika do dyrektywy 84/449/EWG;

wlaciwe jest zmniejszenie do minimum liczby zwierzat wyko-
rzystywanych do celéw doswiadczalnych, zgodnie z dyrektywa
Rady 86/609/EWG w sprawie zblizenia przepiséw ustawowych,
wykonawczych i administracyjnych Panstw Czlonkowskich do-
tyczacych ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw do-
$wiadczalnych i innych celéw naukowych ();

przepisy niniejszej dyrektywy sa zgodne z opinig Komitetu ds.
Dostosowania do Postepu Technicznego Dyrektyw Dotyczacych
Usuniecia Barier Technicznych w Handlu Substancjami i Prepa-
ratami Niebezpiecznymi,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Zalgcznik do dyrektywy 84/449/EWG zostaje zastgpiony Za-
facznikiem do niniejszej dyrektywy.

() Dz.U.L 358 z 18.12.1986, str. 1.
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Artykut 2 Metody dokonywania takiego odniesienia okreslane s przez

Metode dla préby blokady wzrostu alg, wymieniong w Zalacz- Paristwa Czlonkowskie.

niku do dyrektywy 88/302/EWG uchyla sie. Artykut 4
rtyku

Artykut 3 Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.

Pafistwa Czlonkowskie wprowadza w Zycie przepisy ustawowe,
wykonawcze i administracyjne niezbedne do wykonania niniej-
szej dyrektywy najp6zniej do dnia 30 pazdziernika 1993 r. i
niezwlocznie powiadomig o tym Komisje.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 31 lipca 1992 r.

. . i . L . W imieniu Komisji
Przepisy przyjete przez Panstwa Czlonkowskie zawieraja odnie-
sienie do niniejszej dyrektywy lub odniesienie takie towarzyszy Karel VAN MIERT
ich urzedowej publikacji. Czlonek Komisji
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ZALACZNIK

Zalycznik do dyrektywy Komisji 92/69/EWG z dnia 31 lipca 1992 r. dostosowujjcej po raz siedemnasty do

postepu technicznego dyrektywe Rady 67/548[EWG w sprawie zbliZzenia przepiséw ustawowych, wykonaw-

czych i administracyjnych odnoszacych si¢ do klasyfikacji, pakowania i etykietowania substancji niebezpiecz-
nych ()

() Dz.U.L 383z 29.12.1992, str. 113.
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WPROWADZENIE

Niniejszy Zalacznik ustanawia metody badania sluzace do oznaczania whasciwosci fizyko-chemicznych, toksykologicz-
nych i ekotoksykologicznych, wymienionych w zalacznikach VII i VIII do dyrektywy 79/831/EWG. Metody te opieraja
si¢ na metodach uznanych i zalecanych przez whasciwe organy miedzynarodowe (w szczeg6lnosci OECD).

W przypadku gdy takie metody nie byly dostepne, przyjeto normy krajowe lub metody ustalone na podstawie
uzgodnien naukowych. Ogélnie, badania powinny by¢ wykonywane z substancjami okre$lonymi zgodnie z dyrektywa.
Nalezy zwraca¢ uwage na mozliwy wplyw zanieczyszczen na wyniki badan.

W przypadku gdy metody podane w niniejszym Zalaczniku nie maja zastosowania do badania niekt6rych wiasciwosci,
podmiot zglaszajacy musi uzasadni¢ stosowane metody alternatywne.

Analizy i badania na zwierzgtach sa prowadzone zgodnie z przepisami krajowymi i biora pod uwage zasady
humanitarne i osiggnigcia migdzynarodowe w dziedzinie ochrony zwierzat.

Sposréd réwnowaznych metod badai nalezy wybraé metodg, ktéra wymaga wykorzystania jak najmniejszej liczby
zZwierzat.
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CZESC A: METODY USTALANIA WEASCIWOSCI FIZYKO-CHEMICZNYCH

A.1. TEMPERATURA TOPNIENIA/KRZEPNIECIA

1. METODA

Wickszo$¢ opisanych metod oparto na wytycznych OECD dotyczacych badan (1). Podstawowe zasady
podano w (2) i (3).

1.1. WPROWADZENIE

Opisane metody i urzadzenia powinny by¢ stosowane do ustalania temperatury topnienia substancji, bez
ograniczen zwiazanych z ich stopniem czystosci.

Wybdr metody zalezy od charakteru badanej substancji. W konsekwencji, czynnikiem ograniczajacym
bedzie to, czy substancja latwo, z trudnoscia, czy tez wecale nie poddaje si¢ sproszkowaniu.

W przypadku niektérych substancji bardziej wlasciwe jest oznaczanie temperatury zamarzania lub krzep-
nigcia, przy czym w wytycznych uwzgledniono takze normy dla tych oznaczen.

Jezeli z powodu szczegdlnych wiasciwosci substancji zaden z powyzszych parametréw nie moze by¢
zmierzony w sposéb konwencjonalny, moze by¢ stosowne okreSlenie temperatury plyniecia.

1.2 DEFINICJE I JEDNOSTKI

Temperature topnienia definiuje si¢ jako temperature, w ktorej przejscie fazowe ze stanu stalego do stanu
cieklego zachodzi pod cisnieniem atmosferycznym i niniejsza temperatura idealnie odpowiada temperaturze
krzepnigcia.

Poniewaz przechodzenie z jednego stanu skupienia do drugiego w przypadku wielu substancji zachodzi w
szerokim zakresie temperatury, czgsto opisuje si¢ go jako zakres temperatury topnienia.

Jednostki konwersji (ze stopni K na °C)

t=T- 27315

t: temperatura Celsjusza, stopien Celsjusza (°C)

T: temperatura termodynamiczna, stopien Kelwina (K)
1.3. SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Nie ma koniecznosci stosowania substancji odniesienia za kazdym razem, gdy przeprowadzane s3 badania
nowej substancji. Powinny one stuzy¢ gléwnie sprawdzeniu od czasu do czasu wydajnosci metody i
pozwoli¢ na poréwnanie wynikéw z innymi metodami.

Niektére substancje kalibracyjne wymieniono w pozycji bibliograficznej (4).
1.4. ZASADA METODY BADANIA

Temperatura (zakres temperatur) przejscia fazowego ze stanu stalego do stanu cieklego lub ze stanu
cieklego w stan staly jest ustalona. W praktyce podczas podgrzewania/schtadzania probki substancji badanej
pod ciSnieniem atmosferycznym ustalane s3 temperatury etapu poczatkowego topnienia/krzepnigcia i
koncowego etapu topnienia/krzepnigcia. Opisano pig¢ rodzajow metod, mianowicie metod¢ kapilarng,
metody ze stolikami grzewczymi, ustalanie temperatur krzepnigcia, metody analiz termicznych, i ustalanie
temperatury plyniecia (wedlug rozwinigtych opracowan dla olejéw naftowych).
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1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

1.4.2.3.

1.4.3.

W niektdrych przypadkach, wygodniejsze jest zmierzenie temperatury krzepnigcia, w miejsce temperatury
topnienia.

Metoda kapilarna

Przyrzqdy do oznaczania temperatury topnienia z taznig cieczowg

Niewielka ilo§¢ drobno zmielonej substancji umieszcza si¢ w rurce kapilarnej i ciasno upakowuje. Rurke
podgrzewa si¢ facznie z termometrem, regulujac wzrost temperatury w ten sposéb, aby wynosit mniej niz
1 K/min w trakcie topnienia. Oznacza si¢ poczatkowa i koficowa temperature topnienia.

Przyrzqdy do oznaczania temperatury topnienia z blokiem metalu

Zgodnie z opisem w ppkt. 1.41.1, z tym ze rurka kapilarna i termometr s3 umieszczone
w podgrzewanym bloku metalu, przy czym mozna je obserwowal przez znajdujace si¢ w nim otwory.

Wykrywanie przy pomocy komoérki fotoelektrycznej

Probka w rurce kapilarnej jest automatycznie podgrzewana w cylindrze metalowym. Wigzka $wiatla jest
automatycznie kierowana przez substancje, poprzez dziurg w cylindrze, do precyzyjnie skalibrowanej
komorki fotoelektrycznej. Wihasciwosci optyczne wigkszosci substancji zmieniaja si¢ z nieprzezroczystych
na przezroczyste podczas topnienia. Natgzenie $wiatla docierajgcego do komérki fotoelektrycznej zwigksza
si¢, w wyniku czego wysylany jest sygnal zatrzymania do cyfrowego wskaznika odczytujacego temperature
z platynowego termometru oporowego umieszczonego w komorze grzejnej. Metoda ta nie ma zastosowa-
nia do niektorych intensywnie zabarwionych substancji.

Plyty grzewcze

Phyta grzewcza Koflera

W metodzie plyty grzewczej Koflera wykorzystuje si¢ dwa kawalki metalu o réznym przewodnictwie
cieplnym, podgrzewane elektrycznie, przy czym stolik jest zaprojektowany w taki sposéb, aby gradient
temperatury byl prawie liniowy wzdluz jego dlugosci. Temperatura rozgrzanej plyty moze dochodzi¢ od
283 do 573 K, przy czym odczytywana jest ona przy pomocy specjalnego urzadzenia do odczytywania
temperatury, skladajacego si¢ z suwaka ze wskaznikiem i klapki przeznaczonej dla odpowiedniego stolika.
W celu ustalenia temperatury topnienia, substancj¢ umieszcza si¢ cienka warstwa bezposrednio na
powierzchni goracej plyty. W ciagu kilku sekund pokazuje si¢ ostra linia oddzielajaca ciecz od fazy stalej.
Temperatur¢ na wysokosci linii dzielacej odczytuje si¢ przez ustawienie wskaznika w taki sposob, aby
spoczywal na tej linii.

Mikroskop do badania topnienia

Szereg mikroskopowych plyt grzewczych wykorzystuje sie do ustalania temperatury przy uzyciu bardzo
malych iloSci materiatu. W wigkszosci plyt grzewczych temperature mierzy si¢ przy pomocy czulego
termoogniwa, jednak czasem wykorzystywane sg takze termometry rteciowe. Typowy przyrzad mikrosko-
powy do oznaczania temperatury topnienia metoda podgrzewania plyty jest wyposazony w komorg
grzewczg, ktora zawiera plytke metalows, na ktérej umieszczana jest probka na szkietku. W $rodku plytki
metalowej znajduje si¢ otwor, przez ktéra wchodzi $wiatlo z lusterka o$wietlajagcego mikroskopu. W trakcie
uzycia, komora jest zamknigta przez szklang plyte w celu odcigcia powietrza od obszaru prébki.

Podgrzewanie prébki jest regulowane za pomoca reostatu. Dla bardzo precyzyjnych pomiaréw dla
substancji optycznie anizotropowych, stosuje si¢ $wiatlo spolaryzowane.

Metoda menisku
Metode t¢ wykorzystuje si¢ gléwnie w odniesieniu do poliamidéw.

W sposéb wizualny oznacza si¢ temperaturg, przy ktorej zachodzi przemieszczenie menisku oleju
silikonowego, zawartego miedzy plyta grzewcza i szklana przykrywka oparta na préobee badanego
poliamidu.

Metoda oznaczania temperatury krzepniecia

Probke umieszcza si¢ w specjalnej probéwce i umieszcza w przyrzadzie dla oznaczania temperatury
krzepnigcia. Probka jest delikatnie i ciagle mieszana w trakcie chlodzenia, a temperatura jest mierzona w
odpowiednich przedziatach. Gdy tylko temperatura pozostaje na stalym poziomie podczas kilku kolejnych
odczytéw (skorygowanych o blad termometru), zapisuje si¢ ja jako temperature krzepnigcia.
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1.4.4.

1.4.4.1

1.4.4.2

1.4.5.

1.5.

Nalezy zapobiegal szybkiemu schladzaniu przez utrzymywanie rownowagi miedzy faza stala i faza ciekla.

Analiza termiczna

Réznicowa analiza termiczna (DTA)

Niniejsza technika rejestruje réznice w temperaturach miedzy dang substancja i materialem odniesienia w
funkeji temperatury, w trakcie poddawania danej substancji i materialu odniesienia temu samemu progra-
mowi kontrolowania temperatury. W momencie gdy prébka ulega przemianie pociagajacej zmiang entalpii,
zmiana ta jest wskazywana przez odchylenie endotermiczne (topnienie) lub egzotermiczne (krzepnigcie) od
linii bazowej zapisu temperatury.

Réznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)

Niniejsza technika rejestruje réznice w energii pobranej przez dang substancje i material odniesienia, w
funkeji temperatury, w trakcie poddawania danej substancji i materiatu odniesienia temu samemu progra-
mowi kontrolowania temperatury. Niniejsza energia jest energia konieczng do osiggnigcia zerowej réznicy
temperatury mi¢dzy dang substancjg a materialem odniesienia. W momencie, gdy probka ulega przemianie
pociagajacej zmiang entalpii, zmiana ta jest wskazywana przez odchylenie endotermiczne (topnienie) lub
egzotermiczne (krzepnigcie) od linii bazowej zapisu przeplywu ciepla.

Temperatura plynigcia

Niniejsza metoda zostala opracowana dla olejéw naftowych i jest wlasciwa do zastosowania dla substancji
olejowych o niskich temperaturach topnienia.

Po ogrzaniu wstgpnym, prébka jest chtodzona z wlasciwg szybkoscig i badane sa w odstgpach co 3 K
charakterystyki przeplywu. Najnizsza temperatura, przy ktérej jest obserwowany ruch substancji jest
odczytywana jako temperatura plynigcia.

KRYTERIA JAKOSCI

Stosowalno$¢ i doktadnos¢ réznych metod wykorzystywanych do oznaczania temperatury topnienia/zakres
temperatur topnienia przedstawiono w ponizszej tabeli:

TABELA: STOSOWALNOSC METOD

A. Metody kapilarne

Substancje fatwo | Substancje trud- | Zakres tempera- Zalozona do-

Metoda pomiaru Istniejgca norma

proszkowalne no proszkowalne tury kfadnos¢ (')
Przyrzady do
pomiaru tem-
eratury top- iekto-
Eienia y PZ tak Tylkorlenekto 273 (%2) 573 £ 03K JIs K 0064
laznig cieczo-
wa

Przyrzady do
pomiaru tem-

peratury top- Tylko niekté- | 293 do >573

perat . tak » 0 £ 05K 1SO 1218 (E)
blokiem me-

talu

Wykrywanie Poszczegdlne

przy pomocy z zastosowa- 253 do 573

komorki foto- tak niem urza- K t0°K

elektrycznej dzen

() W zaleznosci od typu przyrzadu i stopnia czystosci substangji.
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1.6.

1.6.1.

B. Metody temperaturowe i schtadzania

Metoda pomiaru

Substancje fatwo

Substangje trud-

Zakres tempera-

Zatozona do-

Istniejgca norma

Cia

proszkowalne no proszkowalne tury kfadnos¢ (')

Plyta  grze- . 283 do ANSI/ASTM D

wcza Koflera tak nie >573K + 10K 3451-76

Mikroskop do L

badania  top- tak Tylko niekto- 2>75373d£ £ 05K | DIN 53736

nienia re

Metoda meni- Specyficzna

k . s i 293 do

sku Nie dla g(}haml ~573K + 0,5 K ISO 1218 (E)
ow

Metody bada-

nia tempera- 223 do 573

tr krzepnie- Tak tak K + 05K np. BS 4695

() W zaleznosci od typu przyrzadu i stopnia czystosci substangji.

C. Analizy termiczne

Metoda pomiaru

Substancje fatwo

Substangje trud-

Zakres tempera-

Zatozona do-

Istniejgca norma

proszkowalne no proszkowalne tury kladnosc¢ (')
Réznicowa do 600 K
analiza  ter- 173 do + 0,5 K do ASTM E 5374
miczna tak tak 1273K 1273K | 76
+ 20K
Réznicowa do 600 K
kalorymetria 173 do + 0,5 K do ASTM E 537-
skaningowa tak tak 1273 K 1273 K 76
+ 20K

() W zalezno$ci od typu przyrzadu i stopnia czystosci substangji.

D. Temperatura plyniecia

Metoda pomiaru

Substancje fatwo

Substancje trud-

Zakres tempera-

Zatozona do-

Istniejgca norma

proszkowalne no proszkowalne tury ktadnosc (1)
Temperatura Dla olejow Dla olejow
plynigcia naftowych} naftowych_1 223 do 323 £ 30K ASTM D 97-66
substancji substancji K
oleistych oleistych

() W zaleznosci od typu przyrzadu i stopnia czystosci substangji.

OPIS METOD

Procedury przeprowadzenia oznaczen wedlug prawie wszystkich metod opisano w normach migdzynaro-
dowych i krajowych (patrz: dodatek 1).

Metody z wykorzystaniem rurki kapilarnej

Drobno sproszkowane substancje poddawane powolnemu wzrostowi temperatury, zwykle wykazuja etapy

topnienia przedstawione na rys. 1.
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1.6.1.1.

Rysunek 1

o ~
C U

Etap A Etap B Etap C Etap D Etap E

Etap A (Poczatek topnienia): drobne kropelki przylegaja jednorodnie do wewngtrznej $ciany rurki kapilar-
nej.

Etap B pokazuje si¢ przerwa miedzy probka i $ciang wewnetrzng ze wzgledu na kurczenie si¢ topionej
substancji.

Etap C skurczona probka zaczyna zapadal si¢ w dot i uplynnia sig.

Etap D na powierzchni tworzy si¢ pelny menisk, jednak dostrzegalna ilo$¢ probki pozostaje w stanie
stalym.

Etap E  (Konicowy etap topnienia): brak czastek statych.

W trakcie ustalania temperatury topnienia odnotowuje si¢ temperatury na poczatku topnienia i na etapie
koncowym.

Przyrzgd do badania temperatury topnienia z taznig cieczowg

Na rysunku 2 przedstawiono rodzaj znormalizowanego przyrzadu do badania temperatury topnienia

wykonanego ze szkla (JIS K 0064); wszystkie wymiary podano w milimetrach.

Rysunek 2

230

: Naczynie pomiarowe

Korek

Odpowietrzenie

Termometr

Termometr pomocniczy

: Laznia cieczowa

: Rurka kapilarna szklana, dtugosci 80 do 100
mm, $rednicy wewnetrznej 1,0 0,2 mm,
grubos¢ Scianki 0,2 do 0,3 mm

H: Rurkaboczna

DomINz=>

4+20 4+— 40
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1.6.1.2.

taZnia cieczowa:

Nalezy wybra¢ odpowiednig ciecz. Wybdr cieczy zalezy od temperatury topnienia, ktéra ma by¢ ozna-
czona, na przyklad ciekla parafina dla temperatur topnienia nie wyzszych od 473 K, olej silikonowy dla
temperatur topnienia nie wyzszych niz 573 K.

Dla temperatur topnienia powyzej 523 K, mozna wykorzysta¢ mieszaning skladajaca si¢ z trzech czedci
kwasu siarkowego i dwoch czesci siarczanu potasu (wagowo). Nalezy podja¢ stosowne Srodki ostroznosci
przy stosowaniu mieszaniny takiej jak niniejsza.

Termometr:

Nalezy uzywac wylacznie termometréw spelniajacych wymagania nastgpujacych norm lub norm réwno-
waznych:

ASTM E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001

Procedura:

Suchg substancj¢ nalezy drobno sproszkowaé w mozdzierzu i wprowadzi¢ do rurki kapilarnej zatopionej
na konicu, tak aby poziom napelnienia wynosit okolo 3 mm po ciasnym upakowaniu. Aby uzyskal
jednolicie upakowang probke, nalezy spusci¢ rurke kapilarng z wysokosci okoto 700 mm przez rurke
szklang, pionowo na szkietko zegarkowe.

Napelniona rurke kapilarng umieszcza si¢ w lazni tak, by sSrodkowa czg$¢ rteciowej banki termometru
stykala si¢ z rurka kapilarng w cz¢Sci, w ktdrej umieszczona jest probka. Zwykle rurke kapilarng
wprowadza si¢ do przyrzadu o temperaturze o okoto 10 K nizszej od temperatury topnienia.

Ciecz fazni jest podgrzewana w ten sposéb, aby temperatura rosta o okoto 3 K/min. Ciecz nalezy mieszaé.
Przy okoto 10 K ponizej oczekiwanej temperatury topnienia, szybko$¢ przyrostu temperatury ustawia sie
na maksimum 1 K/min.

Obliczenie:

Temperaturg topnienia oblicza si¢ na podstawie nastgpujacego wzoru:

T =T, + 0,00016(T, - T)n

gdzie:

T = skorygowana temperatura topnienia w stopniach K

T, = odczyt temperatury z termometru D w stopniach K

T, = odczyt temperatury z termometru E w stopniach K

n = liczba kresek podziatki stupka rteci na termometrze D przy rurce wyjsciowe;.

Przyrzgdy do pomiaru temperatury topnienia z metalowym blokiem
Przyrzgd:
Sktada si¢ z:

— cylindrycznego bloku metalowego, ktdrego gorna czg$¢ jest wydrazona i tworzy komore (patrz: rysunek
3),

— zatyczki metalowej z dwiema lub wigksza liczbg dziur, ktéra pozwala na montowanie probéwek na
bloku metalowym,

— systemu grzejnego do podgrzewania bloku metalowego, wyposazonego na przyktad w grzalki oporowe
elektryczne zamknigty w bloku,

— do regulacji zasilania, jezeli stosowane jest podgrzewanie elektryczne,

— czterech okienek ze szkla zaroodpornego na poprzecznych $cianach komory, zorientowanych pod
katem prostym wzgledem siebie. Przed kazdym z okienek zamontowany jest okular do obserwagji rurki
kapilarnej. Pozostale trzy okienka sg wykorzystywane do o$wietlania wnetrza zamkniecia przy pomocy

lamp,

— rurki kapilarnej ze szkla zaroodpornego, zamknigtej na jednym koricu (patrz: ppkt 1.6.1.1).
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Termometr:

Patrz normy wspomniane w ppkt. 1.6.1.1. Stosuje si¢ takze termoelektryczne przyrzady pomiarowe o
poréwnywalnej doktadnosci.

Rysunek 3

Termometr

Rurka kapilarna

Zatyczka metalowa

\Okular

-\— Grzatki oporowe
\ elektryczne
Blok grzewczy metalowy & °

=

—

1.6.1.3. Wykrywanie przy pomocy komorki fotoelektrycznej

Przyrzqd i procedura:

Przyrzad sklada si¢ z komory metalowej z automatycznym systemem grzewczym. Trzy rurki kapilarne sg
napelniane zgodnie z ppkt. 1.6.1.1 i umieszczane w piecu.

Mozliwych jest kilka linjowych ustawien narastania temperatury w celu skalibrowania przyrzadu, przy czym
wladciwy wzrost temperatury jest regulowany elektrycznie na z gory okreslong stala i szybkos¢ liniows.
Rejestratory pokazuja rzeczywistg temperature pieca i temperature substancji w rurkach kapilarnych.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

Plyty grzewcze

Plyta grzewcza Koflera

Patrz: Dodatek.

Mikroskop do badania topnienia

Patrz: Dodatek.

Metoda menisku (poliamidy)

Patrz: Dodatek.

Szybko$¢ grzania w obrebie temperatury topnienia powinna by¢ mniejsza niz 1 K/min.
Metody oznaczania temperatury krzepniecia

Patrz: Dodatek.

Analiza termiczna

Réznicowa analiza termiczna

Patrz: Dodatek.

Réznicowa kalorymetria skaningowa

Patrz: Dodatek.

Oznaczanie temperatury plyniecia

Patrz: Dodatek.

DANE

W niektorych przypadkach konieczna jest korekcja termometru.
SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miarg mozliwosci nastepujace informacje:

— Zzastosowana metoda,

— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamo$¢ i zanieczyszczenia) i wstepny etap oczyszczenia, jesli
wykonano,

— ocena dokladnosci.

Jako temperature topnienia przedstawia si¢ $rednig z co najmniej dwéch pomiaréw znajdujacych si¢ w
granicach oszacowanej dokladnosci pomiarowej (patrz tabele).

Jezeli réznica miedzy temperaturg na poczatku i na koficowym etapie topnienia znajduje si¢ w granicach
dokladnosci metody, za temperaturg topnienia przyjmuje si¢ temperatur¢ na koficowym etapie topnienia; w
innym przypadku podaje si¢ obie temperatury.

Jezeli substancja przed osiagnigciem temperatury topnienia rozklada si¢ lub sublimuje, podawana jest
temperatura, w ktérej obserwowane s3 te efekty.
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1.1.

1.2.

2.1.

2.2

2.3.

Nalezy poda¢ wszystkie informacje i uwagi istotne dla interpretacji wynikow, w szczegdlnosci w odniesie-
niu do zanieczyszczei i stanu skupienia substancji.

LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 102, Decision of the Council C(81) 30 final.

(2) IUPAC, B. Le Neindre, B. Vodar, eds. Experimental thermodynamics, Butterworths, London 1975, vol.
11, 803-834.

(3) R. Weissberger ed.: Technique of organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd ed.,
Interscience Publ., New York, 1959, vol. I, Part I, Chapter VIL

(4) IUPAC, Physicochemical measurements: Catalogue of reference materials from national laboratories,
Pure and applied chemistry, 1976, vol. 48, 505-515.

Dodatek

W celu uzyskania dodatkowych szczeg6léw technicznych, mozna zapozna¢ si¢ na przyklad z nastepujacy-
mi normami:

Metody kapilarne

Urzadzenia do pomiaru temperatury topnienia z laZnig cieczows

ASTM E 324-69 Standard test method for relative initial and final melting points and
the melting range of organic chemicals

BS 4634 Method for determination of melting point and/or melting range

DIN 53181 Bestimmung des Schmelzintervalles von Harzen nach Kapillarverfah-
ren.

JIS K 00-64 Testing methods for melting point of chemical products.

Urzadzenia do pomiaru temperatury topnienia z blokiem metalowym

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von  teilkristallinen
Kunststoffen

ISO 1218 (E) Plastics - polyamides determination of ,melting point”

Plyty grzewcze

Plyta grzewcza Koflera

ANSI/ASTM D 3451-76 Standard recommended practices for testing polymeric powder coa-
tings

Mikroskop do badania topnienia

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen.

Metoda menisku (dla poliamidéw)

ISO 1218 (E) Plastics - polyamides - determination of ,melting point”

ANSI/ASTM D 2133-66 Standard specification for acetal resin injection, moulding and extru-
sion materials

NF T 51-050 Résines de polyamides. Détermination du ,point de fusion” Méthode
du ménisque
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4.2.

Metody ustalania temperatury krzepnigcia

BS 4633
BS 4695

DIN 51421

ISO 2207
DIN 53175
NF T 60-114
NF T 20-051

ISO 1392

Analiza termiczna
Roéznicowa analiza termiczna

ASTM E 537-76

ASTM E 473-85
ASTM E 472-86
DIN 51005

Réznicowa kalorymetria skaningowa

ASTM E 537-76

ASTM E 473-85
ASTM E 472-86
DIN 51005

Oznaczanie temperatury plyniecia

NBN 52014

ASTM D 97-66
ISO 3016

Method for determination of crystallizing point

Method for Determination of Melting Point of petroleum wax (Coo-
ling Curve)

Bestimmung des Gefrierpunktes von Flugkraftstoffen, Ottokraftstoffen
und Motorenbenzolen

Cires de pétrole: determination de la temperature de figeage
Bestimmung des Erstarrungspunktes von Fettsduren
Point de fusion des paraffines

Méthode de détermination du point de cristallisation (point de
congélation)

Method for determination of the freezing point

Standard method for assessing the thermal stability of chemicals by
methods of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating to thermal analysis
Standard practice for reporting thermoanalytical data

Thermische Analyse, Begriffe

Standard method for assessing the thermal stability of chemicals by
methods of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating to thermal analysis
Standard practice for reporting thermoanalytical data

Thermische Analyse, Begriffe

Echantillonnage et analyse des produits du pétrole: Point de trouble
et point d’écoulement limite - Monsterneming en ontleding van
aardolieproducten: Troebelingspunt en vloeipunt

Standard test method for freezing temperature of petroleum oils

Petroleum oils - Determination of pour point.
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1.1.

1.2

A.2. TEMPERATURA WRZENIA

METODA

Wigkszo$¢ opisanych metod oparto na wytycznych OECD dotyczacych badan (1). Podstawowe zasady
podano w (2) i (3).

WPROWADZENIE

Urzadzenia i metody tutaj opisane stosuje si¢ do cieczy i nisko topliwych substancji, pod warunkiem ze nie
ulegaja one reakgcji chemicznej ponizej ich temperatury wrzenia (jak na przyklad: samoutlenienie, wtérnemu
przeksztalceniu, rozkladowi i tak dalej). Metody te moga by¢ stosowane do czystych i zanieczyszczonych
cieklych substanciji.

Kladzie si¢ nacisk na metody wykorzystujace wykrywanie za pomoca komérki fotoelektrycznej i analize
termiczna, poniewaz metody te pozwalajg na oznaczenie zardwno temperatury topnienia jak i temperatury
wrzenia. Ponadto, pomiary moga by¢ wykonywane w sposéb automatyczny.

,Metoda dynamiczna” ma t¢ zalete, Ze mozna ja takze wykorzystywal do oznaczenia ci$nienia pary i nie
jest konieczna korekcja temperatury wrzenia do ciSnienia normalnego (101,325 kPa), gdyz mozna
regulowa¢ ci$nienie normalne podczas pomiaru.

Uwagi:

Wplyw zanieczyszczen na oznaczanie temperatury wrzenia w duzym stopniu zalezy od charakteru zanie-
czyszezenia. Jezeli w probee znajduja si¢ lotne zanieczyszczenia mogace wplywaé na wyniki, badang
substancj¢ nalezy oczyScic.

DEFINICJE 1T JEDNOSTKI

Temperatura wrzenia normalna jest zdefiniowana jako temperatura, przy ktérej prezno$é pary cieczy
wynosi 101,325 kPa.

Jezeli temperatura wrzenia nie jest mierzona w normalnym ci$nieniu atmosferycznym, zalezno$¢ preznosci
pary od temperatury opisuje si¢ rownaniem Clausiusa - Clapeyrona:

Hy
2,3 RT

logp=- + const

gdzie:

p = prezno$¢ pary substancji w paskalach

AH, = je cieplo parowania w ] mol’

R = uniwersalna molowa stala gazowa = 8,314 ] mol! K
T = temperatura termodynamiczna w stopniach K

Temperatura wrzenia jest ustalona w odniesieniu do ci$nienia otoczenia w czasie trwania pomiaru.
Konwersje
Ci$nienie (jednostki: kPa)
100 kPa = 1 bar = 0,1 MPa
(jednostka ,bar” jest wciaz dozwolona, ale nie jest zalecana)
133 Pa =1 mm Hg = 1 Torr
(jednostki ,mm Hg" i ,Torr” nie sa dozwolone).
1 atm = standardowa atmosfera = 101 325 Pa

(jednostka ,atm” jest niedozwolona).
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.4.5.

1.4.6.

Temperatura (jednostki: K)

t=T- 27315

t: temperatura Celsjusza, stopien Celsjusza (°C)

T: temperatura termodynamiczna, Kelwin (K)

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Nie ma koniecznosci stosowania substancji odniesienia za kazdym razem, gdy przeprowadzane sa badania
nowej substancji. Powinny one stuzy¢ gléwnie sprawdzeniu od czasu do czasu wydajnosci metody i
pozwoli¢ na poréwnanie wynikéw z innymi metodami.

Niektore substancje kalibracyjne wymieniono w opisach metod wymienionych w Dodatku.

ZASADA METODY BADANIA

Pig¢ metod ustalania temperatury wrzenia (zakresu wrzenia) jest oparte na pomiarze temperatury wrzenia,
dwie inne oparte sg o analize termiczng.

Wyznaczanie za pomocy ebuliometru

Ebuliometry zostaly pierwotnie opracowane w celu oznaczania masy czasteczkowej poprzez podwyzszanie
temperatury wrzenia, jednak nadajg si¢ takze do dokladnych pomiaréw tej temperatury. Bardzo prosty
przyrzad opisano w ASTM D 1120-72 (patrz Dodatek). Ciecz jest podgrzewana w tym przyrzadzie w
warunkach réwnowagi, pod ci$nieniem atmosferycznym, do wrzenia.

Metoda dynamiczne

Metoda ta obejmuje pomiar temperatury ponownej kondensacji pary przy pomocy wlasciwego termometru
w wykroplinach podczas wrzenia. Podczas stosowania tej metody ci$nienie moze by¢ zmienne.

Metoda destylacji dla wyznaczania temperatury wrzenia

Metoda ta obejmuje destylacje cieczy i pomiar temperatury ponownej kondensacji pary oraz oznaczenie
ilodci destylatu.

Metoda wedlug Siwolobowa

Probke podgrzewa si¢ w probdwee, ktora jest zanurzona w cieczy w goracej tazni. W probéwce zanurzona
jest z kolei zatopiona na koncu rurka kapilarna, zawierajaca pecherzyk powietrza w dolnej czesci.

Wykrywanie przy pomocy komérki fotoelektrycznej

Zgodnie z zasadg wedlug Siwolobowa, wykonuje si¢ automatyczny pomiar fotoelektryczny z wykorzys-
taniem unoszacych si¢ pecherzykow.

Réznicowa analiza termiczna

Niniejsza technika rejestruje réznicg w temperaturach miedzy substancja i materialem odniesienia jako
funkcje temperatury, gdy substancja oraz material odniesienia podlegaja temu samemu programowi
kontrolowania temperatury. W momencie gdy probka podlega przejsciu pociagajacym za sobg zmiang
entalpii, zmiana ta jest wskazywana przez endotermiczne odchylenie(wrzenie) od linii bazowej zapisu
temperatury.
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1.4.7.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

Réznicowa kalorymetria skaningowa

Niniejsza technika rejestruje réznicg w energii pobranej przez substancje oraz material odniesienia, jako
funkcje temperatury, gdy substancja oraz material odniesienia podlegaja temu samemu programowi
kontrolowania temperatury. Niniejsza energia jest energig konieczng do ustalenia zerowej réznicy tempera-
tury migdzy substancjg i materialem odniesienia. W momencie gdy prébka podlega przejsciu pociagajacym
za sobg zmiang entalpii, zmiana ta jest wskazywana przez endotermiczne odchylenie(wrzenie) od linii

bazowej zapisu przeplywu ciepla.

KRYTERIA JAKOSCI

Zastosowanie i dokladno$¢ réznych metod wykorzystywanych do ustalania temperatury wrzenia/zakres

temperatury wrzenia, przedstawiono w tabeli 1.

TABELA 1:

POROWNANIE METOD

Metoda pomiaru

Zatozona doktadnosé

Istniejgca norma

Ebuliometr

Metody dynamiczne

Proces destylacji (zakres wrze-
nia)

Wedtug Siwolobowa

Wykrywanie za pomocg ko-
morki fotoelektrycznej

Réznicowa kalorymetria ter-
miczna

Réznicowa kalorymetria  ska-
ningowa.

+ 1+

I+

I+

+

I+

+ I+

+ -+

14K (do 373K () ()
2.5 K (do 600 K) () ()

0,5 K (do 600 K) ()

0,5 K (do 600K)

2 K (do 600 K) ()

0,3 K (przy 373 K) ()

0,5 K
2,0 K

0,5 K
2,0 K

do 600 K)
do 1273 K)

do 600 K)
do 1273 K)

—~— — —

ASTM D 1120-72 (1)

ISO/R 918, DIN 53171,
BS4591/71

ASTM E 537-76

ASTM E 537-76

() Niniejsza doktadno§¢ obowiazuje tylko dla prostego urzadzenia jak na przyklad opisano w ASTM
D 1120-72; mozna j3 poprawi¢ bardziej ztozonymi urzadzeniami ebuliometru.
() Wazna jedynie dla czystych substancji. Uzycie w innych okoliczno$ciach powinno by¢ uzasadnione.

OPIS METOD

Procedury dotyczace niektérych metod badania opisano w normach migdzynarodowych i krajowych (patrz

dodatek).
Ebuliometr
Patrz: Dodatek.

Metoda dynamiczna

Patrz: metoda badania A.4. dla oznaczania preznosci pary.

Odnotowuje si¢ temperature wrzenia stwierdzong pod przytozonym ci$nieniem 101,325 kPa.

Proces destylacji (zakres wrzenia)

Patrz: Dodatek.
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1.6.4. Metoda wedlug Siwolobowa

Prébka jest podgrzewana w przyrzadzie do oznaczania temperatury topnienia w probéwce o Srednicy
okolo 5. mm (rysunek 1).

Rysunek 1 pokazuje rodzaj znormalizowanego przyrzadu do badania temperatury topnienia i wrzenia (JIS
K 0064) (wykonanego ze szkla, wszystkie wymiary w milimetrach).

Rysunek 1

230

: Naczynie pomiarowe
Korek
Odpowietrzenie

: Termometr
Termometr pomocniczy
Laznia cieczowa

: Probdéwka do prébek, Srednica zewn. maks.5 mm;
Zawierajgca rurke kapilarng dluga na okoto 100 mm,
$rednica wewnetrzna okolo 1 mm i grubosci Scianek
okoto 0,2 do 0,3 mm

H: Rurka boczna

ATmONT >

Rurke kapilarng (kapilara do badania wrzenia), zatopiona na wysokosci okolo 1 cm powyzej dolnego
konca, umieszcza si¢ w probowce. Badang substancj¢ wprowadza si¢ w ten sposob, aby zatopiony odcinek
kapilary znalazl si¢ ponizej powierzchni cieczy. Probdéwke zawierajaca kapilare albo przymocowuje si¢ do
termometru przy pomocy taSmy gumowej albo umocowuje z boku na wsporniku (patrz rysunek 2).

Rysunek 2 Rysunek 3
Zasada wedlug Siwolobowa Zmodyfikowana zasada

o ol | = —

a) b) ¢)



276

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

13t 11

1.6.5.

1.6.6.

1.6.6.1.

1.6.6.2.

Ciecz do fazni nalezy wybra¢ w zaleznosci od temperatury wrzenia. Przy temperaturach do 573 K, stosuje
si¢ olej silikonowy. Ciekla parafina jest stosowana tylko do 473 K. Poczatkowo grzanie lazni cieczowej
ustawia si¢ na wzrost temperatury 3 K/min. Ciecz fazni musi by¢ mieszana. W temperaturze okoto 10 K
ponizej spodziewanej temperatury wrzenia szybko$¢ wzrostu temperatury ustawia si¢ na maksimum 1
K/min. Przy zblizaniu si¢ do temperatury wrzenia z wrzacej zawarto$ci kapilary zaczynaja unosi¢ sie
pecherzyki.

Temperatura wrzenia to temperatura, w ktorej przy chwilowym schlodzeniu tancuszek pecherzykow
przestaje powstawac i ciecz w kapilarze nagle zaczyna si¢ unosi¢. Odpowiadajacy temu odczyt temperatury
to temperatura wrzenia substancji.

W zmodyfikowanej zasadzie pomiaru (rysunek 3) temperatura wrzenia jest oznaczana w kapilarze od
ustalania temperatury topnienia. Jest ona wyciagnigta do przewezenia o dlugosci okoto 2 cm (a) i zassana
jest w niej mala ilos¢ probki. Otwarty koniec cienkiej kapilary jest zamknigty poprzez obtopienie w taki
sposob, ze na jej koncu znajduje si¢ maly pecherzyk powietrza. Podczas ogrzewania w aparacie do
ustalania temperatury topnienia (b), pecherzyk powietrza rozszerza sig. Temperaturze wrzenia odpowiada
taka temperatura, przy ktorej zatyczka z substancji badanej osiagga poziom powierzchni cieczy azni (c).

Wykrywanie za pomocg komérki fotoelektrycznej
Probka jest ogrzewana w rurce kapilarnej umieszczonej wewnatrz podgrzewanego bloku metalowego.

Wiazka $wiatta przechodzi, poprzez odpowiednie otwory w bloku, poprzez badana substancj¢ na
precyzyjnie skalibrowana komoérke fotoelektryczng.

W czasie wzrostu temperatury probki, pojedyncze pecherzyki powietrza pojawiaja sie w kapilarze. Gdy
osiggnieta jest temperatura wrzenia ilo$¢ pecherzykéw gwaltownie wzrasta. Powoduje to zmiang intensyw-
nosci $wiatla, rejestrowanego przez komorke fotoelektryczng i powoduje wyslanie sygnalu zatrzymania do
wskaznika odczytujacego temperature z platynowego termometru rezystancyjnego umieszczonego w bloku.

Niniejsza metoda jest szczegdlnie uzyteczna, gdyz pozwala na oznaczania ponizej temperatury pokojowej
do 253,15 K (-20 °C) bez zadnych zmian w przyrzadzie. Przyrzad umieszcza si¢ jedynie w lazni
chlodzgcej.

Analiza termiczna

Réznicowa analiza termiczna

Patrz: Dodatek.

Réznicowa kalorymetria skaningowa
Patrz: Dodatek.
DANE

Przy niewielkich odchyleniach od ci$nienia normalnego (maksimum + 5 kPa) temperatur¢ wrzenia
normalizuje si¢ do T na podstawie nastepujacego wzoru rownania Sidneya - Younga:

T, =T+ (f + Ap)

gdzie:

Ap = (101,325 - p) [uwaga na znak]

p = pomiar ci$nienia w kPa

f. = szybko$¢ zmian temperatury wrzenia z ci§nieniem w K/kPa

T = zmierzona temperatura wrzenia w K

T, = temperatura wrzenia skorygowana do ciSnienia normalnego w K



13/t 11

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

277

Wspélezynniki korekgji temperatury, £, i wzory na ich przyblizone obliczanie zawarto we wspomnianych
wyzej normach miedzynarodowych i krajowych dla wielu substangji.

Na przyklad w metodzie DIN 53171 wymieniono nastepujace, przyblizone poprawki dla rozpuszczalnikow
zawartych w farbach:

TABELA 2: TEMPERATURA - WSPOLCZYNNIKI KOREK(JI £,

Temperatura T (K) Wspétezynnik korekdji f; (K/kPa)
323,15 0,26
348,15 0,28
373,15 0,31
398,15 0,33
423,15 0,35
448,15 0,37
473,15 0,39
498,15 0,41
523,15 0,44
548,15 0,45
573,15 0,47

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badai zawiera w miar¢ mozliwo$ci nastgpujace informacje:
— zastosowana metoda,

— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamoS$¢ i zanieczyszczenia) i wstepny etap oczyszczenia, jeSli
wykonano

— ocena doktadnosci.

Srednia co najmniej dwoch pomiaréw znajdujacych si¢ w zakresie oszacowanej doktadnosci (patrz tabela 1)
przedstawia si¢ jako temperature wrzenia.

Nalezy poda¢ zmierzone temperatury wrzenia i ich Srednig, a takze ci$nienie (ci$nienia), w ktérym (ktérych)
byly wykonywane pomiary, w kPa. Najkorzystniej jest, gdy ci$nienie jest zblizone do normalnego ci$nienia

atmosferycznego.

Nalezy poda¢ wszystkie informacje i uwagi istotne dla interpretacji wynikow, w szczegdlnosci w odniesie-
niu do zanieczyszczeni i stanu skupienia substancji.

LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 103, Decision of the Council C (81) 30 final.

(2) IUPAC, B. Le Neindre, B. Vodar, editions. Experimental thermodynamics, Buterworths, London 1975,
volume 1II.

(3) R. Weissberger edition: Technique of organic chemistry, Physical methods of organic chemistry, Third
Edition, Interscience Publications, New York, 1959, volume I, Part I, Chapter VIIL

Dodatek

W celu uzyskania dodatkowych szczegétéw technicznych, mozna zapoznal si¢ na przyklad z nastepujacy-
mi normami:

Ebuliometr

ASTM D 1120-72 Standard test method for boiling point of engine anti - freezes



278

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej 13/t

11

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Proces destylacji (zakres wrzenia)

ISO/R 918 Test Method for Distillation (Distillation Yield and Distillation Range)

BS 4349/68 Method for determination of distillation of petroleum products

BS 4591/71 Method for determination of distillation characteristics

DIN 53171 Losungsmittel fiir Anstrichstoffe, Bestimmung des Siedeverlaufes

NF T 20-608 Distillation:détermination du rendement et de lintervalle de distilla-
tion

Réznicowa analiza termiczna i réznicowa kalorymetria skaningowa

ASTM E 537-76 Standard method for assessing the thermal stability of chemicals by
methods of differential thermal analysis

ASTM E 473-85 Standard definitions of terms relating to thermal analysis

ASTM E 472-86 Standard practice for reporting thermoanalytical data

DIN 51005 Thermische Analyse: Begriffe

A.3 GESTOSC WZGLEDNA

METODA

Wiekszo$¢ opisanych metod oparto na wytycznych OECD dotyczacych badan (1). Podstawowe zasady
podano w (2) i (3).

WPROWADZENIE

Opisane metody oznaczania gestosci wzglednej stosuja sie do substangji statych i plynnych, bez ograniczen
zwigzanych z ich stopniem czystosci. Rézne metody mozliwe do zastosowania wymieniono w tabeli 1.

DEFINICJE T JEDNOSTKI

Gestos¢ wzgledna, D20 cial stalych lub cieczy jest stosunkiem miedzy masa objetoici badanej substandji,
ustalong w 20 °C, oraz masa tej samej objetosci wody, ustalong w 4 °C. Gestos¢ wzgledna jest
bezwymiarowa.

Gesto$¢, p, substangji jest ilorazem masy, m, i jej objetosci, v.
Gesto$¢, p, w ukladzie jednostek SI jest dana w kg/m’.
SUBSTANCJE ODNIESIENIA (1) (3)

Nie ma koniecznosci stosowania substancji odniesienia za kazdym razem, gdy przeprowadzane sa badania
nowej substancji. Powinny one shuzy¢ gléwnie sprawdzeniu od czasu do czasu wydajnoSci metody i
pozwoli¢ na poréwnanie wynikéw z innymi metodami.

ZASADA METOD

Stosowane sg cztery klasy metod.
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1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

1.6.

Metody wyporu hydrostatycznego

Areometr (dla substangji ciektych)

Wystarczajaco dokladne i szybkie oznaczenia gestosci mozna uzyskaé przy uzyciu areometréw plywako-
wych, ktére pozwalaja na obliczenie gestosci cieczy na podstawie glebokosci zanurzenia, przez odczyt na
skali z podzialkg.

Waga hydrostatyczna (dla substancji ptynnych i stalych)

Réznica migdzy waga badanej probki zmierzong w powietrzu i w odpowiedniej cieczy (na przyklad w
wodzie) wykorzystuje si¢ do oznaczenia jej gestosci.

W przypadku cial stalych zmierzona gestos¢ jest charakterystyczna jedynie dla okreslonej, zastosowanej
probki. W przypadku oznaczania gestosci cieczy, ich ilos¢ o znanej objetosci, v, wazy si¢ najpierw w
powietrzu, a potem w cieczy.

Metoda zanurzeniowa (dla substancji cieklych) (4)

Metoda ta polega na oznaczaniu gestosci cieczy na podstawie réznicy miedzy wynikami zwazenia cieczy
przed i po zanurzeniu w nim ciala o znanej objetosci.

Metody piknometryczne

W przypadku cial stalych lub cieczy mozna si¢ postuzy¢ piknometrami o réznych ksztattach i o znanych
wymiarach. Gesto$¢ oblicza si¢ na podstawie réznicy masy miedzy napelnionym i pustym piknometrem
oraz jego znanej objetosci.

Piknometr wykonujacy pomiar poréwnawczy w powietrzu (dla cial stalych)

Gestos¢ ciala stalego w dowolnej formie mozna zmierzy¢ w temperaturze pokojowej przy uzyciu
piknometru wykonujacego pomiary poréwnawcze w gazie. Objeto$¢ substancji mierzy si¢ w powietrzu
lub w gazie obojetnym w cylindrze o zmiennej, wykalibrowanej objetosci. Dla obliczenia gestosci wykonuje
si¢ jeden pomiar masy po zakonczeniu pomiaru objgtosci.

Densytometr oscylacyjny (5) (6) (7)

Gesto$¢ cieczy mozna zmierzy¢ przy pomocy densytometru oscylacyjnego. Mechaniczny oscylator skon-
struowany w postaci U - rurki, drga w czestotliwoci rezonansowej zaleznej od jego masy. Wprowadzenie
badanej probki zmienia czestotliwos¢ rezonansowq oscylatora. Przyrzad nalezy skalibrowad przy uzyciu
dwoch substangji ptynnych o znanej gestosci. Najkorzystniej, aby substancje te wybra¢ tak, aby ich gestosci
byly bliskie zakresowi, ktéry ma by¢ mierzony.

KRYTERIA JAKOSCI

Zastosowania poszczegdlnych metod wykorzystywanych do oznaczania gestosci wzglednej wymieniono w
tabeli.

OPIS METOD

W Dodatku zalaczono normy podane jako przyklady, z ktérymi nalezy si¢ zapoznal w celu uzyskania
informacji o dodatkowych szczegétach technicznych.

Badania nalezy przeprowadza¢ w temperaturze 20 °C, przy czym konieczne jest wykonanie co najmniej
dwdch pomiaréw.



280

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

13t 11

DANE
Patrz: normy.
SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miar¢ mozliwosci nastgpujace informacje:
— zastosowana metoda,
— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamoS$¢ i zanieczyszczenia) i wstepny etap oczyszczania, jeSli

wykonano.

Gestos¢ wzgledng, D2°, nalezy podawaé w sposéb okreslony w ppkt. 1.2, facznie ze stanem skupienia
mierzonej substangji.

Nalezy poda¢ wszystkie informacje i uwagi istotne dla interpretacji wynikow, w szczegdlnosci w odniesie-
niu do zanieczyszczei i stanu skupienia substancji.

TABELA: ZASTOSOWANIE METOD

Gestos¢ Mal;s.yrnalna
Metoda pormiaru T n;(gggvg;gg?- Istnicjace normy
miczna
1.4.1.1. Areometr tak 5Pas ISO 387,
ISO 649-2,
NF T 20-050
1.4.1.2. Waga hydrostatyczna
a) ciala stale tak ISO 1183 (A)
b) ciecze tak 5Pas | ISO 901 i 758
1.4.1.3. Metoda zanurzeniowa tak 20 Pa's DIN 53217
1.4.2.  Piknometr ISO 3507
a) ciala stale . tak
ISO 1183(B), NF T
20-053
b) ciecze tak 500 Pas | ISO 758
1.4.3  Piknometr wykonujacy pomiar tak DIN 55990 Teil 3,
poréwnawczy w powietrzu
DIN 53243
1.4.4. Densytometr oscylacyjny tak 5Pas

LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 109, Decision of the Council C(81) 30 final.

(2) R. Weissberger ed., Technique of Organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd ed.,
Chapter IV, Interscience Publ., New York, 1959, vol. I, Part 1.

(3) IUPAC, Recommended reference materials for realization of physico-chemical properties, Pure and
applied chemistry, 1976, vol. 48, 508.

(4) Wagenbreth, H., Die Tauchkugel zur Bestimmung der Dichte von Fliissigkeiten, Technisches Messen tm,
1979, vol.11, 427-430.

(5) Leopold, H., Die digitale Messung von Fliissigkeiten, Elektronik, 1970, vol. 19, 297-302.

(6) Baumgarten, D., Fiillmengenkontrolle bei vorgepackten Erzeugnissen - Verfahren zur Dichtebestimmung
bei fliissigen Produkten und ihre praktische Anwendung, Die Pharmazeutische Industrie, 1975, vol. 37,
717-726.

(7) Riemann, J., Der Einsatz der digitalen Dichtemessung im Brauereilaboratorium, Brauwissenschaft, 1976,
vol. 9, 253-255.
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1.1.

1.2.

1.3.

2.1.

Dodatek

Dla uzyskania dodatkowych szczeg6low technicznych mozna zapoznaé si¢ na przyklad z nastepujacymi
normami:

METODY WYPORU HYDROSTATYCZNEGO

Areometr

DIN 12790, ISO 387 Hydrometer; general instructions

DIN 12791 Part I: Density hydrometers; construction, adjustment and use
Part II: Density hydrometers; standardized sizes, designation
Part III: Use and test

ISO 649-2 Laboratory glassware: Density hydrometers for general purpose

NF T 20-050 Chemical products for industrial use - Determination of density of
liquids — aerometric method

DIN 12793 Laboratory glassware: range find hydrometers

Waga hydrostatyczna

Dla substancji stalych

ISO 1183 Method A: Methods for determining the density and specific gravity
of plastics excluding cellular plastics

NF T 20-049 Chemical products for industrial use - Determination of density of
solids other than powders and cellular products - Hydrostatic balance
method

ASTM-D-792 Specific gravity and density of plastics by displacement

DIN 53479 Testing of plastics and elastomers; determination of density

Dla substancji cieklych

ISO 901 ISO 758

DIN 51757 Testing of mineral oils and related materials; determination of density
ASTM D 941-55, ASTM D 1296-67 and ASTM D 1481-62

ASTM D 1298 Density, specific gravity or API gravity of crude petroleum and liquid
petroleum products by hydrometer method

BS 4714 Density, specific gravity or API gravity of crude petroleum and liquid
petroleum products by hydrometer method

Metoda zanurzeniowa

DIN 53217 Testing of paints, varnishes and similar coating materials; determina-
tion of density; immersed body method

METODY PIKNOMETRYCZNE

Dla substangji cieklych

ISO 3507 Pycnometers

ISO 758 Liquid chemical products; determination of density at 20 °C

DIN 12797 Gay - Lussac pycnometer (for non - volatile liquids which are not too
viscous)

DIN 12798 Lipkin pycnometer (for liquids with a kinematic viscosity of less than

100 10°* m? s at 15 °C)
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2.2.

DIN 12800
DIN 12801

DIN 12806

DIN 12807
DIN 12808
DIN 12809

DIN 53217
DIN 51757

ASTM D 297
ASTM D 2111
BS 4699

BS 5903

NF T 20-053

Dla substangji statych
ISO 1183

NF T 20-053

DIN 19683

Sprengel pycnometer (for liquids as DIN 12798)

Reischauer pycnometer (for liquids with a kinematic viscosity of less
than 100 - 10° m? s' at 20 °C, applicable in particular also to
hydrocarbons and aqueous solutions as well as to liquids with higher
vapour pressure, approximately 1 bar at 90 °C)

Hubbard pycnometer (for viscous liquids of all types which do not
have too high a vapour pressure, in particular also for paints,
varnishes and bitumen)

Bingham pycnometer (for liquids, as in DIN 12801)
Jaulmes pycnometer (in particular for ethanol - water mixture)

Pycnometer with ground-in thermometer and capillary side tube (for
liquids which are not too viscous)

Testing of paints, varnishes and similar products; determination of
density by pycnometer

Point 7: Testing of mineral oils and related materials; determination
of density

Section 15: Rubber products - chemical analysis
Method C: Halogenated organic compounds

Method for determination of specific gravity and density of petro-
leum products (graduated bicapillary pycnometer method)

Method for determination of relative density and density of petro-
leum products by the capillary - stoppered pycnometer method

Chemical products for industrial use - Determination of density of
solids in powder and liquids - Pyknometric method

Method B: Methods for determining the density and relative density
of plastics excluding cellular plastics.

Chemical products for industrial use - Determination of density of
solids in powder and liquids - Pyknometric method

Determination of density of soils

PIKNOMETR WYKONUJACY POMIAR POROWNAWCZY W POWIETRZU

DIN 55990

DIN 53243

Part 3: Pritfung von Anstrichstoffen und dhnlichen Beschichtungsstof-
fen; Pulverlack; Bestimmung der Dichte

Anstrichstoffe; Chlorhaltige Polymere; Priifung
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1.1.

1.2.

A.4. PREZNOSC PARY

METODA

Wiekszo$¢ opisanych metod oparto na wytycznych OECD dotyczacych badan (1). Podstawowe zasady
podano w (2) i (3).

WPROWADZENIE

Do przeprowadzenia tego oznaczenia przydatne jest posiadanie wstepnych informacji na temat budowy,
temperatury topnienia i temperatury wrzenia substancji.

Nie istnieje procedura pojedynczego pomiaru dajaca si¢ zastosowal do calego zakresu preznosci par.
Dlatego zalecane jest kilka metod stosowanych do pomiaru preznosci par w zakresie od < 10* do 10° Pa.

Zanieczyszczenia zwykle wplywaja na prezno$¢ pary do pewnego stopnia, zalezacego gléwnie od rodzaju
zanieczyszczenia.

Jezeli w prdbee znajduja si¢ zanieczyszczenia lotne, ktore mogg wplywaé na wynik, substancje nalezy
oczysci€. Moze by¢ takze wlasciwe powolanie si¢ na prezno§¢ pary materiatu czystosci technicznej.

Kilka opisanych tu metod wykorzystuje przyrzad skladajacy si¢ z metalowych cz¢sci, co nalezy rozwazy¢
przy badaniu substancji powodujacych korozje.

DEFINICJE T JEDNOSTKI

Prezno§¢ pary substancji okresla sie jako cisnienie nasycenia ponad substancjg w stanie stalym lub
plynnym. W stanie réwnowagi termodynamicznej prezno$¢ pary czystej substancji jest funkcjg jedynie
temperatury.

Jednostka cisnienia ukladu SI, ktérg nalezy stosowac jest paskal (Pa).

Jednostki, ktére stosowano w przesztosci, facznie z ich wspélezynnikami konwersji:

1 Torr (= 1 mm Hg) = 1,333 x 10% Pa
1 atmosfera = 1,013 x 10° Pa
1 bar =10° Pa

Jednostka temperatury w ukladzie SI jest Kelwin (K).
Uniwersalna molowa stala gazowa R wynosi 8,314 | mol’ K

Temperaturowa zalezno$¢ preznosci pary jest opisana réwnaniem Clausiusa - Clapeyrona:

lo: AHV—i—ost
=- ———+con
8P =7 33RT

gdzie:

p = prezno$¢ pary substancji w paskalach

AH_ = jej cieplo parowania w ] mol!

R = uniwersalna molowa stala gazowa w ] mol® K
T = temperatura termodynamiczna w K
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Nie ma koniecznosci stosowania substancji odniesienia za kazdym razem, gdy przeprowadzane sa badania
nowej substancji. Powinny one shuzy¢ gléwnie sprawdzeniu od czasu do czasu wydajnosci metody i
pozwoli¢ na poréwnanie wynikéw z innymi metodami.

ZASADA METOD BADAN

Do oznaczania preznosci pary, proponuje si¢ siedem metod, ktére mozna stosowaé przy roznych zakresach
preznosci pary. W przypadku kazdej metody, preznos¢ pary okresla sie w réznych temperaturach. W
ograniczonym zakresie temperatur, logarytm preznosci pary czystej substancji jest liniowa funkcja odwrot-
nosci temperatury.

Metoda dynamiczna

Przy uzyciu metody dynamicznej dokonuje si¢ pomiaru temperatury wrzenia, ktéra odpowiada okreslone-
mu ci$nieniu.

Zalecany zakres:

10° do 10° Pa.

Niniejsza metoda jest takze zalecana do oznaczania normalnej temperatury wrzenia i jest uzyteczna w tym
celu do 600 K.

Metoda statyczna

W procesie statycznym w punkcie rownowagi termodynamicznej oznacza si¢ prezno$¢ pary ustalong w
zamknigtym ukladzie, w okreSlonej temperaturze. Metoda ta jest wilasciwa dla jednoskladnikowych i
wieloskladnikowych cial stalych i cieczy.

Zalecany zakres:

10° do 10° Pa.

Stosujgc nalezyta uwage, niniejsza metode mozna zastosowal takze w zakresie 1 do 10 Pa.

Izoteniskop

Ta znormalizowana metoda jest takze metoda statyczng, jednak na ogét nie jest whasciwa dla ukladow
wieloskladnikowych. Dodatkowe informacje sa dostgpne w metodzie ASTM D-2879-86.

Zalecany zakres:

od 100 do 10° Pa.

Metoda efuzji: Waga do oceny preznoéci pary

Ustala si¢ ilo$¢ substancji opuszczajacej komorke w jednostce czasu przez szczeling o znanym rozmiarze,
w warunkach prézni, w ten sposob, ze powrét substancji do komorki jest nieznaczny (np. przez pomiar
pulsu generowanego na czulej wadze przez strumien pary lub przez pomiar utraty masy).

Zalecany zakres:

107 do 1 Pa.
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1.4.5.

1.4.6.

1.4.7.

1.5.

Metoda efuzji: pomiar poprzez utrat¢ masy lub przez pulapkowanie oparéw

Metoda oparta jest na oznaczeniu masy badanej substancji ulatniajacej si¢ na jednostke czasu z komorki
Knudsena (4) w postaci oparéw przez mikrootwér w warunkach wysokiej prézni. Mase¢ oparéw ktére
ulegly efuzji uzyskuje si¢ albo przez oznaczenie utraty masy komoérki albo przez kondensacje opardéw w
niskiej temperaturze i oznaczenie iloci ulotnionej substancji za pomocg analizy chromatograficzne;.
Prezno$¢ pary jest obliczana za pomoca zaleznosci Hertza - Knudsena.

Zalecany zakres:

107 do 1 Pa.

Metoda nasycenia gazem

Strumieni obojetnego gazu no$nikowego jest przepuszczany nad substancja, w taki sposéb ze powoduje to
nasycenie jego para. llo$¢ przeniesionego materiatu przez znang ilo$¢ gazu no$nikowego mierzy si¢ albo
przez zbieranie go w odpowiedniej pulapce lub impulsows technika analityczng. Jest to nastepnie
stosowane do obliczenia preznosci pary w danej temperaturze.

Zalecany zakres:

10* do 1 Pa.

Stosujac nalezyta uwage, niniejsza metod¢ mozna zastosowac takze w zakresie 1 do 10 Pa.

Metoda wirujacego rotora

W mierniku wirujacego rotora, rzeczywistym elementem pomiarowym jest mala stalowa kula zawieszona
w polu magnetycznym, obracajaca si¢ z duzg szybkoscig. Cinienie gazu jest wyprowadzane z zaleznego od
ci$nienia, spadku szybkosci stalowej kuli.

Zalecany zakres:

10* do 0,5 Pa.

KRYTERIA JAKOSCI

Poréwnano poszczegdlne metody oznaczania prezno$ci pary pod wzgledem ich zastosowania, powtarzal-
noéci, odtwarzalnosci, zakresu pomiaru, istnienia norm. Poréwnanie to przedstawiono w tabeli ponizej.

KRYTERIA JAKOSCI

Substancje Szacowana Szacowana 7l Istniei
Metoda pomiarowa powtarzal- odtwarzal- alecany stniejace
. o e zakres normy
state ciekle nos¢ (') nos¢ (')
1.4.1. Metoda dynamicz- |niskotopliwe tak do 25% do 25% |10° Pa do 2 —
na x 10° Pa
1 do 5% 1do 5% |2 x 10° Pa —
do 10° Pa
1.4.2. Metoda statyczna tak tak 5 do 10% | 5 do 10% |10 Pa do  |NFT 20-048
10° Pa () |(5)
1.4.3. Izoteniskop tak tak 5 do 10% | 5 do 10% |10> Pa do |ASTM-D
10° Pa 2879-86
1.4.4. Metoda efuzji waga tak tak 5 do 20% | do 50% |10° Pa do 1|NFT 20-047
oceny sprezystosci pary Pa (6)
1.4.5. Metoda efuzji utra- tak tak 10 do 30% — 10° Pa do 1 —
ta masy Pa
1.4.6. Metoda nasycenia tak tak 10 do 30% | do 50% [10“Pa do 1 —
gazem Pa’
1.4.7. Metoda wirujgcego tak tak 10 do 20% — 10* Pa do —
rotora 0,5 Pa

(") Zalezna od stopnia czystosci.
(*) Stosujgc nalezyta uwage, niniejsza metode mozna zastosowaé takze w zakresie 1 do 10 Pa.
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1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

OPIS METOD

Pomiar dynamiczny

Przyrzgd

Zwykle, przyrzad pomiarowy sklada si¢ z naczynia do gotowania z dolgczona chlodnica wykonana ze
szkla lub metalu (rysunek 1), urzadzenia do pomiaru temperatury i urzadzenia do regulowania i pomiaru
ci$nienia. Typowy przyrzad pomiarowy pokazany na rysunku jest wykonany z Zaroodpornego szkla i
sklada si¢ z pigciu czesci:

Duza, czgSciowo dwuscienna rura sklada si¢ ze zlacza szlifowanego z plaszczem, chlodnicy, naczynia
chlodzgcego i otworu wlotowego.

Do czgéci rury, w ktorej odbywa si¢ wrzenie, dolaczony jest szklany cylinder z ,pompka” Cottrella, ktéry
ma nieréwng powierzchnie tluczonego szkla w celu unikniecia burzliwosci w procesie wrzenia.

Temperatura jest mierzona odpowiednim czujnikiem temperatury (na przyklad termometrem oporowym,
szczelnym termoogniwem) umieszczonym w aparacie w punkcie pomiaru (ar 5, rysunek 1) za pomoca
odpowiedniego wlotu (na przyklad zlaczem szlifowym).

Wykonane s niezbedne pofaczenia do regulacji ci$nienia i oprzyrzadowania pomiarowego.

Banka, ktéra dziala jako objeto$¢ buforowa, jest polaczona z przyrzadem pomiarowym poprzez rurke
kapilarna.

Naczynie przeznaczone do wrzenia jest ogrzewane za pomoca elementu grzejnego (na przyklad grzatka)
wlozonej do szklanego przyrzadu od dolu. Wymagany prad grzania jest ustawiany i regulowany poprzez
termoogniwo.

Konieczna préznia w zakresiec migdzy 10° Pa i okolo 10° Pa jest wytwarzana za pomocg pompy
prézniowej.

Stosuje si¢ odpowiedni zawor do licznikéw powietrza lub azotu dla regulacji ci$nienia (zakres pomiarowy
okolo 10% do 10° Pa) oraz wentylacje.

Cisnienie jest mierzone za pomocg manometru.

Procedura pomiarowa

Prezno§¢ pary jest mierzona przez ustalenie temperatury wrzenia prébki przy réznych okrelonych
ci$nieniach miedzy prawie 10° a 10° Pa. Ustalona temperatura pod stalym ci$nieniem wskazuje ze
uzyskano temperature wrzenia. Metoda ta nie jest uzyteczna do pomiaru ciSnienia pary substancji, ktore
sie pienia.

Substancje jest umieszczona w czystym, suchym naczyniu do probek. Mozna si¢ natkngé na problemy z
niesproszkowanymi cialami stalymi, lecz czasem mozna je rozwiazal przez podgrzanie plaszcza chlodza-
cego. Po napelnieniu naczynia przyrzad jest uszczelniany na kolnierzu i odgazowuje si¢ substancje.
Nastgpnie ustawia si¢ najnizsze pozadane cisnienie i wlacza uklad grzejny. W tym samym czasie, czujnik
temperatury jest podlaczany do rejestratora.

Stan réwnowagi jest osiagany gdy rejestruje si¢ stala temperatur¢ wrzenia przy stalym ci$nieniu. Nalezy
zwréci¢ szczegdlng uwage by zapobiec wrzeniu burzliwemu podczas wrzenia. Dodatkowo, musi zachodzié
catkowita kondensacja w chlodnicy. Przy oznaczaniu preznosci pary niskotopliwych ciat stalych, nalezy
zwréci¢ uwage na uniknigcie zablokowania skraplacza.

Po zapisaniu parametréw punktu réwnowagi ustawia si¢ wyzsze ciSnienie. Proces kontynuuje si¢ w ten
sposob do osiagnigcia ci$nienia 10° Pa (ogélem od okolo 5 do 10 punktéw pomiarowych). W ramach
sprawdzenia mozna powtérzy¢ oznaczanie punktéw réwnowagi w trakcie obnizania ci$nienia.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Pomiar statyczny

Przyrzqd

Przyrzad zawiera naczynie na probke, system grzejny i chlodzacy do regulacji temperatury probki i
pomiaru temperatury. Przyrzad zawiera réwniez przyrzady do ustawiania i pomiaru ci$nienia. Rysunki 2a
i 2b obrazuja zastosowane podstawowe zasady.

Komora probki (rysunek 2a) jest podiaczona z jednej strony odpowiednim zaworem dla wysokiej prézni.
U - rurka zawierajgca odpowiednia ciecz manometryczng jest dotaczona z drugiej strony. Jeden z koncow
rozgalezienia U - rurki odcina pompe prézniows, cylinder azotu lub zawér wentylacji oraz manometr.

Zamiast U - rurki mozna zastosowa¢ manometr ze wskaznikiem cisnienia (rysunek 2b).

W celu regulagji temperatury probki, umieszcza si¢ naczynie probki wraz z zaworem i U - rurkg lub
manometrem w lazni, w ktérej utrzymywana jest stala temperatura z dokladno$cig * 0,2 K. Pomiary
temperatury sg prowadzone na zewnetrznej $ciance naczynia zawierajagcego probke lub w samym naczyniu.

Pompa prézniowa z pulapka chlodzacg opary jest uzywana do odpowietrzania przyrzadu.

W metodzie 2a prezno$é pary substancji jest mierzona poSrednio stosujac wskaznik zera. Wynika to z
wzigcia pod uwage faktu, ze gesto$¢ plynu w U-rurce zmienia si¢ przy znacznej zmianie temperatury.

W zaleznosci od zakresu ci$nieni oraz chemicznego zachowania si¢ badanej substancji, nastgpujace plyny sa
odpowiednie do uzycia jako wskazniki zera dla U - rurki: plyny silikonowe, ftalany. Badana substancja nie
moze w znaczgcy sposob rozpuszczaé si¢ lub reagowac z plynem U - rurki.

W zakresie normalnego ci$nienia do 10? Pa, do manometru stosuje si¢ rteé, podczas gdy plyny silikonowe
i ftalany sa odpowiednie do uzycia ponizej 10%. Pa w dét do 10 Pa. Manometry pojemno$ciowe o
podgrzewanej membranie moga by¢ uzywane nawet do ponizej 10" Pa. Istnicjg réwniez czujniki ci$nienia
ktére moga by¢ stosowane ponizej 10? Pa.

Procedura pomiarowa

Przed pomiarami, wszystkie podzespoly przyrzadu pokazanego na rysunku 2 muszg by¢ gruntownie
oczyszczone i wysuszone.

W metodzie 2a, napelni¢ U - rurke wybranym plynem, ktéry musi by¢ odgazowany w podwyzszonej
temperaturze przed rozpoczeciem odczytéw.

Badang substancj¢ umieszcza si¢ w przyrzadzie, ktdry jest nastgpnie zamykany i zmniejsza si¢ wystarcza-
jaco temperaturg w celu odgazowania. Temperatura musi by¢ wystarczajaco niska dla zapewnienia usunigcia
powietrza, ale w przypadku wielokrotnego systemu skladnikéw, nie moze powodowaé zmiany skladu
materiatu. Réwnowaga, jezeli zachodzi potrzeba, moze by¢ uzyskana znacznie szybciej przy pomocy
mieszania.

Probke mozna przechlodzi¢ za pomocy cieklego azotu (uwazaé by zapobiec kondensacji powietrza lub
plynu pompy) lub mieszaniny etanolu i suchego lodu. Przy pomiarach niskotemperaturowych uzywaé lazni
z regulowana temperaturg podlaczonej do ultrakriomatu.

Otwarcie zaworu nad naczyniem z probka powoduje wlaczenie na kilka minut ssania w celu usunigcia
powietrza. Nastepnie zamyka si¢ zaw6r i zmniejsza temperature probki do najnizszego zadanego poziomu.
O ile zachodzi taka konieczno$¢, proces odgazowania musi by¢ powtdrzony kilka razy.

Gdy probka jest podgrzewana to prezno$¢ pary wzrasta. Zmienia to réwnowage cieczy w U-rurce. Celem
kompensacji tego zjawiska, azot jest podawany do przyrzadu poprzez zawdr do momentu, gdy wskaznik
ci$nienia plynu ponownie osiagnie zero. Cisnienie wymagane do tego jest odczytywane precyzyjnym
manometrem w temperaturze pokojowej. Niniejsze cinienie odpowiada preznodci pary substancji w
okreslonej temperaturze pomiaru.

Metoda 2b jest podobna lecz prezno$é pary jest odczytywana bezposrednio.



288

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

13t 11

1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

Zalezno$¢ temperaturowa preznosci pary jest oznaczana w odpowiednio matych przedziatach (okoto 5 do
10 punktéw pomiarowych calego zakresu) do pozadanego maksimum. Sprawdzeniem jest powtérzenie
odczytéw niskotemperaturowych.

Jezeli wartosci z powtérzonych odczytéw nie pokrywaja si¢ z krzywa uzyskana dla wzrostu temperatury,
moze by¢ to spowodowane jedng z nastgpujacych przyczyn:

1. Prébka wcigz zawiera powietrze (na przyklad materialy o wysokiej lepkosci) lub niskowrzace substangje,
ktére jest/sa uwalniane w trakcie ogrzewania i moga by¢ usunigte przez odpompowanie po przechlo-
dzeniu.

2. Temperatura chlodzenia nie jest wystarczajgco niska. W tym przypadku jako $rodek chlodzacy jest
uzywany ciekly azot.

O ile zachodzi przyczyna 1 lub 2, pomiary musza by¢ powtorzone.

3. Substancja ulega reakcji chemicznej w badanym zakresie temperatur (na przyklad rozkladowi, polime-
ryzagji).

Izoteniskop

Pelny opis tej metody mozna znalezé w pozycji 7 literatury. Zasade dziatania urzadzenia pomiarowego
pokazano na rysunku 3. Podobnie jak w przypadku metody statycznej opisanej w ppkt. 1.6.2, izoteniskop
nadaje si¢ do badan cial stalych lub cieczy.

W przypadku cieczy sama substancja pelni role cieczy, ktérym napelniony jest pomocniczy manometr.
Ilo$¢ cieczy, wystarczajaca do napelnienia kolby i krotkiego odgalezienia sekcji manometru, jest umiesz-
czana w izoteniskopie. Izoteniskop podlacza si¢ do systemu prézniowego i odpompowuje, a nastgpnie
napelnia si¢ go azotem. Odpompowanie i czyszczenie systemu jest powtarzane dwukrotnie w celu
usunigcia resztkowego tlenu. Napehiony izoteniskop umieszcza si¢ w pozycji poziomej, tak by prdobka
rozplynela sie cienka warstwa w naczyniu probki i sekcji manometru (cze$¢ U). Cisnienie systemu
zmniejsza si¢ do 133 Pa i podgrzewa delikatnie prébke do rozpoczecia wrzenia (usuniecie rozpuszczonych
zwigzanych gazéw). Nastepnie umieszcza si¢ izoteniskop tak, zZe probka powraca do naczynia i krétszego
rozgalezienia manometru, tak by byly calkowicie wypelione ciecza. Ci$nienie utrzymuje si¢ takie jak dla
odgazowania; wyciagnicta koficéwka naczynia prébki jest podgrzewana malym plomieniem do czasu gdy
uwalniane opary probki rozszerza si¢ wystarczajaco do wyparcia czgSci probki z gornej czesci kolby i
ramienia manometru do sekcji manometru izoteniskopu, tworzagc wypeliona parami, wolna od azotu
przestrzen.

Izoteniskop jest nastgpnie umieszczany w lazni o stalej temperaturze, a ci$nienie azotu ustawia si¢ do
momentu wyréwnania go z ci$nieniem probki. Rownowaga ci$nien jest wskazywana przez sekcj¢ manome-
tryczng izoteniskopu. W punkcie réwnowagi, prezno$¢ pary azotu jest rowna preznosci pary substangji.

W przypadku cial stalych, stosowane ciecze manometryczne w zaleznosci od zakresu i temperatury podano
w ppkt. 1.6.2.1. Odgazowang ciecza manometryczng napelnia si¢ wybrzuszenie na dluzszym ramieniu
izoteniskopu. Nastepnie cialo stale, ktére ma by¢ badane jest umieszczane w naczyniu i jest odgazowywane
w podwyzszonej temperaturze. Po tym izoteniskop jest nachylany tak, by ciecz manometryczna mogta
przeplyna¢ do U - rurki. Pomiar pre¢znoéci pary w funkcji temperatury jest wykonywany zgodnie z ppkt.
1.6.2.

Metoda efuzji: waga do oceny preznosci pary

Przyrzgd

Rézne wersje przyrzadow opisano w literaturze (1). Przyrzad opisany tutaj obejmuje przedstawienie ogdlnej
zasady (rysunek 4). Rysunek 4 pokazuje gléwne czeSci przyrzadu, zawierajacego naczynie do wysokiej
prozni ze stali nierdzewnej lub szkla, osprzet do wytwarzania i pomiaru prézni i wbudowane podzespoly
do pomiaru preznodci pary w réwnowadze. W przyrzadzie znajduja si¢ wbudowane nastepujace podzes-

poly:

— wyparka z kolnierzem i obrotowym wlotem. Wyparka jest cylindrycznym naczyniem, wykonanym na
przyklad z miedzi, lub ze stopu chemicznie odpornego o dobrym termicznym przewodnictwie. Mozna
réwniez uzy¢ szklane naczynie z miedziang $cianka. Wyparka posiada Srednice okoto 3 do 5 cm i jest
wysoka na 2 do 5 cm. Znajduja si¢ w niej od jednego do trzech otworéw o réznych wymiarach dla
strumienia pary. Wyparka jest podgrzewana albo plyta grzejna od spodu, albo spirala grzejng dookota
powierzchni zewngtrznej. Aby zapobiec rozpraszaniu ciepla do plyty dennej, grzejnik jest podlaczony
do plyty dennej poprzez metal o niskim przewodnictwie cieplnym (stal niklowosrebrowa lub chromo-
niklowa), na przyklad przez rurke niklowosrebrowa polaczong z obrotowym wlotem, jesli uzywa si¢
wyparki o kilku otworach. Takie rozmieszczenie umozliwia wprowadzenie pretéw miedzianych, co
pozwala na chlodzenie zewnetrzne za pomoca lazni chtodzacej,
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1.6.4.2.

— jezeli wieko miedziane wyparki posiada trzy otwory o réznych Srednicach, rozmieszczonych co 90°,
mozna obja¢ rézne zakresy preznosci pary z calkowitego zakresu pomiarowego (otwory o Srednicy
migdzy okolo 0,30 i 4,50 mm). Duze otwory s3 stosowane do niskiej preznodci pary i odwrotnie.
Przez obracanie wyparki mozna ustawi¢ pozadany otwér lub pozycje posrednig w strumieniu czaste-
czek (otwér wyparki - ostona - szala wagi) uwalnianych lub odchylanych przez otwér wyparki na szale
wagi. W celu pomiaru temperatury substancji, umieszcza si¢ termoogniwo lub termometr oporowy w
stosownym punkcie,

— powyzej ostony znajduje si¢ przedtuzenie szalki wagi dla mikrowagi o wysokiej czulosci (patrz ponizej).
Szala wagi posiada Srednicg okolo 30 mm. Odpowiednim materialem jest aluminium pokryte zlotem,

— szala wagi jest otoczona przez cylindryczng, wykonana z brazu lub miedzi, skrzynke chlodniczg. W
zaleznosci od typu wagi, posiada ona otwory dla belki wagi i ostoniety otwor dla strumienia czasteczek
i powinna gwarantowa¢ catkowita kondensacj¢ par na szalce wagi. Rozpraszanie ciepla na zewnatrz jest
zapewnione na przyklad przez pret miedziany polaczony ze skrzynka chlodniczg. Pret jest przeprowa-
dzony przez plyte denng i termicznie od niej odizolowany, na przyklad za pomoca rury ze stali
chromoniklowej. Pret jest zanurzony w naczyniu Dewara zawierajacym ciekly azot pod plyta denng,
badz ciekly azot cyrkuluje przez pret. Skrzynka chlodnicza jest utrzymywana w temperaturze okoto
-120 °C. Szala wagi jest chtodzona wylacznie przez promieniowanie, co jest zadawalajace dla zakresu
ci$nieni stosowanych do badan.(chtodzenie okoto jednej godziny przed rozpoczeciem pomiaréw),

— waga jest umieszczana powyzej skrzynki chlodniczej. Odpowiednimi wagami sa na przyklad wysoko-
czule, 2- ramienne elektroniczne mikrowagi (8) lub wysokoczuly przyrzad z ruchoma cewka (patrz
wytyczne OECD dotyczace badan 104, wydanie z 12.05.81),

— plyta denna zawiera réwniez elektryczne polaczenia dla termoogniw (lub termometréw oporowych)
oraz. Wezownice grzejng,

— proznia jest wytwarzana w naczyniu za pomocg pompy podciSnieniowej lub pompy wysokiej prozni
(wymagana jest proznia okoto 1 do 2 107 Pa, uzyskiwana po 2 godzinach pompowania). Ci$nienie
reguluje si¢ stosownym manometrem jonizacyjnym.

Procedura pomiarowa

Naczynie napelnia si¢ badang substancja i zamyka pokrywe. Ostona i skrzynka chlodnicza sa przesunigte w
poprzek wyparki. Przyrzad zamyka si¢ i wlacza pompy prézniowe. Cisnienie koncowe przed rozpoczeciem
pomiaréw powinno by¢ okoto 10+ Pa. Chlodzenie skrzynki chtodniczej rozpoczyna si¢ przy 102 Pa.

Po uzyskaniu zadanej prézni, rozpoczyna si¢ serie kalibracji od najnizszej wymaganej temperatury. Ustawia
si¢ odpowiedni otwor w pokrywie, strumient par przechodzi przez ostong bezposrednio powyzej otworu i
uderza w ochlodzong szale wagi. Szala wagi musi by¢ wystarczajaco duza dla zapewnienia, ze calkowity
strumien przechodzacy przez ostong uderzy w nig. Ped strumienia par dziala jako sita na szale wagi i
czasteczki kondensuja si¢ na jej ochtodzonej powierzchni.

Ped i réwnoczesna kondensacja wytwarzaja sygnal na rejestratorze. Ocena sygnaléw dostarcza dwéch
rodzajéw informagji:

1. W przyrzadzie opisanym tutaj prezno$¢ pary jest oznaczana bezposrednio z pedu na szali wagi (nie jest
konieczna do tego znajomo$¢ masy czasteczkowej (2)). Nalezy wzigé pod uwage czynniki geometryczne
takie jak otwor wyparki i kat strumienia czasteczek przy ocenie odczytow.

2. W tym samym czasie mozna zmierzy¢ mas¢ kondensatu i obliczy¢ z niej szybko$¢ parowania. Prezno$é
pary mozna takze obliczy¢ z szybkoSci parowania i mas¢ czasteczkowsq stosujac rownanie Hertza (2).

2 RT x 10°
=G|
P \ M
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1.6.5.

1.6.5.1.

1.6.5.2.

gdzie:

G = szybko$§¢ parowania (kg s' m?)

M = masa molowa (g mol)

T = temperatura (K)

R = uniwersalna molowa stala gazowa (] mol! K)

p = preznos¢ pary (Pa)

Po uzyskaniu niezbednej prézni rozpoczyna si¢ wykonywanie serii pomiaréw przy najnizszej pozadanej
temperaturze pomiarowej.

Dla dalszych pomiaréw, zwigksza si¢ temperature malymi przedzialami do momentu uzyskania maksymal-
nej pozadanej warto$ci temperatury. Probka nastepnie jest ponownie schtadzana i mozna dokonaé zapisu
drugiej krzywej ci$nienia pary. Jezeli w drugiej serii nie uda si¢ potwierdzi¢ wynikéw pierwszej, mozliwe
jest, ze substancja moze ulegaé rozkladowi w zakresie temperatur w ktérych wykonuje si¢ pomiar.

Metoda efuzji - przez utrate masy

Przyrzgd
Przyrzad efuzyjny sklada si¢ z nastgpujacych podstawowych czesci:

— zbiornik, ktéry moze by¢ termostatowany i odpompowywany, w ktérym umieszczone sa komorki
efuzyjne,

— pompa wysokiej prézni (np. pompa dyfuzyjna lub turbomolekularna) z prézniomierzem,
— putapka, wykorzystujaca skroplony azot lub suchy 16d.

Elektrycznie podgrzewany, aluminiowy zbiornik prézniowy z 4 komérkami efuzyjnymi ze stali nierdzewnej
przedstawiono przyktadowo na rysunku 5. Folia ze stali nierdzewnej grubosci okolo 0,3 mm posiada
otwor efuzyjny o Srednicy od 0,2 do 1,0 mm i jest polaczona z komérka efuzyjna gwintowang pokrywa.

Procedura pomiarowa

Substancjami, badana i odniesienia napetniono kazda komoérke efuzyjna, metalowa membrana z otworem
jest zabezpieczona gwintowang pokrywa, a kazda komoérka jest wazona z dokladnoscig 0,1 mg. Komorke
umieszcza si¢ W termostatowanym przyrzadzie, ktéry jest nastepnie odpompowywany do jednej dziesigtej
oczekiwanego ci$nienia. W okre$lonych odstepach czasowych z zakresu od 5 do 30 godzin, wpuszcza si¢
do przyrzadu powietrze, i okresla si¢ utrate masy komorki efuzyjnej przez ponowne wazenie.

W celu zapewnienia, ze wyniki nie s3 zaklocone przez zanieczyszczenia lotne, komorka jest ponownie
wazona w okre§lonych odstepach czasowych, celem sprawdzenia czy szybko$¢ parowania jest stala w co

najmniej dwoch takich odstgpach czasowych.

Prezno$¢ pary p w komoérce efuzyjnej jest dana przez:

m [2nRT

PokacV M
gdzie:
p = preznos¢ pary (Pa)
m = masa substangji opuszczajacej komoérke w ciggu czasu t (kg)
t = czas ()
A = powierzchnia otworu (m?
K = wspdlczynnik korekeji
R = uniwersalna stala gazowa (] mol" K7)
T = temperatura (K)

M = masa czasteczkowa (kg mol?)
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1.6.6.

1.6.6.1.

Wspdlezynnik korekeji K zalezy od stosunku dlugosci do promienia otworu cylindrycznego:

stosunek: 0,1 0,2 0,6 1,0 2,0
K: 0,952 0,909 0,771 0,672 0,514

Powyzsze réwnanie moze by¢ zapisane:

gdzie E = é V2 R jest stala komorki efuzyjnej

Niniejsza stala komorki efuzyjnej moze by¢ oznaczona przy pomocy substancji odniesienia (2,9), uzywajac

nastepujacego réwnania:
g Pt M)
m T

gdzie:
p() = prezno$¢ pary substancji odniesienia (Pa)
M(r) = masa czasteczkowa substancji odniesienia (kg mol™)

Metoda nasycenia gazem

Przyrzgd

Typowy przyrzadoi stosowany do wykonywania tego badania sklada si¢ z szeregu elementéw podanych na
rysunku 6a i opisanych ponizej (1).

Gaz obojetny:

Gaz no$nikowy nie moze wchodzi¢ w reakcje chemiczne z substancja badang. Na ogél do tego celu
wystarcza azot, jednak czasem moga by¢ wymagane inne gazy (10). Zastosowany gaz musi by suchy
(patrz rysunek 6a, pozycja 4: czujnik wilgotnosci wzglednej).

Kontrola przeptywu:

Wymagany jest odpowiedni system kontroli przeplywu gazu, aby zapewni¢ staly i odpowiednio dobrany
przeplyw przez kolumng saturatora.

Putapki do zbierania pary:

Zaleza one od charakterystyki okreSlonej probki oraz wybranej metody analizy. Pary powinny by¢ zbierane
w sposéb ilosciowy, w postaci umozliwiajacej p6Zniejsza analize. Do niektérych badanych substancji nadaja
si¢ pulapki zawierajace ciecze, takie jak heksan lub glikol etylenowy. W przypadku innych moga by¢
stosowane odpowiednie absorbenty w stalym stanie skupienia.

Jako alternatywa dla pulapkowania par i dalszych analiz, mozna zastosowaé techniki analityczne trans-
portowe, takie jak chromatografia, do oznaczania ilosciowego ilosci materialu przeniesionego przez znang
ilo§¢ gazu nosnikowego. Nastgpnie mierzona jest utrata masy badanej probki.

Wymiennik ciepta:

W celu wykonywania pomiaréw w réznych temperaturach moze by¢ konieczne wlaczenie do zestawu
wymiennika ciepla.

Kolumna saturatora:

Badana substancja jest osadzana z roztworu na odpowiedni obojetny noénik. Powleczonym no$nikiem jest
wypelniana kolumna saturatora, ktorej wymiary i szybko§¢ przeplywu powinny by¢ takie, aby zapewni¢
pelne nasycenie gazu nosnikowego. Kolumna saturatora musi by¢ termostatowana. Przy pomiarach powyzej
temperatury pokojowej, obszar miedzy kolumna saturatora i pulapkami musi by¢ podgrzewany, aby
zapobiec kondensacji badanej substancji.



292

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

13t 11

1.6.6.2.

1.6.6.3.

W celu zmniejszenia masy przenoszonej wskutek dyfuzji, nalezy umiesci¢ kapilare za kolumna saturatora
(rysunek 6b).

Procedura pomiarowa
Przygotowanie kolumny saturatora:

Do odpowiedniej ilosci nosnika dodaje si¢ roztwor substancji badanej w wysoce lotnym rozpuszczalniku.
Nalezy doda¢ wystarczajaca ilo§¢ substancji badanej do utrzymania nasycenia przez caly czas trwania
badania. Rozpuszczalnik ulega calkowitemu odparowaniu w powietrzu lub w obrotowym przyrzadzie
wyparnym, a starannie zmieszany material jest dodawany do kolumny saturatora. Po termostatycznym
ustaleniu temperatury probki przez przyrzad przepuszcza si¢ suchy azot.

Pomiar:

Pulapki lub impulsowy wskaznik s3 przytaczone do linii wycieku kolumny i zapisywanego czasu. Sprawdza
si¢ szybko$¢ przeplywu na poczatku i w regularnych odstgpach czasu w trakcie eksperymentu, przy uzyciu
licznika pecherzykow (lub w sposéb ciagly przy uzyciu przeplywomierza masowego).

Nalezy wykonywaé pomiary ciSnienia u wylotu do saturatora. Mozna to wykona¢ albo:

a) przez wlaczenie miernika ciSnienia pomiedzy saturator i pulapki (moze by¢ to niezadawalajace
poniewaz powoduje to wzrost martwej przestrzeni i powierzchni adsorbujacej); lub

b) ustalenie spadkéw ci$nienia w okre§lonym ukladzie pulapek jako funkcji przeplywu w oddzielnym
eksperymencie (metoda ta moze nie sprawdzaé si¢ zbyt dobrze w przypadku pulapek plynnych).

Czas wymagany do zebrania ilosci substancji badanej niezbednej dla réznych metod analitycznych zostaje
ustalony we wstepnych seriach badan lub szacunkowo. Alternatywa dla zbierania substancji do dalszej
analizy, jest iloSciowa technika analityczna impulsowa (np. chromatografia). Przed obliczeniem preznosci
pary w okreslonej temperaturze nalezy przeprowadzi¢ wstgpne serie badait w celu ustalenia maksymalnego
przeplywu, ktory doprowadzi do pelnego nasycenia gazu no$nikowego parami substancji. Jest to gwaran-
towane, jezeli gaz no$nikowy przepuSci si¢ przez saturator wystarczajaco powoli, tak aby obnizenie
szybkosci nie powodowalo juz zwigkszenia obliczonej preznosci pary.

Okreslona metoda analityczna zostaje ustalona w zaleznosci od charakteru badanej substancji (np.
chromatografia gazowa lub grawimetria).

Oznacza si¢ ilo§¢ substangji transportowang przez znang objeto$¢ gazu no$nikowego.

Obliczenie preznosci pary

Prezno$¢ pary oblicza si¢ na podstawie gestosci pary, W[V, przy uzyciu nastgpujacego wzoru:

W RT
PEV N
gdzie:
p = prezno$¢ pary (Pa)
W = masa odparowanej substancji badanej (g)
V = objeto§¢ nasyconego gazu (m’)
R = uniwersalna molowa stala gazowa (] mol ! K!)
T = temperatura (K)
M = masa molowa badanej substancji (g mol”)

Zmierzone objetosci nalezy skorygowal wzgledem réznic ci$nienia i temperatury miedzy przeplywomie-
rzem i termostatowanym saturatorem. Jezeli przeplywomierz jest zlokalizowany w kierunku z pradem od
pulapki pary, moga by¢ niezbedne poprawki w celu uwzglednienia wszelkich odparowanych skladnikéw
pulapki (1).
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1.6.7.

1.6.7.1.

1.6.7.2.

Metoda wirujacego rotora (8, 11, 13)

Przyrzgd

Technika wirujacego rotora jest wykonywana poprzez uzycie miernika lepkosci z wirujagcym rotorem jak
pokazana na rysunku 8. Schematyczny szkic doswiadczalnego ustawienia pokazano na rysunku 7.

Przyrzad pomiarowy typowo sklada si¢ z glowicy pomiarowej wirujacego rotora, umieszczonej w
termostatowanej obudowie (regulowanej z dokladnoscig w zakresie 0,1 °C), pojemnika prébki umieszczo-
nego w termostatowanej obudowie (regulacja z dokladnoscia w zakresie 0,01 °C), oraz wszystkich innych
czesci do ustawienia, ktére utrzymywane sa w wyzszej temperaturze by zapobiec kondensacji. Pompa
wysokiej prozni jest wiaczona do systemu za pomoca zaworéw wysokiej prozni.

Glowica pomiarowa wirujacego rotora sklada si¢ ze stalowej kuli (o $rednicy 4 do 5 mm) w rurze. Kula
jest zawieszona i stabilizowana w polu magnetycznym, gléwnie za pomoca kombinagji stalych pél
magnetycznych i cewek sterujacych.

Kula jest wprowadzana w wirowanie polami obrotowymi wytwarzanymi przez cewki. Cewki czujnikowe,

mierzace zawsze obecne poprzeczne niskie namagnesowanie kuli, pozwalaja na mierzenie szybkosci
wirowania.

Procedura pomiarowa

Gdy kula osigga dang szybko$¢ obrotowa v(o) (zwykle okolo 400 obrotéw na sekundg), dalsze pobudzanie
jest wstrzymywane i zachodzi zmniejszanie szybkosci z powodu tarcia gazu.

Spadek szybkosci obrotowej jest mierzony w funkeji czasu. Poniewaz tarcie spowodowane zawieszeniem
magnetycznym jest mato istotne w poréwnaniu z tarciem gazu, ci$nienie gazu p jest dane przez:

P
gdzie
[ = = $rednia szybko$¢ czgsteczek gazu
r = promien kuli
p = gestos¢ kuli
o = wspolezynnik przeniesienia stycznego pedu (e = 1 dla idealnie sferycznej powierzchni kuli)
t = czas
v(t) = szybkos$¢ obrotowa po czasie t
v(o) = poczatkowa szybko$¢ obrotowa

zatem roéwnanie mozna zapisaé takze:

7nErp><tn—tn,1
T 100 Tty Xtyog

gdzie t, t  sa czasami wymaganymi dla danej liczby N obrotéw. Te przedzialy czasowe t_ it  nastepuja
jeden po drugim, oraz t >t

Srednia szybkos¢ czasteczki gazu ¢ jest dana przez:

gdzie:
T = temperatura
R = uniwersalna molowa stala gazowa

M = masa molowa
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DANE

Ci$nienie pary obliczone zgodnie z dowolng z poprzednio opisanych metod nalezy okresli¢ dla co najmniej
dwdch temperatur. Najkorzystniejsze jest wykonanie trzech lub wigkszej liczby pomiaréw w amplitudzie od
0 do 50 °C w celu sprawdzenia liniowosci krzywej zmian preznosci pary.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miar¢ mozliwosci nastgpujace informacje:
— zastosowana metoda,

— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamo$¢ i zanieczyszczenia) i wstepny etap oczyszczenia, jesli
wykonano

— co najmniej dwie warto$ci prezno$¢ pary i temperatury, najlepiej z zakresu 0 do 50 °C,
— wszystkie dane pierwotne,
— krzywa zaleznosci log p od 1/T,

— oszacowanie preznosci pary w 20 lub 25 °C.

Jezeli obserwowane jest przejScie (zmiana stanu skupienia, rozklad), nalezy odnotowal nastepujace
informacje:

— charakter zmiany,
— temperatura, w ktorej dochodzi do zmiany pod ci$nieniem atmosferycznym,

— prezno$é pary w temperaturze o 10 i 20 °C nizszej od temperatury przejécia oraz w temperaturze
wyzszej 0 10 i 20 °C od tej temperatury (chyba ze przejicie nastepuje ze stanu stalego do gazowego).

Nalezy poda¢ wszystkie informacje i uwagi istotne dla interpretacji wynikéw, w szczegdlnosci w odniesie-
niu do zanieczyszczen i stanu skupienia substancji.
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Dodatek 1

Metoda szacowania

WPROWADZENIE

Obliczone wartosci preznosci pary stosuje sie:

— w celu zdecydowania, ktéra z metod do$wiadczalnych jest odpowiednia,

— w celu dostarczenia oszacowania lub granicznej wartosci w przypadkach, gdy metoda dos$wiadczalna
nie moze by¢ zastosowana z powodu przyczyn technicznych (wlaczajac te przypadki gdzie preznosé

pary jest bardzo niska),

— do pomocy w identyfikacji tych przypadkéw, gdzie pominigcie pomiaréw doswiadczalnych jest
uzasadnione poniewaz preznos$¢ pary wynosi prawdopodobnie < 10° Pa w temperaturze otoczenia.

METODA SZACOWANIA

Prezno$¢ pary cieczy i cial stalych mozna oszacowaé poprzez uzycie zmodyfikowanej korelacji Watsona (a).
Jedyna tylko wymagana dang do$wiadczalng jest temperatura wrzenia w warunkach normalnych. Metoda
ma zastosowanie w zakresie ci$nien od 10° Pa do 10~ Pa.

Szczegbtowe informacje na temat metody podano w ,Handbook of Chemical Property Estimation Methods”

(b).
PROCEDURA OBLICZENIA

Zgodnie z pozycja (b) prezno$é pary jest obliczana jak nastepuje:

T m
3-2 o
AH ( ) T\" T
In P, = AL . T 72m(372—) In —

YA Z,RTy, T Ty T,
Ty
gdzie:
T = temperatura bedaca przedmiotem zainteresowania
T, = temperatura wrzenia w warunkach normalnych
o = prezno$¢ pary w temperaturze T
AH, = cieplo parowania
AZ, = wspblczynnik Scisliwosci (oszacowany na 0,97)
m = empiryczny wspélczynnik zalezny od stanu fizycznego w temperaturze bedgcej przedmiotem
zainteresowania
Dalej:
AH
. % — Ke(8,75+RInTy)
b

gdzie K, jest wspélczynnikiem empirycznym biorgcym pod uwage polarnos¢ substancji. Dla kilku rodzajéw
zwigzkow, wspolczynniki K. sa zamieszczone w (b).

Calkiem czgsto sa dostgpne dane w ktérych podano temperature wrzenia pod zredukowanym ci$nieniem.
W takim przypadku, zgodnie z (b), preznos¢ pary oblicza si¢ w nastepujacy sposéb:

A H, T\"T TN T
InPy=InP, + Lli-(3-2—) &2 -2m (3-2=—) In—
A ZyRT, T,) T T, T,

gdzie T, jest temperaturg wrzenia pod zredukowanym cinieniem P,.
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SPRAWOZDANIE

Jezeli zastosowano metode szacowania, sprawozdanie powinno zawieral obszerng dokumentacje obliczen.
LITERATURA

(a) KM. Watson, md. Eng. Chem; 1943, vol. 35, 398.

(b) WJ. Lyman, W.F. Reehl, D.H. Rosenblatt. Handbook of Chemical Property Estimation Methods, Mc
Graw-Hill, 1982.

Dodatek 2

Rysunek 1

Przyrzad do wyznaczania krzywej preznosci pary zgodnie z metoda dynamiczng
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Rysunek 2a

Przyrzad dla wyznaczania krzywej preznodci pary zgodnie z metodg statyczng (z uzyciem manometru w postaci U -
rurki)
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2. Faza pary 7. Przyrzad pomiaru temperatury
3. Zawor wysokiej prozni 8. Do pompy prozniowej
4.U - rurka (manometr pomocniczy) 9. Wentylacja

5. Manometr
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Rysunek 2b

Przyrzad dla wyznaczania krzywej prezno$ci pary zgodnie z metodg statyczng (z uzyciem wskaznika ci$nienia)

1. Substancja badana

2. Faza pary

3. Zawor wysokiej prozni
4. Miernik ci$nienia
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5. Wskaznik ci$nienia
6. LazZnia temperaturowa
7. Przyrzad pomiaru temperatury
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Rysunek 3

Izoteniskop (patrz pozycja literatury 7)
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1. Do systemu sterowania ci$nienia i pomiarowego
2.Rura 8§ mm OD

3. Suchy azot do systemu ci$nieniowego

4. Pary probki

5. Mata koficéwka

6. Prébka ciekla
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Rysunek 4

Przyrzad dla wyznaczania krzywej preznosci pary zgodnie z metoda wagowa
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Rysunek 5

Przyklad przyrzadu do odparowania w niskim ci$nieniu metoda efuzji, z komoérka efuzyjng o objetosci 8 cm?
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1. Polgczenie z proznia

2. Gniazda dla platynowego termometru oporowego lub pomiaru i sterowania temperaturg (2)
3. Pokrywa zbiornika prézniowego

4. O-ring

5. Aluminiowy zbiornik prézniowy

6. Przyrzad do instalacji i wyjmowania komorek efuzyjnych
7. Gwintowana pokrywa

8. Nakretki motylkowe (6)

9. Sruby (6)

10. Komorki efuzyjne ze stali nierdzewnej

11. Wkiady grzalek (6)
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Rysunek 6a

Przyktad systemu przepltywu do oznaczania prezno$ci pary metoda saturacji gazem
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1 =Regulator rzepl?'wu

2 = Wymiennii ciepta

3 = Zawory iglowe

4 = Czujnik wzglednej wilgotnosci
5 =Kolumny saturacyjne

6 =Zlacza PTFE

7 =Miernik przep

8 =Pulapka iabsor er)

9 =1lapacz oleju

10 = Barboter
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Rysunek 6b

Przyklad systemu do oznaczania preznosci pary metoda saturacji gazem, z kapilarg umieszczong za komorg saturacji
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1. Miernik przeplywu masy termicznej

6. Komora nasycania gazem
2. Manometr 7. Kapilara
3. Komora sterowana temperaturowo 3 Naczynia absorpcyjne
4. Termostatowana wezownica dla gazu no§ny 9. Miernik gazu
5. Termometr (pt 100) 10. Zimna putapka

Rysunek 7

Przyklad doswiadczalnego zestawu dla metody wirujacego rotora

Przyrzad do pomiaru preznoéci pary

A. glowica czujnika wirujgcego rotora;
B. komérka probki;

C. termostat;

D. linia prézni (pompa turbinowa);

E. powietrzny termostat.
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Rysunek 8

Przyklad glowicy pomiarowej wirujacego rotora
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1. Kula
2. Przedtuzenie plytowe do odpompowania poprzez 6
3. Stale magnesy (2)
4. Cewki stabilizacji pionowej (2)
5. Cewki napedowe (4)
6. Komierz faczacy
A.5. NAPIECIE POWIERZCHNIOWE
1. METODA

Wickszo$¢ opisanych metod oparto na wytycznych OECD dotyczacych badan (1). Podstawowe zasady
podano w lit. 2).

1.1. WPROWADZENIE
Opisywane metody sg stosowane do pomiaréw napigcia powierzchniowego roztworéw wodnych.

Przed przeprowadzeniem tych badan dobrze jest mie¢ wstgpne informacje na temat rozpuszczalno$ci w
wodzie, budowy, wlasciwosci hydrolitycznych i st¢zenia krytycznego dla tworzenia si¢ micelli substangji.

Ponizsze metody mozna stosowaé w odniesieniu do wigkszosci substancji chemicznych, bez jakichkolwiek
ograniczen zwiazanych z ich stopniem czystosci.

Pomiar napigcia powierzchniowego metodg tensjometru pierScieniowego jest zastrzezony wylacznie dla
roztworéw wodnych o lepkosci dynamicznej mniejszej niz okolo 200 mPa s.

1.2. DEFINICJE T JEDNOSTKI

Jako napigcie powierzchniowe okresla si¢ entalpi¢ wolnej powierzchni na jednostke pola powierzchni.



13/t 11 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

305

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

Napigcie powierzchniowe jest podawane jako:

N/rn (uklad SI) lub

mN/m (uklad SI)

1 N/m = 10° dyn/cm

1 mN/m = 1 dynajem w niewaznym systemie CGS
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Nie ma koniecznosci stosowania substancji odniesienia za kazdym razem, gdy przeprowadzane s3 badania
nowej substancji. Powinny one stuzy¢ gléwnie sprawdzeniu od czasu do czasu wydajnosci metody i
pozwoli¢ na poréwnanie wynikéw z innymi metodami.

Substancje odniesienia, ktére obejmuja szeroki zakres napie¢ powierzchniowych, podano w pozycjach 1 i 3
literatury.

ZASADA METOD

Metody te opieraja si¢ na pomiarach maksymalnej sily, jaka trzeba wywieral pionowo na mieszadlo lub
pierScien w kontakcie z powierzchnia badanej cieczy umieszczonej w naczyniu miarowym, aby oddzielic ja
od tej powierzchni, badZ tez na plytke, ktérej krawedZz wchodzi w kontakt z powierzchnig, aby pociagnad
do gbry utworzona blonke.

Substancje o rozpuszczalnodci w wodzie przynajmniej w stezeniu 1 mg/l badane sa w roztworach wodnych
w pojedynczych stezeniach.

KRYTERIA JAKOSCI
Metody te zapewniaja wigksza precyzje niz wymagana na ogét do ocen przy przegladach srodowiskowych.
OPIS METOD

Roztwoér substancji przygotowuje sic w wodzie destylowanej. Stezenie tego roztworu powinno wynosi¢
90% rozpuszczalnoSci nasycenia w wodzie, jezeli to stezenie przekracza 1 gfl, do badania stosuje si¢
stezenie 1 gfl. Nie podlegaja badaniu substangje, ktorych rozpuszczalno§¢ w wodzie jest mniejsza niz 1

mg/l.
Metoda plytkowa

Patrz: ISO 304 i NF T 73-060 (Surface active agents - determination of surface tension by drawing up
liquid films).

Metoda zawieszki

Patrz: 1SO 304 and NF T 73-060 (Surface active agents - determination of surface tension by drawing up
liquid films).

Metoda pierScieniowa

Patrz: ISO 304 and NF T 73-060 (Surface active agents - determination of surface tension by drawing up
liquid films).

Zharmonizowana metoda pierScieniowa OECD

Przyrzqd

Do tego pomiaru mozna wykorzysta dostepne w handlu tensjometry. Skladaja si¢ one z nastgpujacych
elementow:

— ruchomy stét prébki,

— system pomiaru sily,
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— cialo pomiarowe(pierscien)

— naczynie pomiarowe.

1.6.4.1.1. Ruchomy stét prébki

Ruchomy st6t z probkg jest wykorzystywany jako wspornik dla naczynia pomiarowego z kontrolowang
temperaturg, w ktorym znajduje si¢ badana ciecz. Razem z ukladem do pomiaru sily stél ten jest
montowany na stojaku.

1.6.4.1.2. System pomiaru sity

Uktad do pomiaru sily (patrz rysunek) miesci si¢ ponad stolem z probka. Blad pomiaru sity nie moze
przekracza¢ + 10° N, co odpowiada granicy bledu wynoszacej £+ 0,1 mg w przypadku pomiaru masy. W
wigkszo$ci przypadkéw skale pomiarows dostepnych na rynku tensjometréw kalibruje sie w mN/m, tak
aby napiecie powierzchniowe mozna bylo odczytywaé bezposrednio w mN/m, z dokladnoscig do 0,1
mN/m.

1.6.4.1.3. Cialo pomiarowe (pier$cien)

Pierécienn na ogét jest wykonany z drutu platynowo - irydowego o grubosci okolo 0,4 mm i Srednim
obwodzie 60 mm. PierSciet drutu zwiesza si¢ horyzontalnie z metalowego sworznia i drucianego
wspornika, tak aby stworzy¢ polaczenie z ukltadem do pomiaru sily (patrz rysunek).

Rysunek
Cialo pomiarowe

(Wszystkie wymiary wyrazone w milimetrach)
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1.6.4.1.4.

1.6.4.2.

1.6.4.2.1.

1.6.4.2.2.

Naczynie pomiarowe

Naczynie pomiarowe z badanym roztworem musi by¢ naczyniem szklanym z kontrolowana temperatura.
Musi by¢ tak zaprojektowane, aby w trakcie pomiaru temperatura roztworu badanego i fazy gazowej nad
jego powierzchnia pozostaly stale, a prébka nie mogla wyparowaé. Dopuszczalne sg cylindryczne, szklane
naczynia o $rednicy wewngtrznej niemniejszej niz 45 mm.

Przygotowanie przyrzgdu

Czyszczenie

Szklane naczynia musza by¢ starannie oczyszczone. W razie potrzeby nalezy je przeplukaé goracym
kwasem chromowo - siarkowym, a nastepnie kwasem fosforowym o konsystencji syropu (od 83 do 98%
wagowo H,PO,), potem starannie przeptuka¢ pod woda z kranu, a wreszcie umy¢ dwukrotnie destylowang
woda do uzyskania reakcji obojetnej, a na koncu wysuszy¢ lub przeplukaé czeScia plynnej probki
mierzone;j.

Pierécien nalezy najpierw starannie opluka¢ w wodzie w celu usunigcia wszelkich substancji rozpuszczal-
nych w tej cieczy, nastgpnie na krotki czas zanurzy¢ w kwasie chromowo - siarkowym, pdzniej umy¢
dwukrotnie destylowang woda do uzyskania reakcji obojetnej, a na koficu krétko podgrzaé nad plomieniem
metanolowym.

Uwaga:

Zanieczyszczenia substancjami, ktore nie ulegaja rozpuszczeniu ani zniszczeniu wskutek oddzialywania

kwasu chromo-siarkowego lub fosforowego, takimi jak silikony, nalezy usunaé przy pomocy odpowiedniego
rozpuszczalnika organicznego.

Kalibracja przyrzadu

Weryfikacja przyrzadu polega na sprawdzeniu punktu zerowego i takim jego wyregulowaniu, aby wskaza-
nia instrumentu pozwalaly na niezawodne oznaczenia w mN/m.

Montaz:

Przyrzad musi by¢ wypoziomowany, na przyklad przy pomocy poziomnicy alkoholowej u podstawy
tensjometru, przez wyregulowanie Srub poziomujacych u podstawy.

Ustawienie punktu zero:

Po zamontowaniu pierScienia na przyrzadzie, przed jego zanurzeniem w cieczy, wskazania tensjometru
nalezy wyregulowaé do zera i sprawdzié, czy pierscien jest ustawiony réwnolegle do powierzchni cieczy. W
tym celu powierzchni¢ cieczy mozna wykorzystaé jako lustro.

Kalibragje:

Kalibracje przy pomocy rzeczywistego badania mozna dokonaé przy pomocy jednej z dwéch procedur:

a) uzywajac masg: procedura wykorzystujaca koniki wagi o znanej masie od 0,1 do 1,0 g umieszczane na

pierScieniu. Wspétczynnik kalibracyjny ®a, przez ktdry nalezy pomnozy¢ wszystkie wskazania instru-
mentu, nalezy ustali¢ wedlug nastepujacego wzoru (1):

i
Yo 4y
gdzie:
o = r;l—bg (mN/m)
m = masa konika wagi (g)
g = przyspieszenie grawitacyjne (981 cm/sek? na wysokosci poziomu morza)

b = Sredni obwdd pierscienia (cm)

odczyt tensjometru po umieszczeniu konika na pierscieniu (mN/m).

Q
1l
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1.6.4.3.

1.6.5.

1.6.6.

b) uzywajac wode: procedura stosujaca czysta wodg, ktérej napigcie powierzchniowe, przy na przyklad
23 °C jest réwne 72,3 mN/m. Niniejsza procedura jest wykonywana szybciej niz kalibracja wagowa,
lecz wystepuje przy niej zawsze niebezpieczefistwo, ze napigcie powierzchniowe wody jest zafalszowane
$ladowymi zanieczyszczeniami zwigzkéw powierzchniowo-czynnych.

Wspdlczynnik kalibracyjny @b, przez ktéry nalezy pomnozy¢ wszystkie wskazania instrumentu, nalezy
ustali¢ wedtug nastgpujacego wzoru (2):

0o
D =2
Og 2

gdzie:
0, = cytowana w literaturze warto$¢ napiecia powierzchniowego wody (mN/m)
¢, = zmierzona warto$¢ napigcia powierzchniowego wody (mN/m)

obie w tej samej temperaturze.

Przygotowanie prébek

Nalezy sporzadzi¢ roztwory wodne badanych substancji, uzywajac odpowiednich stezen w wodzie. Nie
mogg one zawieraC substancji w stanie nierozpuszczonym.

Roztwér nalezy utrzymywaé w stalej temperaturze ( 0,5 °C). Poniewaz napigcie powierzchniowe roztworu
W naczyniu pomiarowym zmienia si¢ w czasie, nalezy wykona¢ kilka pomiaréw w réznych momentach i
nakresli¢ krzywa pokazujaca napigcie powierzchniowe w funkgji czasu. Brak jakichkolwiek dalszych zmian
oznacza, ze osiggnieto stan réwnowagi.

Zanieczyszczenie pylami i gazami innych substancji przeszkadza w pomiarze. Dlatego badanie musi by¢
prowadzone pod przykrywa ochronng.

Warunki badania

Pomiar nalezy przeprowadzi¢ w temperaturze okoto 20 °C, ktéra musi by¢ kontrolowana w ten sposéb,
aby utrzymywala si¢ w zakresie + 0,5 °C.

Wykonanie badania

Roztwory do pomiaru nalezy wprowadzi¢ do starannie wyczyszczonego naczynia pomiarowego, dokladajac
wszelkich staran, aby unikng¢ wytwarzania piany, a nastgpnie naczynie umieszcza si¢ na stoliku przyrzadu
do badan. Blat stolika z naczyniem pomiarowym nalezy unie$¢ do momentu zanurzenia pierScienia ponizej
powierzchni roztworu badanego. Nastepnie blat stolika opuszcza si¢ stopniowo i réwno (z szybkoscia
okoto 0,5 cm/min), tak aby oddzieli¢ pierScien od powierzchni, do momentu osiggniecia maksymalnej sily.
Warstwa cieczy dolaczona do pierScienia nie moze si¢ od niego oddzielic. Po wykonaniu pomiaréw
pierScient nalezy ponownie zanurzy¢ ponizej powierzchni i powtérzy¢ pomiary, az zostanie osiagnieta stala
warto$¢ napigcia powierzchniowego. W przypadku kazdego oznaczenia nalezy zapisal czas od przeniesie-
nia roztworu do naczynia pomiarowego. Odczyty nalezy wykonywa¢ przy maksymalnej sile potrzebnej do
oderwania pierScienia od powierzchni cieczy.

DANE

W celu obliczenia napigcia powierzchniowego warto$¢ odczytana w mN/m na przyrzadzie nalezy na
poczatku pomnozy¢ przez wspolczynnik kalibracyjny ® lub @, (zaleznie od zastosowanej procedury
kalibracyjnej). Da to warto$¢ jedynie przyblizona, dlatego wymaga korekgji.

Harkins i Jordan (4) empirycznie ustalili wspotczynniki korekeji dla warto$ci napigcia powierzchniowego
zmierzonych metodg pierScienia. Zaleza one od wymiaréw pierScienia, gestosci cieczy i napigcia powierz-
chniowego tej ostatniej.
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Poniewaz ustalanie wspotczynnika korekcji dla kazdego kolejnego pomiaru na podstawie tabel Harkinsa i
Jordana jest pracochlonne, do obliczenia napigcia powierzchniowego roztworéw wodnych mozna wyko-
rzystaé procedure uproszczong wykonywania odczytéw skorygowanych warto$ci napigcia powierzchniowe-
go bezposrednio z tabeli. (W przypadku gdy odczytane wartosci znajdujg si¢ miedzy tymi, ktére podano w
tabeli, nalezy zastosowa¢ interpolacje.)

TABELA: KOREKCJA ZMIERZONEGO NAPIECIA POWIERZCHNIOWEGO
Tylko dla roztworéw wodnych, p = 1 gfem3

R = 9,55 mm (§redni promien pierScienia)
r = 0,185 mm (promien drutu pierscienia)
Warto$¢ skorygowana (mN/m)
Warto$¢ do$wiadczalna (mN/m)
Kalibracja wagowa (patrz 1.6.4.2.2(a)) | Kalibracja woda (patrz 1.6.4.2.2(b))
20 16,9 18,1
22 18,7 20,1
24 20,6 22,1
26 22,4 24,1
28 24,3 26,1
30 26,2 28,1
32 28,1 30,1
34 29,9 32,1
36 31,8 34,1
38 33,7 36,1
40 35,6 38,2
42 37,6 40,3
44 39,5 42,3
46 41,4 44,4
48 43,4 46,5
50 45,3 48,6
52 47,3 50,7
54 49,3 52,8
56 51,2 54,9
58 53,2 57,0
60 55,2 59,1
62 57,2 61,3
64 59,2 63,4
66 61,2 65,5
68 63,2 67,7
70 65,2 69,9
72 67,2 72,0
74 69,2 —
76 71,2 —
78 73,2 —

Niniejsza tabela zostala zestawiona na podstawie poprawki Harkinsa - Jordana. Jest ona zblizona do tej w
normie (DIN 53914) dla wody i roztworéw wodnych (gestos¢ p = 1 gfem’) i dla dostgpnych w handlu
pierécieni o wymiarach R = 9,55 mm (Sredni promien pierScienia) i r = 0,185 mm (promien drutu
pierScienia). W tabeli podano skorygowane wartosci pomiaréw napigcia powierzchniowego wykonanych po
kalibracji odwaznikowej lub przy pomocy wody.

Alternatywnie, bez poprzednio opisanej kalibracji, napigcie powierzchniowe mozna obliczy¢ na podstawie
nastepujgcego wzoru:

o fxF
4mR
gdzie:
F = sila zmierzona dynamometrem przy zerwaniu blonki
R = promien pierscienia
f = wspdlczynnik korekcji (1)
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3. SPORZADZENIE SPRAWOZDANIA
3.1. Sprawozdanie z badania

Sprawozdanie z badania zawiera w miar¢ mozliwosci nastgpujace informacje:
— zastosowana metoda,

— rodzaj zastosowanej wody lub zastosowanego roztworu,

— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamo$¢ i zanieczyszczenia),

— wyniki pomiaru: napigcie powierzchniowe (odczyt), z podaniem zaréwno poszczegdlnych odczytéw, jak
i ich $redniej arytmetycznej oraz skorygowanej Sredniej (z wzigciem pod uwage wspdlczynnika
przyrzadu i tabeli korekgji),

— stezenie roztworu,
— temperatura badania,

— wick zastosowanego roztworu; w szczegdélnoSci czas od przygotowania do zmierzenia whasciwosci
roztwortu,

— opis zalezno$ci napigcia powierzchniowego od czasu po przeniesieniu roztworu do naczynia pomiaro-
wego,

— nalezy podal wszystkie informacje i uwagi istotne dla interpretacji wynikéw, w szczegdlnosci w
odniesieniu do zanieczyszczen i stanu skupienia substancji.

3.2. INTERPRETACJA WYNIKOW

Zwazywszy ze destylowana woda posiada napiecie powierzchniowe 72,75 mN/m w 20 °C, substancje
wykazujace napigcie powierzchniowe nizsze niz 60 mN/m zgodnie z warunkami niniejszej metody nalezy
uznaé za materialy bedace powierzchniowo czynnymi.

4. LITERATURA
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

A.6 ROZPUSZCZALNOSC W WODZIE

METODA

Opisane metody sg oparte na wytycznych OECD dotyczacych badan (1).

WPROWADZENIE

Do przeprowadzenia tego badania przydatne jest posiadanie wstgpnych informacji na temat wzoru
strukturalnego, ci$nienia pary, stalej dysocjacji i hydrolizy (jako funkcji pH) substancji.

Nie ma pojedynczej metody, ktéra objelaby caly zakres rozpuszczalnosci w wodzie.

Dwie metody badan opisane ponizej obejmujg caly zakres rozpuszczalnoci, lecz nie stosuje sie ich do
substancji lotnych

— jedna z nich dotyczy zasadniczo czystych substancji o niskiej rozpuszczalnoéci (< 107 gramy na litr)
ktore s3 stabilne w wodzie; okredla si¢ ja jako ,metode wymywania kolumnowego”,

— druga dotyczy zasadniczo czystych substancji o wyzszej rozpuszczalnoSci (> 102 gramy na litr), ktére
sa stabilne w wodzie; okresla si¢ ja jako ,metode kolby”

Na rozpuszczalno$¢ w wodzie badanej substancji w sposob istotny moze wplyna¢ obecno$¢ zanieczysz-
czen.

DEFINICJA I JEDNOSTKI

Rozpuszczalno$é w wodzie substancji podaje si¢ jako stezenie substancji w wodzie przy nasyceniu
masowym w okreSlonej temperaturze. Warto$¢ te okresla si¢ w jednostkach masy na objetos¢ roztworu.
Jednostka w ukladzie SI jest kg/m* (mozna takze stosowal gram na litr).

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Nie ma koniecznosci stosowania substancji odniesienia za kazdym razem, gdy przeprowadzane sa badania
nowej substancji. Powinny one stuzy¢ gléwnie sprawdzeniu od czasu do czasu wydajnosci metody i
pozwoli¢ na poréwnanie wynikéw z innymi metodami.

ZASADA METODY BADANIA

W prostym badaniu wstgpnym nalezy ustali¢ przyblizong ilo$¢ prébki i czas niezbedny do uzyskania
stezenia nasycenia masowego.

Metoda wymywania kolumnowego

Niniejsza metoda jest oparta na wymywaniu woda substancji badanej z mikrokolumny wypelnionej
obojetnym materialem nos$nika, takim jak prety szklane lub piasek, pokrytych nadmiarem badanej
substancji. Rozpuszczalno$¢ w wodzie ustala si¢, gdy stezenie masowe eluatu jest stale. Przejawia si¢ to
wystapieniem plateau stezenia w funkcji czasu.

Metoda kolby

W ramach zastosowania tej metody substancja (ciala stale muszg zosta¢ sproszkowane) jest rozpuszczana w
wodzie w temperaturze nieco wyzszej od temperatury badania. Po uzyskaniu nasycenia mieszaning schladza
si¢ i utrzymuje w temperaturze badania, mieszajac ja, jezeli jest to potrzebne do uzyskania stanu
réwnowagi. Alternatywnie, pomiar moze by¢ wykonywany bezposrednio w badanej temperaturze, jezeli
jest zapewniony przez wlaSciwe pobieranie probek tak by uzyskal réwnowage nasycenia. Nastgpnie
oznacza si¢ stezenie masowe substancji w roztworze wodnym, ktory nie moze zawieral zadnych
nierozpuszczonych czastek, przy pomocy odpowiedniej metody analityczne;j.
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1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

KRYTERIA ]AKOéCI
Powtarzalno$¢

Dla metody wymywania kolumny, < 30% jest osiggalne; dla metody kolby, < 15% powinno by¢
obserwowane.

Czulos¢

Zalezy ona od metody analizy, lecz oznaczenie stgzenia masowego do 10 gram na litr moze by¢ uzyskane.
OPIS METODY

Warunki badania

Najkorzystniej jest przeprowadzi¢ badanie w temperaturze 20 + 0,5 °C. Jezeli podejrzewa si¢ istnienie
zaleznosci rozpuszczalnoéci od temperatury (> 3% na °C), nalezy takze zastosowaé dwie inne warto$ci
temperatury, o co najmniej 10 °C wyzsze i nizsze od poczatkowo wybranej temperatury. W takim
przypadku nalezy kontrolowaé temperatur¢ w granicach + 0,1 °C. Wybrana temperatura powinna by¢
utrzymywana na stalym poziomie we wszystkich istotnych czesciach sprzetu.

Badanie wstepne

Do okoto 0,1 g probki (substancje stale nalezy sproszkowad) w zamknigtym korkiem szklanym cylindrze
miarowym o pojemnosci 10 ml dodaje si¢ wzrastajace ilosci wody destylowanej w temperaturze pokojowej,
wykonujac kolejne etapy pokazane w ponizszej tabeli:

0,1 g rozpuszczone w

o 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
x' ml wody

Przyblizona rozpusz- | >1000 | 1000 do | 200 do |100 do 50| 50 do 10 | 10 do 1 <1
czalno§¢ (gramy na 200 100
litr)

Po kazdym dodaniu wskazanej ilosci wody mieszaning wstrzgsa si¢ energicznie przez 10 minut i kontroluje
wzrokowo pod katem jakichkolwiek nierozpuszczalnych czesci probki. Jezeli po dodaniu 10 ml wody,
probka lub jej cze$¢ pozostajg nierozpuszczone, do$wiadczenie nalezy powtdrzyé w 100 ml cylindrze
miarowym z wigksza objetoscia wody. Przy niskiej rozpuszczalnosci czas wymagany do rozpuszczenia
substancji musi by¢ znaczaco dluzszy (co najmniej 24 h). Przyblizong rozpuszczalno$¢ podano w tabeli
pod taka objetoScia dodanej wody, w jakiej dochodzi do pelnego rozpuszczenia prébki. Jezeli substancja
jest wcigz nierozpuszczalna, nalezy zastosowaé dluzszy czas niz 24 godziny (maksymalnie 96 godzin), lub
nalezy podja¢ dalsze rozcieficzanie celem ustalenia czy moze by¢ uzyta metoda ustalania rozpuszczalno$ci
przez wymywanie kolumnowe, czy metoda kolby.

Metoda wymywania kolumnowego

Materiat nosnikowy, rozpuszczalnik i eluent

Material no$nikowy stosowany w metodzie wymywania kolumnowego powinien by¢ obojetny. Materiatami,
ktore mozna zastosowal, sa szklane prety i krzemionka. Nalezy zastosowa odpowiedni, lotny rozpusz-
czalnik o jakosci odczynnika analitycznego do naniesienia substancji badanej na material no$nikowy. Jako
eluent nalezy uzy¢ podwdjnie destylowana w szklanym lub kwarcowym przyrzadzie wode.

Uwaga:

Nie mozna stosowaé wody pochodzacej bezposrednio z wymieniacza jonowego.
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1.6.3.2.

1.6.3.3.

1.6.3.4.

Zatadowywanie materiatu nosnikowego
Odwaza si¢ okolo 600 mg materialu nosnikowego i przenosi do kolby okraglodennej o pojemnosci 50 ml.

Odpowiednig, odwazong ilo§¢ substancji badanej rozpuszcza si¢ w wybranym rozpuszczalniku. Wiasciwa
ilo§¢ niniejszego roztworu dodaje si¢ do materialu nosnikowego. Rozpuszczalnik musi zostaé catkowicie
odparowany, np. w obrotowym przyrzadzie wyparnym; w innym razie nie zostanie uzyskane nasycenie
woda noénika ze wzgledu na zjawiska podziatu na powierzchni materialu nosnikowego.

Zaladowanie materiatu no$nikowego moze stwarzaé problemy (bledne wyniki), jezeli substancja badana
ulega osadzeniu jako olej lub w innej fazie krystalicznej. Problem ten nalezy przebada¢ doswiadczalnie i
wykona¢ szczegblowe sprawozdanie.

Zaladowany material no$nikowy pozostawia si¢ do nasaczenia woda na okoto dwie godziny w okoto 5 ml
wody, a nastgpnie dodawany jest on do mikrokolumny. Alternatywnie do mikrokolumny mozna wsypaé
suchy, zaladowany material nosnikowy, a nast¢pnie wypelni¢ mikrokolumng woda i calos¢ pozostawi¢ do
uzyskania stanu réwnowagi na okoto dwie godziny.

Procedura badania

Wymywanie substancji z materialu no$nikowego mozna uzyskac jedng z dwdch metod:
— przy pomocy pompy recyrkulacyjnej (patrz rysunek 1),

— przy pomocy naczynia poziomujacego (patrz rysunek 4).

Metoda wymywania kolumnowego z pompg recyrkulacyjng
Przyrzgd

Schematyczne rozmieszczenie typowego systemu przedstawiona na rysunku 1. Odpowiednia mikrokolumna
jest pokazana na rysunku 2, dopuszczalny jest réwniez kazdy rozmiar zapewniajacy spehnienie kryteriow
powtarzalnosci i czulosci. Kolumna musi zapewni¢ przestrzen stlupa cieczy réwna co najmniej pigciu
objetosci wypehnienia wodg i powinna by¢ zdolna do utrzymania minimum pigciu prébek. Alternatywnie
jej wymiar moze by¢ zmniejszony, jezeli uzyty zostanie gotowy rozpuszczalnik zamieniajacy poczatkowe
pie¢ objetosci wypelnienia usunigtych wraz z zanieczyszczeniami.

Kolumne nalezy podlaczy¢ do pompy recyrkulacyjnej zdolnej do kontrolowanego wydatku okolo 25
ml/godz. Pompe podlacza si¢ przy pomocy polaczen z politetrafluoroetylenu (PT.EE) iflub szklanych.
Kolumna i pompa po zlozeniu powinny mie¢ wyposazenie umozliwiajace pobieranie probek odcieku i
powinny wyréwnywac przestrzen czotowa pod ci$nieniem atmosferycznym. Material wypetniajacy kolumne
musi by¢ podtrzymany malg (5 mm) zatyczka z waty szklanej, ktéra stuzy takze do odfiltrowywania
czastek. Pompa recyrkulacyjna moze by¢ na przyklad pompa perystaltyczna (nalezy uwazaé, aby nie doszlo
do zanieczyszczenia iflub adsorpcji na materiale rury) lub membranowa.

Procedura pomiarowa

Uruchamia si¢ przeplyw przez kolumne¢. Zalecane jest stosowanie szybkosci przeplywu okolo 25 ml/godz.
(odpowiada to 10 wypeieniom zloza na godzing dla opisanej tu kolumny). Objeto$¢ pierwszych pieciu
wypehient (minimum) odrzuca si¢ w celu usunigcia zanieczyszczen rozpuszczalnych w wodzie. Nastgpnie
uruchamia si¢ pompe recyrkulacyjna, az do uzyskania réwnowagi, ktéra definiuje si¢ jako pig¢ kolejnych
probek, ktorych stezenie nie rdzni si¢ o wigcej niz + 30% w spos6b losowy. Prébki te powinny zostaé od
siebie oddzielone w odstgpach czasowych odpowiadajacych przejsciu eluentu w ilosci co najmniej 10
wypehien zloza.

Metoda wymywania kolumnowego z naczyniem poziomujgcym
Przyrzgd (patrz rysunki 4 i 3)

Naczynie poziomujgce: Podlaczenie do naczynia poziomujacego wykonuje si¢ przy uzyciu szlifowanego
zlcza szklanego podlaczonego przez rurke z PTFE. Zaleca si¢ stosowanie szybkosci przeplywu okolo 25
ml/hr. Kolejne wymywane frakcje nalezy zebra¢ i wykona¢ analiz¢ wybrang metoda.

Procedura pomiarowa

Do ustalenia rozpuszczalnoéci w wodzie wykorzystuje si¢ frakcje ze $rodkowego zakresu odcieku, gdzie
stezenia sg stale (£ 30%) w co najmniej pigciu kolejnych frakcjach.
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1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

W obu przypadkach (stosujac pompe recyrkulacyjng lub naczynie poziomujace), druga seri¢ wykonuje si¢
przy polowie szybkosci przeplywu pierwszej. Jezeli wyniki obu serii s3 zgodne, badanie jest zadowalajace;
jezeli istnieje wigksza pozorna rozpuszczalno$é przy nizszej predkosci przeplywu, wtedy znowu nalezy
stosowa¢ zmniejszenie tej predkosci o polowe, az dwie kolejne serie dadza taka sama rozpuszczalno$é.

W obu przypadkach (przy uzyciu pompy recyrkulacyjnej lub naczynia poziomujacego) nalezy skontrolowaé
frakcje pod katem obecnosci substancji koloidalnej przez sprawdzenie, czy nie wystepuje efekt Tyndalla
(rozproszenie $wiatla). Obecno$¢ takich czastek czyni wyniki niewaznymi i badanie nalezy powtdrzyc,
poprawiajac dzialanie filtrujace kolumny.

Nalezy odnotowywal pH kazdej probki. Druga seri¢ oznaczen nalezy przeprowadzié w tej samej
temperaturze.

Metoda kolby

Przyrzgd

Do zastosowania metody kolby potrzebne sa nastepujace materialy:

— zwykle, laboratoryjne wyroby szklane i instrumenty,

— urzadzenie stuzgce do mieszania roztworéw w kontrolowanej, stalej temperaturze,

— wiréwka (najlepiej termostatowana), o ile jest potrzebna w przypadku emulsji, oraz

— urzadzenia do oznaczen analitycznych.

Procedura pomiarowa

Na podstawie badania wstepnego szacuje si¢ ilos¢ materialu niezbedna do nasycenia pozadanej objetosci
wody. Wymagana ilos¢ wody bedzie zaleze¢ od metody analitycznej i zakresu rozpuszczalno$ci. Do
kazdego z trzech naczyn wyposazonych w korki szklane (np. probéwek wiréwkowych, kolb) odwaza si¢
po okolo pigciokrotnosci wyzej ustalonej ilosci materiatu. Wybrang objeto$¢ wody dodaje si¢ do kazdego
naczynia, po czym naczynia nalezy szczelnie zakorkowal. Zamknigte naczynia wytrzasa si¢ nastgpnie w
temperaturze 30 °C. (Nalezy uzy¢ wytrzasarki lub mieszarki, ktéra moze dziala w stalej temperaturze, np.
magnetyczne mieszanie w laZni wodnej z temperaturg kontrolowana termostatycznie). Po jednym dniu
jedno z naczyn jest usuwane i pozostawione do ustalenia si¢ nowej réwnowagi przez 24 godziny w
temperaturze badania, przy czym od czasu do czasu nalezy je wstrzasngC. Zawarto$C naczynia poddaje si¢
nastgpnie wirowaniu w temperaturze badania i oznacza stezenie klarownej fazy wodnej przy pomocy
odpowiedniej metody analitycznej. Pozostale dwie kolby traktuje si¢ podobnie po poczatkowym ustaleniu
réwnowagi w temperaturze 30 °C przez, odpowiednio, dwa i trzy dni. Jezeli wyniki oznaczenia stezenia w
co najmniej ostatnich dwodch naczyniach cechujg si¢ wymagana odtwarzalnoscia, badanie nalezy uznaé za
zadowalajace. Cale badanie nalezy powtdrzy¢, stosujac dluzsze okresy ustalania rownowagi, jezeli wyniki
dla naczyn 1, 2 i 3 wykazuja tendencje do wzrastajacych wartosci.

Procedura pomiarowa moze by¢ réwniez wykonana bez wstepnej inkubacji w 30 °C. W celu oceny
szybkosci ustalania si¢ réwnowago nasycenia, pobierane sg prébki do chwili, gdy czas mieszania nie
wywiera juz wplywu na stezenie badanego roztworu.

Nalezy odnotowywa¢ pH kazdej prébki.

Analiza

Dla tych oznaczen najkorzystniejsza jest metoda analityczna specyficzna dla substancji, gdyz mate ilosci
rozpuszczalnych zanieczyszczen moga spowodowaé duze bledy wynikéw pomiaréw rozpuszczalnoci.
Przyktadami takich metod s3: chromatografia gazowa lub cieczowa, metody miareczkowania, metody
fotometryczne, metody woltametryczne.
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2. DANE
2.1. METODA WYMYWANIA KOLUMNOWEGO

Dla kazdej serii nalezy obliczy¢ Srednig warto$¢ dla co najmniej pieciu kolejnych prébek pobranych z
plateau nasycenia, podobnie jak odchylenie standardowe. Wyniki nalezy podaé w jednostkach masy na
objeto$¢ roztworu.

Srednie obliczone w dwdch badaniach przy réinych przeplywach sa poréwnywane i powinny mied
powtarzalno$¢ mniejsza niz 30%.

2.2. METODA KOLBY

Nalezy podaé poszczegdlne wyniki dla kazdej z trzech kolb i powinny by¢ one uznane za stale(powtarzal-
no$¢ mniejsza niz 15%), nalezy je uSredni¢ i podaé w jednostkach masy na objeto$¢ roztworu. Moze to
wymagac przeliczenia jednostek masy na jednostki objetosci, za pomocg gestosci, gdy rozpuszczalnosé jest
bardzo duza (> 100 graméw na litr).

3. SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
3.1. METODA WYMYWANIA KOLUMNOWEGO

Sprawozdanie z badai zawiera w miar¢ mozliwo$ci nastepujace informacje:

— wyniki badania wstepnego,

— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamo$¢ i zanieczyszczenia),

— poszczegdlne stezenia, predkosci przeplywu i pH kazdej prébki,

— $rednie i odchylenia standardowe dla co najmniej pigciu prébek z plateau nasycenia dla kazdej serii,
— $rednia z dwoch kolejnych, mozliwych do przyjecia serii,

— temperatura wody w czasie procesu nasycania,

— zastosowana metoda analityczna,

— charakter zastosowanego materiatu nosnikowego,

— zaladowanie materialu no$nikowego,

— zastosowany rozpuszczalnik,

— dowody niestabilnosci chemicznej substancji w trakcie badania oraz zastosowana metoda,

— wszystkie informacje stosowne dla interpretacji wynikow, szczegdlnie w odniesieniu do zanieczyszczen i
stanu fizycznego substancji.

3.2 METODA KOLBY

Sprawozdanie z badai zawiera w miar¢ mozliwo$ci nastepujace informacje:
— wyniki badania wstepnego,
— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamo$¢ i zanieczyszczenia),

— poszczegdlne oznaczenia analityczne i ich Srednia, w przypadku gdy wiecej niz jedna warto$¢ byla
oznaczana dla kazdej kolby,

— pH kazdej probki,
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— $rednia wartosci dla poszczegdlnych kolb, ktére byly zgodne,

— temperatura badania,

— zastosowana metoda analityczna,

— dowody niestabilnosci chemicznej substancji w trakcie badania oraz zastosowana metoda,

— wszystkie informacje stosowne dla interpretacji wynikow, szczegdlnie w odniesieniu do zanieczyszczen i
stanu fizycznego substancji.

LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 105, Decision of the Council C(81) 30 final.

(2) NF T 20-045 (AFNOR) (Sept. 85). Chemical products for industrial use - Determination of water
solubility of solids and liquids with low solubility - Column elution method

(3) NF T 20-046 (AFNOR) (Sept. 85). Chemical products for industrial use - Determination of water
solubility of solids and liquids with high solubility - Flask method
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Rysunek 2
Typowa mikrokolumna
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Rysunek 3
Typowa mikrokolumna
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Rysunek 4

Metoda wymywania kolumnowego z naczyniem poziomujacym

O] OJ
o0 O. co 3

1 = Naczynie poziomujace (np. 2,5 litrowa kolba)

2 = Kolumna (patrz rysunek 3)

3 = Kolektor frakcji

4 = Termostat

5 = Teflonowe rurki

6 = Szlifowane zlgcze szklane

7 = Linia wodna (pomiedzy termostatem i kolumna, $rednica wewngtrzna: okoto 8 mm)
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1.1.

1.2.

1.3.

A.8. WSPOLCZYNNIK PODZIALU

METODA
Opisana metoda ,wstrzgsania kolby” jest oparta na wytycznych OECD dotyczacych badan (1).
WPROWADZENIE

Dla wykonania niniejszego badania korzystne jest posiadanie informacji wstgpnych dotyczacych wzoru
strukturalnego, stalej dysocjacji, rozpuszczalno$ci w wodzie, hydrolizy, rozpuszczalnosci w n-oktanolu i
napigcia powierzchniowego substanciji.

Pomiary na substancjach ulegajacych jonizacji powinny by¢ wykonane tylko na ich niezjonizowanej postaci
(wolny kwas lub wolna zasada) uzyskanych przez uzycie wlasciwego buforu o pH co najmniej jedna
jednostke mniejsza (wolny kwas) lub wigkszg (wolna zasada) od pK.

Niniejsza metoda badania zawiera dwie oddzielne procedury: metoda wstrzgsania kolby i chromatografii
cieczowej wysokiej wydajnosci (HPLC). Pierwsza stosuje si¢ gdy wartos¢ log P (patrz definicje ponizej)
wypada w zakresie - 2 do 4, druga w zakresie 0 do 6. Przed przeprowadzeniem procedury do$wiadczalnej,
nalezy wpierw wstepnie uzyskaé oszacowanie wspotczynnika podziatu.

Metode wstrzasania kolby stosuje si¢ jedynie do zasadniczo czystych substangji rozpuszczalnych w wodzie i
n-oktanolu. Nie stosuje si¢ jej do materialéw powierzchniowo-czynnych (dla takich nalezy podaé warto§é
obliczong lub oszacowang oparta na rozpuszczalnosci danej substancji w n-oktanolu i w wodzie).

Metody HPLC nie stosuje si¢ dla silnych kwaséw i zasad, zwiazkéw kompleksowych metali, materialéw
powierzchniowo-czynnych lub substancji, ktére reaguja z rozpuszczalnikiem wymywajacym. Dla takich
materialéw nalezy poda¢ warto$¢ obliczong lub oszacowang oparta na rozpuszczalnosci danej substancji w
n-oktanolu i w wodzie.

Metoda HPLC jest mniej czula na obecno$¢ zanieczyszczenn w badanym zwiazku niz metoda wstrzasania
kolby. Pomimo tego, zanieczyszczenia w niektorych przypadkach moga czyni¢ interpretacje wynikow
trudng, poniewaz wyznaczenie piku jest niepewne. Dla mieszanin dajacych nieczytelne pasmo, nalezy
ustali¢ gérna i dolng granice log P.

DEFINICJA 1 JEDNOSTKI

Wspélezynnik podziatu (P) definiuje si¢ jako stosunek stezen réwnowagi (c) substancji rozpuszczonej w
ukladzie dwufazowym, skladajacym sie z dwéch zasadniczo niemieszajacych sie ze soba rozpuszczalnikdw.
W przypadku n-oktanolu i wody:

Cn-oknano]
Pow = ———
Cwody

Dlatego wspétczynnik podziatu (P) jest ilorazem dwoch stezeni, przy czym na ogél podaje si¢ go w postaci
jego logarytmu o podstawie 10 (log P).

SUBSTANCJE ODNIESIENIA
Metoda wstrzgsania kolby

Nie ma koniecznosci stosowania substancji odniesienia za kazdym razem, gdy przeprowadzane s3 badania
nowej substancji. Powinny one shuzy¢ gléwnie sprawdzeniu od czasu do czasu wydajnosci metody i
pozwoli¢ na poréwnanie wynikéw z innymi metodami.

Metoda HPLC

W celu skorelowania danych zmierzonych metodg HPLC danego zwigzku z jego wartoscia P, nalezy ustali¢
krzywa kalibracji log P w zaleznosci od danych chromatograficznych uzywajac co najmniej 6 punktéw
odniesienia. Jest zadaniem uzytkownika wybér wlasciwych substancji odniesienia. W kazdym przypadku,
gdy bedzie mozliwe, co najmniej jedna substancja odniesienia powinna posiada¢ P~ powyzej tego dla
substancji badanej, a druga powinna posiada¢ P ponizej substancji badanej. Dla wartosci log P mniejszej
niz 4, kalibracja musi by¢ oparta o dane uzyskane metodg wstrzasania kolby. Dla wartosci log P wigkszej
od 4, kalibracja powinna by¢ oparta na waznych warto$ciach literaturowych, jezeli s one zgodne z
warto$ciami wyliczonymi. Celem uzyskania lepszej dokladnosci, zalecane jest wybér takich substancji
odniesienia, ktore sg strukturalnie zblizone do badanej substangji.
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1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.5.

Rozszerzone wykazu wartosci log P~ dla wielu grup zwigzkéw chemicznych sg dostepne w pozycjach
(2)(3) literatury. Jezeli dane wspdlczynnika podziatu strukturalnie zblizonych zwigzkéw nie s3 dostgpne,
nalezy zastosowaé bardziej ogdlng kalibracje, ustalong w oparciu o inne zwigzki odniesienia.

Wykaz zalecanych substancji odniesienia i ich wartosci P_, podano w dodatku 2.

ZASADA METODY

Metoda wstrzasania kolby

W celu ustalenia wspotczynnika podzialu nalezy uzyskaé rownowage miedzy wszystkimi wchodzacymi w
interakcje skladnikami ukladu, przy czym nalezy ustali¢ stezenie substancji rozpuszczonych w dwdch
fazach. Studia w zakresie literatury na ten temat wskazujg, ze mozliwe jest uzycie kilku réznych technik dla
rozwigzania niniejszego problemu, to jest poprzez zmieszanie dwoch faz oraz kolejno ich rozdzielenie w
celu ustalenia stezenia rownowagi badanej substancji.

Metoda HPLC

HPLC jest wykonywana na kolumnach analitycznych wypetionych handlowo dostepng fazg staly zawiera-
jacg dhugo lancuchowe weglowodory (np. C,, C,) chemicznie zwigzane na krzemionce. Zwigzki chemiczne
wstrzykniete do takiej kolumny przesuwaja si¢ w niej z réznymi szybkosciami z powodu réznych stopni
ich podzialu miedzy faza ruchomg oraz weglowodorows faza stacjonarng. Mieszaniny zwigzkéw chemicz-
nych sa wymywane w kolejnoéci ich hydrofobowosci, pierwsze wymywane sa zwigzki chemiczne rozpusz-
czalne w wodzie, a na koncu zwigzki chemiczne rozpuszczalne w olejach, proporcjonalnie do ich
wspolczynnika podzialu miedzy weglowodory oraz wode. Umozliwia to uzyskanie zaleznosci miedzy
czasem retencji na takiej kolumnie (odwrécona faza) i ustalenie wspélczynnika podziatu n-oktanolfwoda.
Wspélezynnik podziatu jest wyprowadzany ze wspdtczynnika objetosci k, podanego wyrazeniem:

tR — ¢
L Sl
to

w ktorej, t, = czas retencji badanej substancji, t = Sredni czas przejicia czasteczek rozpuszczalnika przez
kolumne (czas martwy).

Nie s3 wymagane analizy ilociowe a konieczne jest tylko oznaczenie czasu wymywania.

KRYTERIA JAKOSCI

Powtarzalno$é

Metoda wstrzgsania kolby

W celu zapewnienia precyzji wspélczynnika podzialu nalezy przeprowadzi¢ dwukrotne oznaczenia w
trzech réznych warunkach badania, przy czym mozna zmienia¢ ilo$¢ oznaczanej substancji oraz stosunek
objetosci rozpuszczalnikoéw. Ustalone warto$ci wspdlczynnika podziatu wyrazone jako ich wspélne loga-
rytmy powinny zawiera¢ si¢ w przedziale £ 0,3 jednostek logarytmicznych.

Metoda HPLC

W celu zwigkszenia poziomu ufnosci pomiaru, nalezy wykonaé podwdjne oznaczenia. Wartosci log P
wyprowadzone z poszczegdlnych pomiaréw powinny miesci¢ si¢ w zakresie + 0,1 jednostek logarytmicz-
nych.
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1.5.2.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

Czulosé
Metoda wstrzgsania kolby

Zakres pomiarowy metody ustala si¢ na podstawie granicy wykrywalnoéci procedury analitycznej. Powinno
to pozwala¢ na oceng wartoéci log P~ w zakresie -2 do 4 (wyjatkowo gdy zezwalajg warunki, niniejszy
zakres moze by¢ rozszerzony do log P do 5) gdy stezenie rozpuszczenia w jednej z faz jest nie wigksze
niz 0,01 mola na litr.

Metoda HPLC
Metoda HPLC umozliwia oceng wspdlczynnika podziatu w zakresie log P od 0 do 6.

Zwykle, wspélczynnik podziatu danego zwigzku moze by¢ oszacowany z dokladnoscia w obrebie zakresu
t 1 jednostki logarytmicznej wartoSci uzyskanej z metody wstrzasania kolby. Typowe korelacje mozna
znalezé w pozycjach (4)(5)(6)(7)(8) literatury. Wyzsza dokladno$¢ mozna zwykle uzyskaé, gdy krzywe
korelagji s3 oparte na strukturalnie zblizonych zwiazkach odniesienia (9).

Specyficznos¢
Metoda wstrzgsania kolby

Prawo podzialu Nernsta obowiazuje jedynie w warunkach stalej temperatury, stalego ci$nienia i stalego pH,
w przypadku rozcieficzonych roztworéw. W sposob Scisly dotyczy czystej substancji zdyspergowanej
migdzy dwoma czystymi rozpuszczalnikami. Istnienie kilku réznych substancji rozpuszczonych w jednej
lub dwéch fazach moze wplynaé na uzyskane wyniki.

Zjawiska dysocjacji lub asocjacji rozpuszczonych czasteczek prowadza do odchylenn od prawa podziatu
Nernsta. Na takie odchylenia wskazuje fakt, Ze wspdlczynnik podzialu staje si¢ zalezny od stezenia
roztworu.

Ze wrzgledu na szereg roznych badanych stanéw réwnowagi, ta metoda badania nie powinna by¢
stosowana w odniesieniu do zwigzkéw ulegajacych jonizacji bez zastosowania korekcji. Nalezy rozwazy¢
uzycie roztworéw buforowych w miejsce wody dla takich zwigzkéw; pH buforu powinno rézne przy-
najmniej o jedng jednostke pH od pKa substancji i by¢ w zgodnosci z pH badanego $rodowiska.

OPIS METODY
Wstepna ocena wspétczynnika podziatu

Bardziej wskazana jest ocena wspélczynnika podziatu za pomocg metody obliczeniowej (patrz dodatek 1),
lub jesli stosowne, ze stosunkéw rozpuszczalno$ci badanej substancji w czystych rozpuszczalnikach (10).

Metoda wstrzgsania kolby

Przygotowanie

n-oktanol: oznaczenie wspolczynnika podziatu nalezy wykonaé przy uzyciu odczynnika jakosci analitycznej
o wysokiej czystosci.

Woda: nalezy uzy¢ wody destylowanej lub dwa razy destylowanej z przyrzadu szklanego lub kwarcowego.
Jezeli jest uzasadnione, dla zwigzkéw ulegajacych jonizacji, nalezy uzy¢ roztwordéw buforowych w miejsce
wody.

Uwaga:

Nie mozna stosowaé wody pochodzacej bezposrednio z wymieniacza jonowego.
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1.6.2.1.1.

1.6.2.1.2.

1.6.2.1.3.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.3.1.

1.6.2.3.2.

1.6.2.4.

Wstepne nasycenie rozpuszczalnikéw

Przed ustaleniem wspélczynnika podzialu wykonuje si¢ wzajemne nasycenie faz ukladu rozpuszczalnikéw
przez wytrzasanie w temperaturze prowadzenia eksperymentu. Aby to uzyskal, wygodnie jest zastosowal
wytrzgsanie dwdch duzych butli magazynowych z n-oktanolem lub woda wysokiej czystosci do analiz z
wystarczajacg iloscig drugiego rozpuszczalnika, przez 24 godziny, na mechanicznej wytrzgsarce, a nastgpnie
odstawienie ich na okres tak dlugi, aby doszlo do rozdzielenia faz i uzyskania stanu nasycenia.

Przygotowanie do badania

Cala objetos¢ ukladu dwufazowego powinna prawie wypelniaé naczynie do badania. Pomoze to w
niedopuszczeniu do utraty materialu z powodu jego ulatniania sig. Stosunek objetosciowy i ilosci
substancji, ktére nalezy zastosowad, ustala si¢ na podstawie nastgpujacych informacji:

— wstepna ocena wspélezynnika podziatu (patrz powyzej),
— minimalna ilo§¢ substancji badanej wymagana do procedury analitycznej oraz

— ograniczenie maksymalnego stezenia w kazdej z faz do 0,01 mola na litr.

Przeprowadza si¢ trzy badania. W pierwszym uzywa si¢ wyliczonej wielkosci stosunku n-oktanolu do
wody; w drugiej ten stosunek dzieli si¢ przez dwa; i w trzecim stosunek ten mnozy si¢ przez dwa (np. 1:1,
1:2, 2:1).

Substancja badana

Roztwér podstawowy przygotowuje sie w n-oktanolu wstepnie nasyconym woda. Stezenie takiego roz-
tworu podstawowego musi by¢ precyzyjnie oznaczone, przed uzyciem go w oznaczaniu wspdlczynnika
podziatu. Roztwér ten powinien by¢ przechowywany w warunkach zapewniajacych jego stabilnosé.

Warunki badania

Powinna by¢ utrzymywana stala temperatura badania (+ 1 °C) i miesci¢ si¢ w zakresie od 20 do 25 °C.

Procedura pomiarowa

Ustalenie réwnowagi podzialu

Dla kazdego z warunkéw badania nalezy przygotowaé po dwa naczynia do badan zawierajace wymagane,
dokladnie odmierzone iloci obu rozpuszczalnikéw, tacznie z niezbedng iloscia roztworu podstawowego.

Fazy n-oktanolu powinny by¢ mierzone objetoSciowo. Naczynia do badania nalezy albo ustawi¢ na
odpowiedniej wytrzgsarce albo wytrzasa¢ w rece. Przy zastosowaniu wirowania prob6éwki, zalecang metoda
jest obroci¢ szybko probéwke o okolo 180° wzgledem jej poprzecznej osi, tak by nie doprowadzi¢ do
jakiegokolwiek wzrostu ilosci powietrza w obu fazach. Doswiadczenie pokazalo, ze 50 takich obrotéw jest
zwykle wystarczajace dla ustalenia réwnowagi podziatlu. Dla pewnosci zaleca si¢ 100 obrotéw w ciagu
pieciu minut.

Rozdzielenie faz

Jezeli jest konieczne w celu rozdzielenia faz, nalezy zastosowac wirowanie mieszaniny. Do tego celu nalezy
uzy¢ wiréwki laboratoryjnej utrzymywanej w temperaturze pokojowej, badz tez, w razie wykorzystywania
wiréwki o niekontrolowanej temperaturze, nalezy zapewni¢ uzyskanie ponownego stanu rownowagi
probéwek do wiréwki w temperaturze badania na co najmniej jedna godzing przed analiza.

Analiza

W celu oznaczenia wspolczynnika podzialu konieczne jest ustalenie stezenia substancji badanej w obu
fazach. Mozna tego dokona¢ przez pobranie podwielokrotnosci kazdej z obu faz z kazdej z probéwek dla
kazdych warunkéw badania i poddanie tych podwielokrotnosci analizie ich przy uzyciu wybranej procedu-
ry. Nalezy obliczy¢ catkowita ilo§¢ substancji obecnej w obu fazach i poréwnal ja z iloScia pierwotnie
wprowadzonej substangji.
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1.6.3.

1.6.3.1.

Nalezy pobra¢ prébki fazy wodnej przy uzyciu procedury zmniejszajacej do minimum ryzyko pobrania
Sladéw n-oktanolu: do pobrania probki fazy wodnej mozna uzy¢ szklanej strzykawki z wyjmowang igly.
Strzykawka powinna zosta¢ na poczgtku czg¢Sciowo wypelniona powietrzem. Nalezy delikatnie wypchnaé
powietrze, wprowadzajac igle przez warstwe n-oktanolu. Pobiera si¢ odpowiednia objetos¢ fazy wodnej do
strzykawki. Nastepnie strzykawke szybko wyjmuje sie z roztworu i odlgcza igle. Zawarto$¢ strzykawki
mozna wykorzysta¢ jako prébke fazy wodnej. Najkorzystniej jest ustali¢ stezenie w dwoch rozdzielonych
fazach przy uzyciu metody specyficznej dla substancji. Przyktadami wlasciwych metod analitycznych sa:

— metody fotometryczne,
— chromatografia gazowa,

— wysokosprawna chromatografia cieczowa.

Metoda HPLC

Przygotowanie
Przyrzgd

Wymagany jest chromatograf cieczowy, wyposazony w bez impulsowa pompe i odpowiednie urzadzenie
do wykrywania. Zalecane jest uzycie zaworu wtryskowego z obiegiem wtrysku. Obecno$¢ grup polarnych
w fazie stacjonarnej moze powaznie zaktoci¢ dziatanie kolumny HPLC. Zatem fazy stacjonarne powinny
posiada¢ minimalng zawarto$¢ grup polarnych (11). Mozna stosowaé dostgpne w handlu mikroczgsteczko-
we wypehienia dla fazy odwréconej lub gotowe wypelnione kolumny. Kolumna ochronna powinna by¢
umieszczona migdzy systemem wirysku a kolumng analityczng.

Faza ruchoma

Do przygotowania rozpuszczalnika wymywajacego, odgazowywanego przed uzyciem. uzywa si¢ metanolu
oraz wody o czystosci HPLC. Wykorzystuje si¢ elucje izokratyczna. Nalezy zastosowaé stosunki metanol/-
woda o minimalnej zawartoSci wody 25%. Mieszanina metanol-woda o typowym stosunku 3:1 (obj.) jest
zadawalajagca do wymywania zwiazkéw o log p 6 w ciagu jednej godziny, przy szybkosci przeplywu 1
ml/mm. Dla zwiagzkéw o wysokim log P it moze by¢ konieczne skrécenie czasu elucji (oraz zwigzkéw
odniesienia) poprzez zmniejszenie polarnosci fazy ruchomej lub dlugosci kolumny.

Substancje o bardzo niskiej rozpuszczalno$ci w n-oktanolu wykazuja tendencj¢ do dawania nienormalnie
niskich wartosci log PO przy metodzie HPLC; piki takich zwigzkéw czasem towarzysza czolu rozpusz-
czalnika. Zjawisko to jest prawdopodobnie zwigzane z faktem, ze proces podzialu jest za powolny do
uzyskania réwnowagi w czasie branym pod uwage przy zwyklym rozdzielaniu metoda HPLC. Zmniejszenie
szybkosci przeptywu iflub obnizenie stosunku metanol/woda moze by¢ zatem w tym przypadku skuteczne
do osiagnigcia rzeczywistej wartosci.

Zwiazki badane i odniesienia musza by¢ rozpuszczalne w fazie ruchomej w stezeniach wystarczajacych do
umozliwienia ich wykrycia. Tylko w wyjatkowych przypadkach mozna zastosowaé dodatki do mieszaniny
metanol/woda, poniewaz dodatki zmieniaja wiasciwosci kolumny. Dla chromatograméw z dodatkami
obowiazkowe jest uzycie oddzielnej kolumny tego samego typu. Jesli uklad metanol-woda nie jest
odpowiedni, mozna uzy¢ innych mieszanin organicznych rozpuszczalnikéw, na przyklad etanol-woda lub
acetonitryl - woda.

Warto$¢ pH eluentu jest krytyczna dla zwigzkéw ulegajacych jonizacji. Powinno by¢ ono w obrebie zakresu
roboczego pH kolumny, ktére zwykle wynosi migdzy 2 i 8. Zalecane jest buforowanie. Nalezy zachowad
ostrozno$¢, aby nie dopuci¢ do wytrgcania si¢ soli i zniszczenia kolumny, co zachodzi dla niektérych
mieszanin faza organiczna/bufor. Pomiary HPLC faz stacjonarnych opartych na krzemionce powyzej pH 8
nie sg polecane, gdyz uzycie zasadowej fazy ruchomej powoduje gwaltowne pogorszenie si¢ wydajnosci
kolumny.

Substandje rozpuszczone

Zwigzki odniesienia powinny by¢ o najwyzszej dostgpnej czystosci. Zwigzki uzywane do celéw badania lub
kalibracji sa rozpuszczone, o ile to mozliwe, w fazie ruchomej.

Warunki badania

Temperatura w trakcie wykonywania pomiaréw nie moze zmieniac si¢ wigcej niz + 2 K.
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1.6.3.2.

Pomiar
Obliczenie czasu martwego t,

Czas martwy t ustala si¢ albo przez zastosowanie szeregéw homologicznych (np. n-alkilometyloketonéw)
albo nieustalonych zwiazkéw organicznych (np. tiomocznik lub formamid). Dla obliczenia czasu martwego
t z uzyciem szeregéw homologicznych, zestaw co najmniej siedmiu reprezentantéw szeregu jest wtryski-
wany i oznacza si¢ poszczegdlne czasy retencji. Wstepne czasy retencji t(n + 1) s wykreslane w funkcji
t(n), oraz punkt przecigcia a oraz nachylenie b réwnania regresji:

Tr(nc ey @ +b tr(nc)

sq ustalane (n_ = ilo§¢ atoméw wegla). Czas martwy t_jest zatem dany przez:

t = a/(-b)

Krzywa kalibracji

Nastepnym krokiem jest sporzadzenie wykresu korelacji wartosci log k w zaleznosci od log P dla
wlasciwych zwigzkow odniesienia. W praktyce, zestaw migdzy 5 a 10 standartowych zwiazkéw odniesienia,
ktorych log P jest wokot oczekiwanego zakresu jest kolejno wtryskiwany i oznaczane sa czasy retendji,
najkorzystniej przez integrator rejestrujacy podlaczony do systemu detekcji. Odpowiadajace logarytmy
masowych stosunkéw podzialéw, log k, sa wyliczane i wykre$lane w funkcji log P ustalonego metoda
wstrzgsania kolby. Kalibracja jest prowadzona w regularnych odstgpach czasu, co najmniej raz dziennie, tak
aby mozliwe zmiany wydajnosci kolumny mogly by¢ akceptowane.

Oznaczanie masowego stosunku podziatu badanej substandji

Badana substancja jest wtryskiwana do tak malej ilosci fazy ruchomej jak to mozliwe. Oznacza si¢ czas
retencji (podwdjnie), pozwalajgcy na obliczenie masowego stosunku podziatu k. Z wykresu korelacji
zwigzkéw odniesienia, mozna interpolowaé wspolczynnik podzialu badanej substancji. Dla bardzo niskich
oraz dla bardzo wysokich wspdlczynnikéw podzialu, konieczna jest ekstrapolacja. W tych przypadkach
nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage na granice ufnosci linii regresji.

DANE
Metoda wstrzgsania kolby

Niezawodno$¢ ustalonych wartosci P mozna sprawdzi¢ przez poréwnanie Srednich wynikéw dwukrotnych
oznaczen ze $rednia wszystkich wynikow.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miarg mozliwosci nastepujace informacje:
— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamo$¢ i zanieczyszczenia),

— tam gdzie metody nie nadajg si¢ do zastosowania (np. dla materialéw powierzchniowo czynnych),
nalezy przedstawi¢ obliczong lub oszacowang warto$¢ w oparciu o poszczegélne rozpuszczalnodci w n-
oktanolu i wodzie.

— Nalezy poda¢ wszystkie informacje i uwagi istotne dla interpretacji wynikéw, w szczegélnosci w
odniesieniu do zanieczyszczen i stanu skupienia substancji.

Dla metody wstrzgsania kolby:

— wynik wstepnej oceny, o ile wykonano,

— temperatura oznaczania,

— dane na temat procedur analitycznych zastosowanych do oznaczenia stezen.
— czas i szybko§¢ wirowania, o ile zastosowano,

— zmierzone stezenia w obu fazach dla kazdego oznaczenia (co oznacza ze calkowita liczba 12 stezen
znajdzie si¢ w sprawozdaniu),
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waga substancji badanej, objeto$¢ kazdej fazy zastosowanej w kazdym naczyniu oraz catkowita
obliczona objeto$¢ substancji badanej obecnej w kazdej z faz po uzyskaniu stanu réwnowagi.

nalezy podal obliczone wartoSci wspolczynnika podzialu (P) oraz $redniej dla kazdego zestawu
warunkoéw badania, podobnie jak S$rednie z wszystkich oznaczen. W przypadku gdy istnieja dane
przemawiajace za zaleznoscig wspotczynnika podzialu od stezenia, nalezy to odnotowaé w sprawozda-
niu.

nalezy poda¢ odchylenia standardowe poszczegblnych wartoéci P ponad ich $rednig,

$rednie wartosci P uzyskane na podstawie wszystkich oznaczeri nalezy takze podaé jako ich logarytm (o
podstawie 10).

teoretyczne obliczenie P gdy warto$¢ ta zostala oznaczona lub gdy zmierzona wartos¢ jest > 10%,
pH uzywanej wody oraz fazy wodnej w czasie trwania eksperymentu,

jezeli uzywane sg bufory, nalezy poda¢ uzasadnienie dla ich uzycia w miejsce wody, sktad, stezenia i pH
buforéw, pH fazy wodnej przed i po eksperymencie.

Dla metody HPLC:

wynik wstepnej oceny, o ile wykonano,

substancje badane i odniesienia, oraz ich czysto$¢,

zakres temperatury oznaczefl,

pH przy ktérym wykonano oznaczenia,

szczegbly kolumn analitycznej i ochronnej, fazy ruchomej i Srodkéw detekeji,
dane retencji oraz literaturowe wartoSci log P dla zwigzkéw odniesienia uzytych w kalibracj,
szczegbly dopasowania linii regresji (log k w zaleznosci od log P),

dane $redniej retengji i interpolowana warto$¢ log P badanego zwiazku,

opis wyposazenia i warunki pracy,

profile wymywania,

ilo§¢ badan oraz substancje odniesienia substancji wprowadzonych do kolumny,

czas martwy i sposéb jego pomiaru.
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Dodatek 1

Metody obliczenia/szacowania
WPROWADZENIE

Ogolne wprowadzenie do metod obliczeniowych, dane i przyklady sa przedstawione w pozycji ,Handbook
of Chemical Property Estimation Methods” (a).

Stosuje si¢ obliczong warto$¢ P_:

— w celu zadecydowania ktéra z metod doswiadczalnych jest wlasciwa (zakres metody wstrzasania kolby:
log P, : -2 do 4, zakres metody HPLC: log P_: 0 do 6),

— do wyboru wiasciwych warunkéw badania (np. substancji odniesienia dla procedur HPLC, stosunek
objetosci n-oktanolu do wody dla metody wytrzasania kolby),

— jako wewngtrzne laboratoryjne sprawdzenie mozliwych bledow doswiadczalnych,

— dla uzyskania oszacowanej P w przypadkach, gdy z przyczyn technicznych metody doswiadczalne nie
mogg by¢ zastosowane.

METODA SZACOWANIA
Wstepne oszacowanie wspdlczynnika podziatu

Warto$¢ wspdlczynnika podzialu moze by¢ oszacowana stosujgc rozpuszczalnoSci badanej substancji w
czystych rozpuszezalnikach:

Do tego:

Pszacowanic = f
nasycenieyoda

METODY OBLICZEN
Zasada metod obliczeniowych

Wszystkie metody obliczeniowe sg oparte o formalna fragmentacje czasteczki na odpowiednie podstruktury
dla ktérych pewne przyrosty log P, ~sa znane. log P calej czasteczki jest nastgpnie obliczany jako suma
warto$ci odpowiadajac jej fragmentom plus suma skladnikéw korekcji dla oddzialywan wewnatrzczastecz-
kowych.
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Wykaz stalych fragmentéw i skladnikow korekcji sa dostgpne w pozycjach (b)(c)(d)(e) literatury. Niektére sa
regularnie aktualizowane (b).

Kryteria jako$ci

Ogolnie, wiarygodno$¢ metod obliczeniowych obniza si¢ ze wzrostem zlozonosci badanych zwigzkéw. W
przypadku prostych czasteczek o niskiej masie czasteczkowej i jednej lub dwu grupach funkcyjnych, mozna
oczekiwaé odchylenia od 0,1 do 0,3 jednostek log P miedzy wynikami réznych metod fragmentaryzacji i
warto§ciami pomierzonymi. W przypadku bardziej zlozonych czasteczek margines bledu moze byé
wigkszy. Zalezy to od rzetelnosci i dostepnosci stalych fragmentu, jak réwniez zdolnosci rozpoznania
oddzialywan wewnatrzczasteczkowych (np. wigzania wodorowe) i poprawnosci uzycia skladnikéw korekeji
(oprocz probleméw z oprogramowaniem komputerowym CLOGP-3) (b). W przypadku zwigzkéw zjonizo-
wanych wazne jest wlasciwe rozwazenie tadunku lub stopnia jonizacji.

Procedury obliczefi
n-Metoda Hanscha

Oryginalna stala podstawienia hydrofobowego, wprowadzona przez Fujita i wspolpracownikow (f) jest
zdefiniowana jako:

n =1g P (PhX) - Ig P (PhH)
gdzie P (PhX) jest wspotczynnikiem podziatu pochodnej aromatycznej, a P (PhH) zwiazku macierzystego
eg. m,=1gP (CHC)-IgP (CH)
=284- 213 =0,71).

Zgodnie z ta definicja n-metoda stosowana jest gléwnie dla podstawienia aromatycznego. n-wartosci dla
wiekszej liczby podstawnikéw zostalo stabelaryzowane w pozycjach (b)(c)(d) literatury. Sa one stosowane
dla obliczen log P czasteczek aromatycznych lub podstruktur,

Metoda Rekkera

Zgodnie z Rekkerem (g), wartos¢ log P_ jest obliczana jak nastepuje:

log Poyw = Z aif; + Z Warunki oddzialywania

gdzie f, reprezentuje réine stale fragmentéw czasteczki, natomiast a, czgstotliwos¢ ich wystepowania w
badanej czasteczce. Skladniki korekcji moga by¢ wyrazone jako catkowita wielokrotno$¢ pojedynczej stalej
C, (tak zwana ,stala magiczna”). Stale fragmentu f, i C_ zostaly ustalone z wykazu 1 054 doswiadczalnych
wartosci P (825 zwiazkéw) poprzez wielokrotng anafize; regresyjng (c)(h). Ustalenie skladnikéw oddzialy-
wan przeprowadzono zgodnie z zestawem zasad opisanych w pozycjach (e)(h)(i) literatury.

Metoda Hansch-Leo

Zgodnie z Hansch i Leo (c), warto$¢ log P jest obliczana z:

log Pow = Zaifi + ZbiFi
i j

gdzie f przedstawia rézne stale fragmentu czasteczkowego, F. skladniki korekcji oraz a, b, odpowiadajace
czgstotliwosci wystepowania. Wyprowadzony z doswiadczalnych wartosci P, wykaz atomowych i frag-
mentoéw grup wartosci, oraz wykaz skladnikéw korekcji F (tak zwanych ,wspélczynnikéw”) zostaly
ustalone metoda préb i bledow. Skladniki korekeji zostaly uporzadkowane w kilka réznych klas (a)(c).
Wzigcie pod uwage wszystkich zasad i skladnikéw korekeji jest wzglednie skomplikowane i zuzywajace
czas. Opracowano pakiet oprogramowania (b).
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Metoda polgczona

Obliczenie log P_, zlozonych czasteczek moze by¢ znaczaco poprawione, jezeli czgsteczka zostanie
rozcigta w wigksze podstruktury dla ktérych godne zaufania wartosci log P sa dostgpne, albo z tabeli z
pozycji (b)(c) albo z whasnych pomiaréw. Takie fragmenty (np. heterocykle, antrachinon, azobenzen) moga
by¢ zatem polaczone z wartodciami m Hanscha lub ze stalymi fragmentéw Rekkera lub Leo.

Uwagi:

(i) Metody obliczeniowe moga by¢ stosowane tylko do czg¢sciowo lub catkowicie zjonizowanych zwigz-
kéw, gdzie mozliwe jest branie pod uwage koniecznych wspotezynnikéw korekeji.

(ii) Jezeli mozna zalozy¢ wewnatrzczgsteczkowe wigzania wodorowe, odpowiadajace skladniki korekgji (od
okolo + 0,6 do + 1,0 log P_, jednostek) musza by¢ dodane (a). Wskazania obecnosci takich wigzan
mozna uzyskaé z przestrzennych modeli lub danych spektroskopowych czasteczki.

(iii) Jezeli jest mozliwe wystepowanie kilku postaci tautomerycznych, podstawa do oblicze powinna by¢
najbardziej prawdopodobna postac.

(iv) Nalezy starannie prowadzi¢ weryfikacje wykazu stalych dla fragmentéw.
Sprawozdanie

Jezeli stosuje si¢ metody obliczeniajoceny, raport z badan powinien, o ile to mozliwe, zawiera¢ nastg¢pujace
informagje:

— opis substangji (mieszanina, zanieczyszczenia, itp.),

— wskazanie wszystkich mozliwych wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych, dysocjacji, fadunku i
wszystkich innych niezwyktych oddzialywan (np. tautomeria),

— opis metody obliczenia,

— identyfikacja lub zas6b bazy danych,

— cechy wyrdzniajace wyboru fragmentéw,
— pelna dokumentacja obliczenia.
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Dodatek 2

Zalecane substancje odniesienia dla metody HPLC

Nr substancja odniesienia log P pKa
1 2-butanon 0,3
2 4-acetylopirydyna 0,5
3 anilina 0,9
4 acetanilid 1,0
5 alkohol benzylowy 1,1
6 p-metoksyfenol 1,3 pKa = 10,26
7 kwas fenoksyoctowy 1,4 pKa = 3,12
8 fenol 1,5 pKa = 9,92
9 2,4-dinitrofenol 1,5 pKa = 3,96
10 benzonitryl 1,6
11 fenyloacetonitryl 1,6
12 alkohol 4-metylobenzylowy 1,6
13 acetofenon 1,7
14 2-nitrofenol 1,8 pKa = 7,17
15 kwas 3-nitrobenzoesowy 1,8 pKa = 3,47
16 4-chloroanilina 1,8 pKa = 4,15
17 nitrobenzen 1,9
18 alkohol cynamonowy 1,9
19 kwas benzoesowy 1,9 pKa = 4,19
20 p-krezol 1,9 pKa = 10,17
21 kwas Cynamonowy 2,1 pKa = 3,89 cis 4,44 trans
22 anizol 2,1
23 benzoesan metylu 2,1
24 benzen 2,1
25 kwas 3-metylobenzoesowy 2,4 pKa = 4,27
26 4-chlorofenol 2,4 pKa = 9,1
27 trichloroetylen 2.4
28 atrazyna 2,6
29 benzoesan etylu 2,6
30 2,6-dichlorobenzonitryl 2,6
31 kwas 3-chlorobenzoesowy 2,7 pKa = 3,82
32 toluen 2,7
33 1-naftol 2,7 pKa = 9,34
34 2,3-dichloroanilina 2,8
35 chlorobenzen 2,8
36 allilofenyloeter 2,9
37 bromobenzen 3,0
38 etylobenzen 3,2
39 benzofenon 3,2
40 4-fenylofenol 3,2 pKa = 9,54
41 tymol 3,3
42 1,4-dichlorobenzen 3,4
43 difenyloamina 3,4 pKa = 0,79
44 naftalen 3,6
45 benzoesan fenylu 3,6
46 izopropylobenzen 3,7
47 2,4,6-trichlorofenol 3,7 pKa =6
48 bifenyl 4,0
49 benzoesan benzylu 4,0
50 2,4-dinitro-6-sec-butylofenol 4.1
51 1,2,4-trichlorobenzen 4,2
52 kwas dodekanowy 4,2
53 difenyloeter 4,2
54 n-butylobenzen 4,5
55 fenantren 4,5
56 fluoranten 4,7
57 dibenzyl 4,8
58 2,6-difenylopirydyna 49
59 trifenyloamina 5,7
60 DDT 6,2
Inne substancje odniesienia o niskim log P_
1 kwas nikotynowy -0,07
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

A.9. TEMPERATURA ZAPLONU

METODA
WPROWADZENIE

Jest uzyteczne posiadanie wstepnych informacji na temat zapalnoSci substancji przed przeprowadzeniem
niniejszego badania. Procedura badania jest odpowiednia dla cieklych substancji, ktére moga by¢ zapalone
zrédtem zaptonu. Metody badania zamieszczone w niniejszym tekScie sa godne zaufania tylko dla zakresow
zaplonu, ktére sa wyszczegdlnione w pojedynczych metodach.

Przy wyborze stosowanej metody nalezy rozwazy¢ mozliwo$¢ chemicznych reakgji substancja a uchwytem
probki.

DEFINICJE I JEDNOSTKI

Temperatura zaplonu jest najnizsza temperatura, skorygowang do ci$nienia 101,325 kPa, w ktorej ciecz
wydziela pary, w warunkach okreSlonych w metodzie badania, w takiej iloSci, Ze wytwarzana jest
mieszanina palna para/powietrze w naczyniu badawczym.

Jednostki: °C

t=T- 273,15
(tw°CiTw°K)
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Nie ma koniecznosci stosowania substancji odniesienia za kazdym razem, gdy przeprowadzane sa badania
nowej substancji. Powinny one stuzy¢ gléwnie sprawdzeniu od czasu do czasu wydajnosci metody i
pozwoli¢ na poréwnanie wynikéw z innymi metodami.

ZASADA METODY

Substancja jest umieszczana w naczyniu badawczym i podgrzewana lub chlodzona to temperatury badania
zgodnej z procedura opisang w indywidualnej metodzie badania. Proby zaplonu s przeprowadzane w celu
stwierdzenia, czy lub nie probka zaplonie w temperaturze badania.

KRYTERIA JAKOSCI
Powtarzalno$é

Powtarzalno$¢ zmienia si¢ zgodnie z zakresem temperatury zaplonu i zastosowanej metody badania;
maksymalnie 2 °C.

Czulosé
Czulo$¢ zalezy od zastosowanej metody badania.
Specyficznos¢

Specyficzno$¢ niektorych metod badania jest ograniczona do niektérych amplitud temperatury zaptonu i
zalezy od cech samej substancji (np. wysoka lepkosé).

OPIS METODY
Przygotowania
Prébka badanej substancji jest umieszczana w przyrzadzie badawczym zgodnie z 1.6.3.1 iflub 1.6.3.2.

Dla bezpieczeristwa zalecane jest, by w metodzie uzywa¢ probki o malej licznosci. Okoto 2 cm’ stosuje si¢
dla substancji wysokoenergetycznych lub toksycznych.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Warunki badania

Przyrzad powinien, tak dalece jak jest to zgodne z bezpieczefistwem, by¢ umieszczony w pozycji wolnej od
przeciaggéw powietrza.

Przeprowadzenie badania

Metoda réwnowagi

Patrz: ISO 1516, ISO 3680, ISO 1523, ISO 3679.

Metoda nierdwnowagi

Przyrzgd Abela:

Patrz: BS 2000 czgs¢ 170, NF M07-011, NF T66-009.
Przyrzgd Abel-Pensky:

Patrz: EN 57, DIN 51755 czg$¢ 1 (dla temperatur od 5 do 65 °C), DIN 51755 cze$¢ 2 (dla temperatur
ponizej 5 °C), NF M07-036.

Przyrzqd Tag:

Patrz: ASTM D 56.

Przyrzqd Pensky-Martens:

Patrz: ISO 2719, EN 11, DIN 51758, ASTM D 93, BS 2000-34, NF M07-019.
Uwagi:

Jezeli temperatura zaplonu, oznaczona metoda nieréwnowagi, wedlug 1.6.3.2., wynosi 0 + 2 °C, 21 = 2
°C lub 55 + 2 °C, nalezy je potwierdzi¢ metoda réwnowagi, stosujac ten sam przyrzad.

Tylko te metody, ktére podaja temperature jako temperaturg zaptonu, stosuje si¢ do zgloszenia.

Dla oznaczenia temperatury zaplonu lepkich cieczy (farby, gumy oraz podobne) zawierajacych rozpusz-
czalniki, mozna uzywac tylko przyrzadéw i metod badan stosownych dla oznaczania temperatury zaptonu
cieczy lepkich.

Patrz: ISO 3679, ISO 3680, ISO 1523, DIN 53213 czesé¢ 1.
DANE
SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badai zawiera w miar¢ mozliwo$ci nastgpujace informacje:

— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamoS¢ i zanieczyszczenia),

— stwierdzenie zastosowania danej metody, jak réwniez o wszystkich mozliwych odchyleniach,
— wynikach i wszystkich dodatkowych uwagach dotyczacych interpretacji wynikow.
LITERATURA

Brak.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

A.10. ZAPALNOSC (CIALA STALE)

METODA
WPROWADZENIE

Dla przeprowadzenia badania przydatne jest posiadanie wstepnych informacji na temat ewentualnych
wlasciwosci wybuchowych substancji.

Niniejsze badanie nalezy stosowac jedynie do substancji sproszkowanych, ziarnistych i pastopodobnych.

Aby nie uwzgledniaé wszystkich substancji, ktére mozna zapali¢, a tylko te ktére pala sie szybko lub te,
ktorych zachowanie si¢ przy spalaniu jest z jakichkolwiek wzgledow szczegdlnie niebezpieczne, jedynie
substancje, ktérych szybkos§¢ spalania przekracza pewne warto$ci graniczne, uwaza si¢ za wysoce latwo-
palne.

Jest szczegolnie niebezpieczne, jezeli inkandescencja rozchodzi si¢ poprzez proszek metalu, z powodu
trudnosci z ugaszeniem ognia. Proszki metali nalezy uzna¢ za wysoce latwopalne, jezeli podtrzymuja one
rozszerzanie inkandescencji w masie w czasie okrelonego czasu.

DEFINICJA I JEDNOSTKI

Czas spalania jest wyrazony w sekundach.
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Nie wyszczegdlniono.

ZASADA METODY

Substancja jest formowana w nieprzerwang wstege lub proszkowa smuge o dlugosci okolo 250 mm i
przeprowadza si¢ wstepne badanie klasyfikacyjne do okreslenia, czy zachodzi zaplon przez plomient gazu,
rozprzestrzenianie przez przypalanie ptomieniem lub tlenie si¢. Jezeli zachodzi rozprzestrzenianie ponad
200 mm w sformowanym materiale w obrebie okreSlonego czasu, przeprowadzany jest program pelnego
badania w celu okreSlenia szybkosci spalania.

KRYTERIA JAKOSCI

Nie ustalono.

OPIS METODY

Wstepne badanie klasyfikacyjne

Substancja jest formowana w nieprzerwang wstege lub proszkowa smuge o dlugosci okoto 250 mm, 20
mm szerokosci i 10 mm wysoko$ci na niepalnej, nieporowatej plycie bazowej o niskim przewodnictwie
ciepla.

Goracym plomieniem palnika gazowego(minimalna $rednica 5mm), dziala si¢ na jeden z koncoéw smugi
proszku do momentu zapalenia si¢ proszku lub przez maksimum 2 minuty (5 minut dla proszkéw metali
lub stopéw metali). Nalezy zanotowaé czy spalanie rozchodzi wzdluz 200mm smugi w obrebie czasu
badania 4 minut (lub 40 minut dla proszkéw metali). Jezeli substancja nie zapala si¢ i nie podtrzymuje
spalania albo przez spalanie z plomieniem lub z tleniem si¢ wzdluz 200 mm smugi proszku w obrebie
czasu 4 minut (lub 40 minut) czasu trwania badania, wtedy substancji nie uwaza si¢ za wysoce fatwopalng
i dalsze badania nie s3 wymagane. Jezeli substancja podtrzymuje spalenie si¢ smugi proszku dlugosci 200
mm w czasie mniejszym od 4 minut, lub mniejszym od 40 minut dla proszkéw metali, nalezy
przeprowadzi¢ procedure nizej opisana (ppkt 1.6.2. i nastgpne).
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

3.1.

3.2

Badanie szybkosci spalania

Przygotowanie

Sproszkowanymi lub ziarnistymi substancjami swobodnie napelnia si¢ form¢ dluga na 250 mm, o
tréjkatnym przekroju wewnetrznej wysokosci 10 mm i szerokosci 20 mm. Z obu stron formy, w kierunku
wzdluznym, montuje si¢ dwie metalowe plyty z ograniczeniami poprzecznymi, ktore wystaja 2 mm poza
gérng krawedZ obszaru przekroju tréjkatnego (rysunek). Forme zrzuca si¢ nastgpnie trzykrotnie z
wysoko$ci 2 ¢cm na twarda powierzchni¢. W razie potrzeby napelnia si¢ wtedy form¢ ponownie.
Poprzeczne ograniczenia sg nastgpnie zdejmowane, i zeskrobuje nadmiar substancji. Plyt¢ bazowa, niepalng,
nieporowata i o niskim przewodnictwie cieplnym, umieszcza si¢ na gorze formy, przyrzad odwraca si¢ i
zdejmuje forme.

Substancjami pastopodobnymi powleka si¢ w postaci liny o dtugosci 250 mm i przekroju okolo 1 cm?,
niepalng, nieporowatg i o niskim przewodnictwie cieplnym plyte bazowa.

Warunki badania

W przypadku substancji wrazliwych na wilgo¢ badanie nalezy przeprowadzi¢ jak najszybciej po ich wyjeciu
z pojemnika.

Przeprowadzenie badania
Ustawic¢ stos w kierunku prostopadlym do ciagu powietrza w szafie wyciagowej.

Szybko$¢ przeplywu powietrza powinna by¢ wystarczajaca do zapobiezenia przedostaniu si¢ dymu do
laboratorium i nie powinna by¢ zmieniana w trakcie badania. Wokét przyrzadu nalezy ustawi¢ ekran
chroniacy przed ciggiem powietrza.

Stosuje si¢ goracy plomien z palnika gazowego(minimalna $rednica 5 mm) do zapalenia z jednego konca
stosu. Gdy stos spali si¢ na dlugosci 80 mm, na nastepnych 100 mm mierzy si¢ szybko§¢ spalania. Badanie
przeprowadza si¢ sze$¢ razy, uzywajac za kazdym razem czysta, chlodng plyte, niezaleznie od wcze$niej
obserwowanego pozytywnego wyniku.

DANE

Instotne z punktu widzenia oceny sa czas spalania z wstgpnego badania klasyfikacyjnego (1.6.1.) i
najkrétszy z szeSciu zbadanych (1.6.2.3) czas spalania.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miarg mozliwosci nastepujace informacje:

— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamo$¢ i zanieczyszczenia),

— opis substancji badanej i jej stanu fizycznego, w tym zawartosci wilgoci,

— wyniki z wstgpnego badania klasyfikacyjnego i z badania szybkosci spalania jesli przeprowadzono,
— wszelkie dodatkowe uwagi istotne dla interpretacji wynikéw.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Sproszkowane, ziarniste lub pastopodobne substancje sg uwazane za wysoce latwopalne, jezeli czas spalania
w jakimkolwiek badaniu przeprowadzonym zgodnie z procedurg opisang w 1.6.2 jest mniejszy niz 45
sekund. Proszki metali lub stopéw metali, uwaza si¢ za wysoce latwopalne jezeli zapalajg si¢ i plomiert lub
strefa reakcji rozszerza si¢ w calej probce w czasie 10 minut lub mniejszym.

LITERATURA

(1) NF T 20-042 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of flammability of solids.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

A.11. ZAPALNOSC (GAZY)

METODA
WPROWADZENIE

Niniejsza metoda pozwala na oznaczenie czy gazy zmieszane z powietrzem w temperaturze pokojowej
(okoto 20 °C) i pod ci$nieniem atmosferycznym sa palne, a jesli tak, to w jakim zakresie stezeri. Mieszaniny
badanego gazu z powietrzem we wzrastajacym stezeniu poddaje si¢ dziataniu iskry elektrycznej i obserwuje
si¢, czy dochodzi do zaptonu.

DEFINICJA I JEDNOSTKI

Zakres palnosci to zakres stezenia mig¢dzy dolng i gérng granica wybuchowosci. Dolna i gérna granica
wybuchowosci to granice stezenia palnego gazu zmieszanego z powietrzem, przy ktorych nie dochodzi do
propagacji plomienia.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA
Nie wyszczegdlniono.
ZASADA METODY

Stezenie gazu w powietrzu zwigksza si¢ w kolejnych etapach, przy czym na kazdym etapie mieszaning t¢
poddaje si¢ dzialaniu iskry elektryczne;j.

KRYTERIA JAKOSCI
Nie ustalono.

OPIS METODY
Przyrzad

Naczynie do badania to prosty cylinder szklany o minimalnej Srednicy wewngtrznej wynoszacej 50 mm i
minimalnej wysokosci 300 mm. Elektrody zaplonowe sa umieszczone w odleglosci 3 do 5 mm od siebie,
60 mm ponad dnem cylindra. Cylinder jest wyposazony w otwér dekompresyjny. Przyrzad musi by¢
ostoniety w taki sposéb, aby ograniczy¢ wszelkie szkody zwigzane z ewentualnym wybuchem.

Iskra o stalej indukcji o czasie trwania 0,5 sek., generowana z wysokonapigciowego transformatora o
napieciu wyjsciowym od 10 do 15 kV (maksymalna moc zasilajaca 300 W), stosowana jest jako Zrédio
zaplonu. Przyklad odpowiedniego przyrzadu opisano w pozycji (2) literatury.

Warunki badania
Badanie nalezy wykona¢ w temperaturze pokojowej (okoto 20 °C).
Przeprowadzenie badania

Przy uzyciu pomp dozujacych do szklanego cylindra wprowadza si¢ znane stgzenia gazu w powietrzu.
Przez mieszaning przepuszcza si¢ iskre i obserwuje si¢, czy od zrédla zaptonu oddzieli si¢ ptomien i czy
bedzie on ulegaé niezaleznej propagacji. Stezenie gazu zmienia si¢ etapowo o 1% obj., az dojdzie do
zaplonu w sposGb opisany powyzej.
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Jezeli budowa chemiczna gazu wskazuje, ze moze on by¢ niepalny, a sklad mieszaniny stechiometrycznej z
powietrzem moze by¢ obliczony, nalezy zbada¢ tylko mieszaniny w zakresie 10% ponizej skladu
stechiometrycznego oraz 10% powyzej tego sktadu, w krokach co 1%.

2. DANE
Jedyna istotna informacja dla ustalenia omawianej wlasciwosci jest informacja na temat propagacji
plomienia.

3. SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badai zawiera w miar¢ mozliwo$ci nastepujace informacje:
— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamo$¢ i zanieczyszczenia),

— opis zastosowanego przyrzadu, z podaniem wymiaréw

— temperatura w ktérej wykonano badanie,

— stezenia badane i uzyskane wyniki,

— wynik badania: gaz niepalny lub gaz wysoce latwopalny,

— jezeli ustalono, Ze gaz jest niepalny, nalezy wtedy potwierdzi¢ zakres stezenia w ktérym badano go w
odstepach co 1%,

— nalezy przedstawi¢ wszelkie informacje i uwagi istotne dla interpretacji wynikow.
4. LITERATURA

(1) NF T 20-041 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of
gases.

(2) W.Berthold, D.Conrad, T.Grewer, H.Grosse-Wortmann, T.Redeker und H.Schacke. ‘Entwicklung einer
Standard-Apparatur zur Messung von Explosionsgrenzen’. Chem.-Ing.-Tech. 1984, vol 56, 2, 126-127.
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

A.12. ZAPALNOSC (W KONTAKCIE Z WODA)

METODA
WPROWADZENIE

Niniejsza metod¢ badania mozna wykorzystywaé do ustalenia, czy reakcja substancji z woda prowadzi do
tworzenia si¢ niebezpiecznych ilosci gazu lub gazéw, ktére moga by¢ wysoce tatwopalne.

Metode badania mozna stosowaé w odniesieniu zaréwno do ciat stalych, jak i cieczy. Metoda ta nie ma
zastosowania do substancji, ktore ulegaja spontanicznemu zaplonowi w kontakcie z powietrzem.

DEFINICJE I JEDNOSTKI

Wysoce latwopalny: Substancje i preparaty, ktore, w kontakcie z wodg lub wilgotnym powietrzem,
uwalniaja wysoce fatwopalne gazy w niebezpiecznych ilosciach z minimalng szybko$cia 1 litra/kg na
godzine.

ZASADA METODY

Substancj¢ bada si¢ w wieloetapowej sekwencji opisanej ponizej; gdy dojdzie do zaptonu na dowolnym z
etapéw, kontynuowanie badania nie jest potrzebne. Jezeli wiadomo, ze substancja nie reaguje gwaltownie z
woda, nalezy postepowaé zgodnie z etapem 4 (1.3.4).

Etap 1

Substancj¢ badang umieszcza si¢ w rynience z wodg destylowang w temperaturze 20 °C i zapisuje sig, czy
uwolniony gaz zapali sie, czy nie.

Etap 2

Substancj¢ badang umieszcza si¢ na bibule filtracyjnej plywajacej na powierzchni naczynia zawierajacego
wode destylowang w temperaturze 20 °C, po czym zapisuje si¢, czy uwolniony gaz zapali sig, czy nie. Rola
bibuly filtracyjnej jest jedynie utrzymywanie substancji w jednym miejscu, tak aby zwigkszy¢ szanse na
uzyskanie zaptonu.

Etap 3

Z substancji badanej tworzy sie stos o wysokosci okolo 2 cm i Srednicy 3 cm. Do stosu dodaje si¢ kilka
kropli wody i zapisuje si¢, czy dochodzi do zapalenia si¢ uwolnionego gazu, czy nie.

Etap 4

Substancj¢ badana miesza si¢ z woda destylowana w temperaturze 20 °C, po czym mierzy si¢ szybko$¢
uwalniania gazu w czasie siedmiu godzin w odstgpach jednogodzinnych. Jezeli oznaczana szybkos¢
uwalniania wykazuje niesystematyczne wahania lub wzrasta po siedmiu godzinach, czas pomiaru nalezy
wydluzy¢ do maksimum pigciu dni. Badanie mozna przerwaé, gdy mierzona szybko$¢ w dowolnym
momencie przekroczy 1 litr/kg na godzine.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA
Nie wyszczegdlniono.
KRYTERIA JAKOSCI

Nie ustalono.
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1.6

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

OPIS METOD

Etap 1

Warunki badania

Badanie wykonywane jest w temperaturze pokojowej (okoto 20 °C).

Wykonanie badania

Niewielkg ilo$¢ (o $rednicy okoto 2 mm) substancji badanej nalezy umiesci¢ w rynience zawierajacej wode
destylowang. Nalezy zapisaé, czy (i) uwalnia si¢ jakikolwiek gaz oraz czy (i) dochodzi do zapalenia si¢
gazu. W przypadku gdy dochodzi do zapalenia si¢ gazu, nie sg potrzebne dalsze badania substancji, gdyz
substancje takg uwaza si¢ za niebezpieczng.

Etap 2

Przyrzgd

Na powierzchni wody destylowanej w dowolnym, wlasciwym naczyniu, np. w parownicy o $rednicy 100
mm, kladzie si¢ plasko bibule filtracyjna.

Warunki badania

Badanie wykonywane jest w temperaturze pokojowej (okoto 20 °C).

Przeprowadzenie badania

Niewielkg ilo$¢ substancji badanej (o $rednicy okolo 2 mm) umieszcza si¢ na Srodku bibuly filtracyjnej.
Nalezy zapisaé, czy (i) uwalnia si¢ jakikolwiek gaz oraz czy (i) dochodzi do zapalenia si¢ gazu. W
przypadku gdy dochodzi do zapalenia si¢ gazu, nie s3 potrzebne dalsze badania substancji, gdyz substancje
takg uwaza si¢ za niebezpieczng.

Etap 3

Warunki badania

Badanie wykonywane jest w temperaturze pokojowej (okoto 20 °C).

Przeprowadzenie badania

Z substancji badanej nalezy zrobi stos o wysokosci okolo 2 cm i $rednicy 3 cm, z wrgbem u géry. Do
wglebienia dodaje si¢ kilka kropli wody i zapisuje sig, czy (i) uwalnia si¢ jakikolwiek gaz oraz czy (ii)
dochodzi do zapalenia si¢ gazu. W przypadku gdy dochodzi do zapalenia si¢ gazu, nie sg potrzebne dalsze
badania substancji, gdyz substancj¢ taka uwaza si¢ za niebezpieczna.

Etap 4

Przyrzqd

Przyrzad jest ustawiony jak pokazano na rysunku.

Warunki badania

Sprawdzi¢ pojemnik substancji badanej na jakikolwiek proszek < 500 pm (wielko$¢ ziarna). Jezeli proszek
tworzy wiecej niz 1% wagowo calosci, lub jezeli probka jest krucha, wtedy cala substancj¢ nalezy zmieli¢
na proszek przed badaniem dla umozliwienia zmniejszenia wielkoSci ziarna w czasie przechowywania i
postugiwania si¢ nig; w innych przypadkach bada si¢ substancj¢ taka, jak otrzymano. Badanie nalezy
wykonaé¢ w temperaturze pokojowej (okoto 20 °C) i pod ci$nieniem atmosferycznym.
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1.6.4.3.

Przeprowadzenie badania

10 do 20 ml wody umieszcza si¢ we wkraplaczu przyrzadu, a 10 g substancji umieszcza si¢ w kolbie
stozkowej. Objeto$¢ uwalniajacego si¢ gazu mozna zmierzy¢ dowolna, wlasciwg metoda. Otwiera si¢ kurek
wkraplacza w celu wpuszczenia wody do kolby stozkowej i uruchamia si¢ stoper. Wydzielanie gazu
mierzone jest co godzing w trakcie okresu siedmiu godzin. Jezeli w ciagu tego okresu czasu, wydzielanie
gazu jest nieréwne, lub pod koniec tego okresu, szybko§¢ wydzielania gazu wzrasta, wtedy pomiary nalezy
kontynuowac do pigciu dni. Jezeli w dowolnym momencie pomiaru, szybko$¢ wydzielania gazu przekracza
1 litr/kg na godzing, nalezy przerwaé badanie. Badanie nalezy przeprowadzi¢ trzykrotnie.

Jezeli nie jest znana chemiczna tozsamoS$¢ gazu, nalezy go poddaé analizie. Jezeli gaz zawiera wysoce
tatwopalne skladniki i nie wiadomo, czy mieszanina jest wysoce latwopalna, nalezy przygotowaé miesza-
ning o takim samym skladzie i podda¢ badaniu przy uzyciu metody A. 11.

DANE

Substangja jest uwazana za niebezpieczng jezeli:
— samozaplon ma miejsce na kazdy etapie procedury badania,
lub
— wystepuje wydzielanie gazu palnego o szybko$ci wiekszej niz 1 litr/kg substancji na godzine.
SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miar¢ mozliwosci nastgpujace informacje:
— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamo$¢ i zanieczyszczenia),

— szczegbly kazdego wstepnego przygotowania badanej substangji,

— wyniki badan (etapy 1, 2, 3 i 4),

— tozsamo§¢ chemiczna wydzielanego gazu,

— szybko$¢ wydzielania gazu, jezeli przeprowadzono etap 4 (1.6.4),

— wszystkie dodatkowe uwagi stosowne do interpretacji wynikéw.
LITERATURA

(1) Recommendations on the transport of dangerous goods, test and criteria, 1990, United Nations, New
York.

(2) NF T 20-040 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of
gases formed by the hydrolysis of solid and liquid products.
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

A.13. WLASCIWOSCI PIROFORYCZNE CIAL STALYCH I CIECZY

METODA

WPROWADZENIE

Procedura badan ma zastosowanie do stalych lub cieklych substangji, ktére w matych ilosciach, samorzutnie
zapalaja si¢ w krotkim czasie po wejsciu z powietrzem w temperaturze pokojowej (okoto 20 °C).

Substancje, ktére wymagaja wystawienia na powietrze na okres godzin lub dni w temperaturze pokojowej
lub w podwyzszonej temperaturze, zanim zajdzie zaplon nie s3 objete niniejsza metoda badania.

DEFINICJE I JEDNOSTKI

Substancje uwaza si¢ za posiadajace wlasciwosci piroforyczne jezeli zapalaja si¢ lub ulegaja zweglaniu
zgodnie z warunkami opisanymi w 1.6.

Samozapalno§¢ cieczy moze wymagaC rowniez zbadania za pomoca metody A.15 Temperatura samo-
zaplonu (ciecze i gazy).

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Nie wyszczegdlniono.

ZASADA METODY

Substancja, czy w postaci ciala stalego czy cieczy, jest dodawana do obojetnego nosnika i poddawana
kontaktowi z powietrzem w temperaturze otoczenia na okres pieciu minut. Jezeli substancje nie zapalaja
sie, absorbuje si¢ je na bibule filtracyjnej i wystawia na powietrze w temperaturze otoczenia (okoto 20 °C)
na czas pieciu minut. Jezeli cialo stale lub ciecz zapala sig, lub ciecz zapala si¢ lub zwegla bibule filtracyjna,
wtedy substancje uwaza si¢ za piroforyczna.

KRYTERIA JAKOSCI

Powtarzalnos¢: ze wzgledéw istotnych dla bezpieczenistwa, pojedynczy pozytywny wynik jest wystarczajacy
do uznania substancji za piroforyczna.

OPIS METODY BADANIA

Przyrzad

Tygiel porcelanowy o $rednicy okoto 10 cm napelnia si¢ ziemig okrzemkowa do wysokosci okoto 5 mm w
temperaturze pokojowej.

Uwaga:

Ziemi¢ okrzemkowa lub dowolng inna poréwnywalna, obojetng substancje, ktéra jest powszechnie
dostepna, bierze si¢ jako reprezentacyjng dla gleby, na ktéra badana substancja moze si¢ uwolni¢ w razie

wypadku.

Do badania cieczy, ktére nie zapalaja si¢ w kontakcie z powietrzem, gdy poddaje si¢ je kontaktowi z
obojetnym noénikiem, wymagana jest sucha bibula filtracyjna.
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1.6.2.

2.2.

Przeprowadzenie badania

a) Sproszkowane ciata stale

Od 1 do 2 cm’ badanej substancji w proszku sypie si¢ z wysokosci okolo 1 m na niepalng
powierzchni¢ i obserwuje si¢, czy substancja ta ulegnie zapaleniu podczas spadania lub w ciggu pieciu
minut od opadnigcia.

Badanie przeprowadza si¢ sze$¢ razy, niezaleznie od wystapienia zapalenia sie.

=

Ciecze

Okolo 5 cm’ badanej cieczy wlewa sie do przygotowanego tygla porcelanowego i obserwuje sie, czy
substancja zapali si¢ w ciggu pigciu minut.

Jezeli w szesciu badaniach nie nastapi zaplon, nalezy przeprowadzi¢ nastgpujace badania:

0,5 ml badanej probki za pomocy strzykawki przenosi si¢ na wgnieciona bibule filtracyjng i obserwuje
si¢ czy nastapi zapalenie si¢ lub zweglenie bibuly filtracyjnej w czasie pigciu minut po naniesieniu
cieczy. Niezaleznie od tego, czy zachodzi zapalenie si¢ lub zweglenie, badanie przeprowadza si¢ trzy
razy.

DANE

OPRACOWANIE WYNIKOW

Wykonywania badan mozna zaprzestaé, gdy tylko w jednym z nich uzyska si¢ dodatni wynik.
OCENA

Jezeli substancja zapala si¢ w czasie pigciu minut od dodania obojetnego nosnika i wystawienia na
powietrze, lub ciekla substancja zwegla lub zapala bibule filtracyjng w czasie pigciu minut po naniesieniu
i wystawieniu na powietrze, jest uwazana za piroforyczng.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miar¢ mozliwosci nastgpujace informacje:
— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamo$¢ i zanieczyszczenia),

— wyniki badan,

— wszystkie dodatkowe uwagi dotyczace interpretacji wynikéw.

LITERATURA

(1) NF T 20-039 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the spontaneous
flammability of solids and liquids.

(2) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Test and criteria, 1990, United Nations, New
York.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

A.14. WEASCIWOSCI WYBUCHOWE

METODA

WPROWADZENIE

Metoda dostarcza schematu badania do okreslenia czy ciato stale lub substancja pastopodobna przedstawia
niebezpieczefistwo wybuchu, gdy poddaje si¢ ja dzialaniu plomienia (wrazliwo$¢ cieplna), lub uderzeniu lub
tarciu (wrazliwo$¢ na bodZce mechaniczne), i czy ciekla substancja przedstawia niebezpieczenstwo wybu-
chu, gdy podda si¢ ja dzialaniu plomienia lub uderzeniu.

Metoda sklada sie z trzech czedci:
a) badanie wrazliwosci cieplnej (1);
b) badanie wrazliwosci mechanicznej na uderzenia (1);

¢) badanie wrazliwosci mechanicznej na tarcie (1).

Metoda pozwala uzyska¢ dane pozwalajgce na ocen¢ prawdopodobiefistwa zainicjowania wybuchu przy
pomocy niektérych powszechnie wystepujacych bodzcéw. Metoda nie jest przeznaczona do stwierdzenia
czy substangja jest zdolna do wybuchu w kazdych warunkach.

Metoda jest wlasciwa do okreslenia czy substancja moze przedstawia¢ niebezpieczenstwo wybuchu
(wrazliwo$¢ cieplna i mechaniczna) w szczegdlnych warunkach okreslonych w dyrektywie. Jest oparta o
pewna ilo$¢ typéw przyrzadow, ktdre sa szeroko migdzynarodowo stosowane (1) i ktére zwykle daja w
pelni znaczace wyniki. Uznane jest, ze metoda nie jest ostateczna. Mozna stosowac alternatywne przyrzady
do tych celéw, zapewniajac ze sg znane migdzynarodowo i wyniki moga by¢ stosownie skorelowane z tymi
z wymaganych przyrzadéw.

Nie ma potrzeby przeprowadzania badan, gdy dostepne sa informacje termodynamiczne (np. cieplo
tworzenia, ciepto rozkladu) i/lub nicobecne sa pewne reaktywne grupy (2) we wzorze strukturalnym,
ustanawiajace poza wszelkimi watpliwo$ciami, ze substancja jest niezdolna do gwaltownego rozkladu z
wydzieleniem gazéw lub uwolnieniem ciepla (to jest, material nie przedstawia zadnego ryzyka wybuchu).
Badanie wrazliwosci mechanicznej w odniesieniu do tarcia nie jest wymagane dla cieczy.

DEFINICJE I JEDNOSTKI

Materialy wybuchowe:

Substancje ktére wybuchaja pod dzialaniem plomienia lub ktére s3 wrazliwe na uderzenie lub tarcie w
wymaganych przyrzadach (lub bardziej wrazliwe mechanicznie niz 1,3-dinitrobenzen w alternatywnym
przyrzadzie).

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

1,3-dinitrobenzen, techniczny, krystaliczny, przesiany przez sito 0,5 mm, dla metod tarcia i uderzenia.

Perhydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazyna (RDX, heksogen, cyklonit - CAS 121-82-4), rekrystalizowany z
wodnego cykloheksanonu, przesiewany na mokro przez sito 250 mikrometréw (um) i zatrzymywany na
sicie 150 pm oraz suszony w 103 + 2 °C (przez 4 godziny) do drugiej serii badar na tarcie i uderzenia.

ZASADA METODY

Badania wstepne sa konieczne dla ustalenia bezpiecznych warunkéw przeprowadzenia trzech badan
wrazliwosci.
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Badania bezpiecznego postgpowania z substancja (3)

Ze wzgledow bezpieczenstwa, przed przeprowadzeniem gléwnych badaf, bardzo male prébki (okoto 10
mg) substancji s3 poddawane ogrzaniu bez zamkniecia w plomieniu gazu, wstrzasowi w dogodnym
przyrzadzie i tarciu przez uzycie mlotka i kowadla lub jakiejkolwiek maszyny ciernej. Celem jest
stwierdzenie, czy substancja jest tak wrazliwa i wybuchowa, ze przepisane badania wrazliwosci, szczegdlnie
wrazliwo$¢ cieplna, powinny by¢ prowadzone ze specjalnymi $rodkami bezpieczenistwa, by zapobiec
zranieniu operatora.

Wrazliwo$¢ cieplna

Metoda obejmuje podgrzewanie substancji w stalowej rurze, zamknietej kryzami z otworami o réznej
$rednicy, dla okreslenia czy substancja jest podatna na wybuch w warunkach intensywnego ogrzewania pod
okre$lonym przykryciem.

Wrazliwo$¢ mechaniczna (uderzenie)

Metoda obejmuje poddawanie substancji uderzeniu spowodowanemu przez zrzucenie okre$lonej masy z
okreslonej wysokosci.

Wrazliwo$¢ mechaniczna (tarcie)

Metoda obejmuje poddawanie ciala stalego lub substancji pastopodobnych tarciu migdzy znormalizowany-
mi powierzchniami w okreslonych warunkach obcigzenia i ruchu wzglednego.

KRYTERIA JAKOSCI

Nie ustalono.

OPIS METODY

Wrazliwo$¢ cieplna (dzialanie ptomienia)

Przyrzgd

Przyrzad sklada si¢ z nienadajacej si¢ do ponownego zastosowania rury stalowej z zamknigciami
wielokrotnego uzytku (rysunek 1), zainstalowanej w urzadzeniu do podgrzewania i zabezpieczajacym.
Kazda rura jest wykonana z arkusza stali gleboko tloczonej (patrz Dodatek) i posiada wewnetrzna $rednice
24 mm, dlugo$¢ 75 mm i grubo§¢ Scianek 0,5 mm. Rury s3 kolnierzowane na otwartych koricach dla
umozliwienia ich zamknigcia przez zestaw plyty kryzowej. Sklada si¢ on z odpornej na cisnienie plyty
kryzy, z centralnie polozonym otworem, przykreconej mocno do rury za pomoca dwuczesciowych zlacz
srubowych (nakretka i gwintowany piersciel). Nakretka i gwintowany pierScien s3 wykonane ze stali
chromomanganowej (patrz Dodatek), beziskrowej do temperatury 800 °C. Kryzy sg grubosci 6 mm,
wykonane ze stali zaroodpornej (patrz dodatek), i sa dostgpne w zakresie réznych $rednic otworéw.

Warunki badania

Zwykle substancje sa badane tak jak je otrzymano, chociaz w niektorych przypadkach, na przyklad gdy sa
sprasowane, odlewane lub w inny sposéb skondensowane, moze by¢ konieczne badanie substancji po
skruszeniu.



346

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

13/t 11

1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.2.

1.6.2.1.

Dla cial stalych, masa materialu uzytego w kazdym badaniu, jest okreslana w dwuetapowej procedurze
przebiegu probnego. Wytarowana rura jest napelniana 9 cm’® substancji i substancja jest ubijana sila 80 N
przylozong w poprzek catkowitego przekroju rury. Z powodéw bezpieczenstwa lub w przypadkach, gdzie
postaé fizyczna probki zmienia si¢ przez Sci$niecie, mozna uzy¢ inng procedure¢ napelniania; przykladowo,
gdy substancja jest bardzo wrazliwa na tarcie, wtedy ubijanie nie jest odpowiednie. Jezeli material jest
Scisliwy, wtedy dodaje si¢ go wigcej i ubija do momentu wypelnienia rury do 55 mm od géry. Catkowita
masa uzyta do wypelnienia rury do poziomu 55 mm jest okreslona i dodaje si¢ nastgpnie dwie dodatkowe
porgje, kazda ubijana z sita 80N. Nastepnie material jest albo dodawany z ubijaniem, albo wyjmowany, w
zalezno$ci od wymagari, celem pozostawienia rury wypelnionej do poziomu 15 mm od gory. Wykonuje
si¢ drugi przebieg probny, rozpoczynajac z ubita iloscig trzeciej masy catkowitej znalezionej w pierwszym
etapie przebiegu probnego. Do tych przyrostéw dodaje si¢ dwa wigcej z ubijaniem o sile 80N i poziomem
substancji w rurze ustawionym na 15 mm od gory, poprzez dodawanie lub ujmowanie materiatu zgodnie
z wymaganiem. [lo$¢ ciala stalego ustalona w drugim etapie przebiegu prébnego jest stosowana do kazdej
préby. Napelnianie przeprowadzono w trzech réwnych ilosciach, kazdej Sci$nietej do 9 cm’ z konieczng
sita (mozna to uprosci¢ przez zastosowanie piercieni dystansowych).

Ciecze i zele sg tadowane do rury na wysoko$¢ 60 mm zwracajac szczegdlng uwage na zele, by zapobiec
tworzeniu si¢ pustych przestrzeni. Gwintowany piercien jest wsuwany w rurg od dolu, umieszcza si¢
stosowng plyte kryzowa i dokreca nakretke po nasmarowaniu mala iloScig smaru na bazie disiarczku
molibdenu. Jest podstawowa zasadg sprawdzenie, czy nie uwigziono substancji miedzy kotierzem i plyta,
lub w gwincie.

Podgrzewanie jest prowadzone za pomocg propanu pobieranego z butli przemystowej, wyposazonej w
zawér regulacyjny ci$nienia (60 do 70 mbar), poprzez miernik i réwnomiernie rozprowadzany (co
wskazuje wizualna obserwacja plomieni z palnikéw) poprzez dysze do czterech palnikéw. Palniki sg
umieszczone dookota komory badawczej jak pokazano na rysunku 1. Cztery palniki posiadaja laczne
zuzycie okoto 3.2 litra propanu na minute. Mozna zastosowal alternatywne gazy palne i palniki, ale
szybkos§¢ ogrzewania musi by¢ jak wyspecyfikowano na rysunku 3. Dla wszystkich przyrzadow szybkosé
ogrzewania musi by¢ okresowo sprawdzana uzywajac rury wypeknione ftalanem dibutylu jak wskazano na
rysunku 3.

Przeprowadzenie badania

Kazde badanie jest przeprowadzane do momentu albo rozerwania rury, albo ogrzania w czasie pigciu
minut. Badanie, wynikiem ktdrego jest fragmentacja rury na trzy lub wigcej czgdci, ktére w niektérych
przypadkach moga by¢ polaczone jedna do drugiej waskimi tasiemkami metalu jak pokazano na rysunku
2, ocenia si¢ jako dajace wybuch. Badanie wynikiem ktdrego jest mniej fragmentéw lub weale, jest uwazane
jako niedajace wybuchu.

Wpierw wykonuje si¢ serie trzech badan z plyta kryzowa o Srednicy 6,0 mm, jeli nie uzyska sig
wybuchéw, przeprowadza si¢ druga seri¢ trzech badan z plyta kryzowa o $rednicy 2,0 mm. Jezeli wybuch
zachodzi w jednej z dwdch serii badan, niewymagane sa nastgpne badania.

Ocena

Wynik badania jest uwazany za pozytywny, jezeli wybuch zachodzi w jednej z dwéch powyzszych serii
badan.

Wrazliwo$¢ mechaniczna (uderzenie)

Przyrzqd (rysunek 4)

Podstawowe czeSci przyrzadu spadowego milota sa wykonane z bloku ze staliwa z podstawy, kowadla,
kolumny, prowadnic, bijakow, mechanizmu zwalniajagcego i uchwytu prébki. Kowadlo stalowe 100 mm
($rednica) x 70 mm (wysokos¢) jest przykrecone do gory bloku stalowego 230 mm (dlugo$é) x 250 mm
(szeroko§é) x 200 mm (wysoko$¢) z podstawa staliwna 450 mm (dtugosé) x 450 mm (szerokosé) x 60
mm (wysoko$¢). Kolumna wykonana z bezszwowej ciagnionej rury stalowej, jest zabezpieczona w uchwycie
przykreconym do tylnej Sciany bloku stalowego. Cztery $ruby mocuja przyrzad do stalego betonowego
bloku 60 x 60 x 60 cm w taki sposéb, ze szyny prowadnicy sa catkowicie pionowe i bijak opada
swobodnie. Stosownymi do uzycia sa bijaki 5 oraz 10 kg, wykonane z stali uspokojonej. Glowica
uderzeniowa kazdego bijaka jest z utwardzonej stali HRC 60 do 63, i posiada minimalng $rednice 25 mm.
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Probka podlegajaca badaniu jest zawarta w przyrzadzie uderzeniowym skladajacym si¢ z dwdch wspélo-
siowych cylindréw ze stali uspokojonej, jeden powyzej drugiego, w wydrazonym stalowym pierScieniu
prowadzacym. Cylindry ze stali uspokojonej powinny posiadal $rednicg 10 (- 0,003, - 0,005) mm i
wysoko§¢ 10 mm oraz posiadal polerowane powierzchnie, zaokraglone krawedzie (promien krzywizny 0,5
mm) i twardo§¢ HRC 58 do 65. Drazony cylinder musi posiada¢ zewnetrzng Srednice 16 mm, polerowany
otwor wiertniczy 10 (+ 0,005, + 0,010) mm i wysoko$¢ 13 mm. Przyrzad uderzeniowy jest wyposazony
w posrednie kowadlo (Srednica 26 mm i 26 mm wysokos¢) wykonane ze stali i centrowane pierScieniem z
otworami, pozwalajacymi na ucieczke dymow.

Warunki badania

Objetos¢ prébki powinna wynosié 40 mm?, lub objeto$¢ whasciwa dla dowolnego alternatywnego
przyrzadu. Stale substancje powinny by¢ badane w stanie suchym i przygotowywane jak nastepuje:

a) sproszkowane substancje nalezy przesia¢ (wielko$¢ oczek sita: 0,5 mmy); do badania wykorzystuje sie
calg ilo$¢ substancji, ktora przeszla przez sito;

b) sprasowane, odlewane lub w inny sposéb skondensowane substancje sa kruszone w male kawalki i
przesiewane; przesiane frakcje Srednicy od 0,5 do 1 mm sg uzywane do badania i muszg by¢
reprezentatywne dla substancji oryginalne;j.

Substancje zwykle dostarczane jako pasty, powinny by¢ badane w stanie suchym, tam gdzie to mozliwe,
lub w kazdym razie, po usunigciu maksymalnie mozliwej iloSci rozpuszczalnika. Ciekle substancje sg
badane ze szczeling 1mm migdzy dolnym i gornym stalowym cylindrem.

Przeprowadzenie badari

Przeprowadza si¢ serie szeSciu badan, spuszczajac masg 10 kg z wysokosci 0,40 m (40 )). Jezeli w trakcie
szeSciu badari przy 40 ] uzyska si¢ wybuch, nalezy wykona¢ seri¢ dalszych szeSciu badan, spuszczajac
mase 5 kg z 0,15 m (7,5 J). W innym przyrzadzie, prébka jest poréwnywana z wybrana substancja
odniesienia, stosujac ustalong procedure (np. technike w gore-w dét itd.).

Ocena

Wynik badania uwaza si¢ za pozytywny jezeli zachodzi wybuch (zapalenie si¢ gwaltownym plomieniem
jest rownowazne wybuchowi i przedstawiane w sprawozdaniu) Przynajmniej raz we wszystkich badaniach z
okreslonym przyrzadem uderzeniowym lub prébka jest bardziej wrazliwa niz 1,3-dinitrobenzen lub RDX w
alternatywnym badaniu na uderzenie.

Wrazliwo$¢ mechaniczna (tarcie)

Przyrzqd (rysunek 5)

Przyrzad do tarcia sklada si¢ z plyty bazowej staliwnej na ktérej zamocowany jest przyrzad tarcia. Sklada
si¢ on z umocowanych porcelanowych pretéw i ruchomej porcelanowej plyty. Plyta porcelanowa jest
umieszczona w wozku poruszajacym si¢ w dwoch prowadnicach. Wozek jest dolaczony do silnika
elektrycznego poprzez korbowdd, krzywke mimosrodows i odpowiednia przekladnie, tak ze porcelanowa
plyta przesuwa si¢ tylko raz, w tyl i naprzod ponizej porcelanowego preta w odleglosci 10 mm. Pret
porcelanowy moze by¢ obcigzony przykladowo 120 lub 360 N.

Plaska porcelanowa plyta jest wykonana z porcelany technicznej (chropowatos¢ 9 do 32 pm) i posiada
wymiary 25 mm (dlugosé) x 25 mm (szeroko$é) x 5 mm (wysokos¢). Cylindryczny pret porcelanowy jest
réwniez wykonany z bialej technicznej porcelany i ma dlugo$¢ 15 mm, Srednice 10 mm oraz schropowa-
cong koricowa powierzchnie sferyczng o promieniu krzywizny 10 mm.

Warunki badania

Objgtos¢ probki powinna wynosi¢ 10 mm® lub objetos¢ odpowiednig dla kazdego przyrzadu alternatyw-
nego.

Stale substancje powinny by¢ badane w stanie suchym i przygotowywane jak nastepuje:

a) sproszkowane substancje nalezy przesia¢ (wielko§¢ oczek sita: 0,5 mm); do badania wykorzystuje si¢
cala ilo$¢ substancji, ktora przeszla przez sito;

b) sprasowane, odlewane lub w inny sposéb skondensowane substancje sa kruszone w male kawalki i
przesiewane; do badan uzywane sa przesiane frakcje $rednicy mniejszej od 0,5 mm.
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Substancje zwykle dostarczane jako pasty, powinny by¢ badane w stanie suchym, tam gdzie to mozliwe.
Jezeli substancja nie moze by¢ przygotowana w stanie suchym, pasta (po usunigciu maksymalnie mozliwej
iloSci rozpuszczalnika) jest badana jako warstwa 0,5 mm grubosci, 2 mm szeroko$ci, 10 mm dhugosci,
przygotowana przy uzyciu szablonu.

Przeprowadzenie badari

Pret porcelanowy jest polozony na badang probke i obciazany. Podczas przeprowadzania badania $lady
gabki na plytce porcelanowej musza by¢ polozone poprzecznie w stosunku do kierunku ruchu. Nalezy
uwazaé, aby pret spoczywal na probee, aby wystarczajaco duzo materialu badanego znajdowalo si¢ pod
pretem i aby plytka poruszala si¢ prawidlowo pod pretem. Dla substancji w postaci past, do nanoszenia
substancji na plyte stosuje si¢ szablon o grubosci 0,5 mm ze szczeling 2 x 10 mm. Porcelanowa plyta
przesuwa si¢ 0 10 mm wprzdd i do tylu pod porcelanowym pretem w czasie 0,44 sekundy. Kazda czesé
powierzchni plyty i preta uzywana jest tylko raz; dwa konce kazdego preta stuza dla dwoch préb, a dwie
powierzchnie plyty stuza, kazda do trzech préb.

Seri¢ szeSciu badan przeprowadza si¢ z obcigzeniem 360 N. Jezeli uzyskuje si¢ pozytywne zdarzenie w
czasie trwania tych szeSciu badan, nastgpna seri¢ szesciu badan nalezy wykona¢ z obcigzeniem 120 N. W
innych przyrzadach, probka jest poréwnywana z wybrang substancja odniesienia, stosujac ustalong
procedure (np. technike ,w gére-w dot, itp.).

Ocena

Wynik badania jest uwazany za pozytywny, jezeli zaszedl wybuch (zapalenie si¢ gwaltownym plomieniem
jest rownowazne wybuchowi i przedstawiane w sprawozdaniu) przynajmniej raz w jakimkolwiek z badan
przy uzyciu wyspecyfikowanego przyrzadu do tarcia lub odpowiada kryteriom réwnowaznosci w alterna-
tywnym badaniu przez tarcie.

DANE

W zasadzie, w sensie dyrektywy, substancja jest uwazana za przedstawiajaca niebezpieczefistwo wybuchu,
jezeli uzyskano pozytywny wynik w badaniach wrazliwo$ci na ciepto, uderzenie i tarcie.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badai zawiera w miare mozliwosci nastgpujace informacje:

— tozsamo§(, sklad, czysto$¢, zawarto$¢ wilgoci itd., badanej substangji,

— postac fizyczna probki i czy lub nie byla kruszona, rozdrabniana i/lub przesiewana,

— obserwacje z czasu trwania badan wrazliwosci cieplnej (np. masa probki, ilo$¢ fragmentow itp.),

— obserwacje z czasu trwania badan wrazliwo$ci mechanicznej(np. tworzenie znacznych ilosci dymu lub
catkowity rozklad bez detonacji, plomienie, iskry, detonacja, gwaltowne zapalenie itp.),

— wyniki kazdego rodzaju badania,

— w przypadku gdy wykorzystano alternatywny przyrzad, nalezy podaé uzasadnienie naukowe oraz
dowody na korelacje miedzy wynikami uzyskanymi przy pomocy podanego przyrzadu i przyrzadu
réwnowaznego,

— wszelkie uzyteczne uwagi, takie jak odniesienie do badan produktéw podobnych, ktére moga byé
istotne dla prawidlowej interpretacji wynikow.

— wszelkie dodatkowe uwagi istotne dla interpretacji wynikow.
INTERPRETACJA 1 OCENA WYNIKOW

W sprawozdaniu z badan nalezy podaé¢ wszelkie wyniki uznane za falszywe, stanowiace anomali¢ lub
niereprezentatywne. W przypadku gdyby ktérykolwiek z wynikéw powinien zosta¢ odrzucony, nalezy
podaé wszelkie alternatywne lub dodatkowe badania. Pomimo wytlumaczenia anomalnych wynikéw, musza
by¢ zaakceptowane ich warto$¢ nominalne i zastosowane do zgodnej z nimi klasyfikacji substanciji.
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Dodatek

Przyklady specyfikacji materialowych do badania wrazliwosci cieplnej (patrz DIN 1623)

(1) Tube: Material specification No 1.0336.505 g
(2) Orifice plate: Material specification No 1.4873
(3) Threaded collar and nut: Material specification No 1.3817

Rysunek 1
Przyrzad badawczy do wrazliwosci cieplnej

(wszystkie wymiary w mm)
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Rys. 1a Rura stalowa i akcesoria Rys. 1b Urzadzenie do podgrzewania i zabezpieczenia
1) rura

1a) zewnetrzny kolnierz (
gwintowany pieréciei; gwint o niskim tarciu (
) plyta kryzowa o $rednicy a = 2,0 lub 6,0 mm (
) nakretka b = 10 mm $rednicy (
) powierzchnia sfazowana (
) 2 powierzchnie do klucza wymiaru 41 (

7) 2 powierzchnie do klucza wymiaru 36
8) skrzynka zabezpieczajgca przed odlamkami
9) 2 wsporcze prety dla rury
10) zamontowana rura

11) potozenie tylnego palnika; inne palniki s3 widoczne
12) dysza pilota gazu
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Rysunek 2

Badanie wrazliwosci cieplnej

Przyklady fragmentacji
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Rysunek 3

Kalibracja szybkosci podgrzewania dla badania wrazliwosci cieplnej
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Krzywa temperatura/czas uzyskana przy podgrzewaniu ftalanu dibutylu (27 cm3) w zamknietej rurze (1,5 mm plyta
kryzowa) przy uzyciu szybkosci przeptywu propanu 3,2 litrajminute. Temperatur¢ pomierzono termoogniwem
chromel/alumel w ostonie ze stali nierdzewnej §rednicy 1mm, umieszczonego centrycznie 43 mm ponizej obrzeza
rury. Szybko$¢ grzania miedzy 135 °Ci 285 °C powinna wynosi¢ miedzy 185 i 215 K/minutg.
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Rysunek 4
Przyrzad do badania wrazliwosci na uderzenie

(wszystkie wymiary w mm)
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Rys. 4a Mlot spadowy, widok og6lny z przodu i z boku Rys. 4b Miot spadowy, cz¢s¢ dolna

(1) godstawa, 450 x 450 x 60 (8) skalowana podziatka

(2) blok stalowy, 230 x 250 x 200 (9) mtiot spadowy(masa spadajaca)

(3) kowadto, 100 $rednica x 70 (10) mechanizm utrzymujacy i zwalniajacy

(4) kolumna (11) i}yta ustalajgca

(5) poprzecznica §rednia (12) kowadto posrednie (wg:nienne), 26 $rednica x 26
(6) 2 prowadnice §13) piersciefi ustalajacy z kryzami

(7) stojak zgbaty 14) przyrzad uderzeniowy



13/t 11 PL Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej 353

Rysunek 4
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Rys. 4c Przyrzad uderzeniowy dla substancji w
postaci sproszkowanej lub pastopodobne;j Rys. 4d Przyrzad uderzeniowy dla substancji ciektyct

(1) cylindry stalowe
(2) pierécien prowadzacy dla cylindréw stalowych
(3) pierscien ustalajacy z kryzami
(a) przekr6j pionowy
(b) rzut poziomy
(4) pierscie gumo
(5) substancjg ciek}v:}z40 mm?)
(6) przestrzefi wolna od cieczy

Rys. 4e Mot (masa spadajaca 5 kg)

(1) zawieszony czop

(2) znacznik wysokosci

(3) rowek ustalajacy

(4) cylindryczna glowica uderzeniowa
(5) zaczep odboju
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Rysunek 5

Przyrzad do badania wrazliwoci na tarcie

Rys. 5a Przyrzad tarcia; rzut pionowy i widok z géry Rys. 5b Polozenie poczgtkowe preta na prébce

(6) uchwyt preta
(7) ramig obcigzajace
(2) (8) przeciwwaga
(3) plyta porcelanowa, 25 x 25 x 5 mm, umocowana na wozku (9) wlacznik
(4) umocowany pret porcelanowy, Srednica 10 x 15 mm (10) koto dla ustawienia wézka w pozycje startows
(5) badana prég a, okoto 10 mm’* (11) w kierunku elektrycznego silnika napedowego

1) stalowa podstawa
ruchomy wézek
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

A.15. TEMPERATURA SAMOZAPLONU (CIECZE I GAZY)

METODA
WPROWADZENIE

Badaniu temu nalezy podda¢ substancje wybuchowe i substancje ulegajace samoistnemu zapaleniu w
kontakcie z powietrzem w temperaturze otoczenia. Procedura badania nadaje si¢ do stosowania dla gazdw,
cieczy i par, ktore w obecnosci powietrza moga zapali¢ si¢ od goracej powierzchni.

Temperatura samozaptonu moze ulec znacznemu zmniejszeniu w obecnosci zanieczyszczen katalitycznych,
przez powierzchni¢ materiatu lub wigksza objetos¢ naczynia do badania.

DEFINICJE I JEDNOSTKI

Stopiei samozapalno$ci jest wyrazony w warunkach temperatury samozaplonu. Temperatura ta to
najnizsza temperatura, w ktérej badana substancja zapali si¢ po zmieszaniu jej z powietrzem w warunkach
podanych w opisie metody badania.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Substancje odniesienia zacytowano w normach (patrz 1.6.3). Powinny one stuzy¢ glownie do sprawdzenia
od czasu do czasu zdolnosci metody i umozliwia¢ poréwnanie z wynikami uzyskanymi innymi metodami.

ZASADA METODY

Metoda wyznacza minimalng temperature powierzchni wewnetrznej obudowy, ktéra powoduje zapalenie si¢
gazu, pary lub cieczy wtrysnigtej do obudowy.

KRYTERIA JAKOSCI

Powtarzalno$¢ zmienia si¢ w zaleznosci zakresu temperatur samozaplonu i zastosowanej metody badania.
Czulo$¢ i specyficznos¢ zalezg od zastosowanej metody badania.

OPIS METODY

Przyrzad

Przyrzad jest opisany w metodzie podanej w 1.6.3.

Warunki badania

Badanie probki substancji badanej przeprowadza si¢ zgodnie z metodg okre$lona w 1.6.3.
Przeprowadzenie badania

Patrz: IEC 79-4, DIN 51794, ASTM-E 659-78, BS 4056, NF T 20-037.

DANE

Zapisa¢ temperaturg badania, ci$nienie atmosferyczne, ilos¢ wykorzystanej prébki, odstgp czasowy do
uzyskania zaptonu.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miare mozliwosci nastepujace informacje:

— precyzyjna specyfikacja substancji (tozsamo$¢ i zanieczyszczenia),

— ilo$¢ uzytej probki, ci$nienie atmosferyczne,

— zastosowany przyrzad,

— wyniki pomiaréw (temperatury badania, wyniki dotyczace zaplonu, odpowiednie opéznienia),
— wszelkie dodatkowe uwagi istotne dla interpretacji wynikow.

LITERATURA

Brak.

A.16. WZGLEDNA TEMPERATURA SAMOZAPLONU DLA CIAL STALYCH

METODA

WPROWADZENIE

Badaniu temu nie nalezy poddawal substancji wybuchowych i substancji ulegajacych samoistnemu
zapaleniu w kontakcie z powietrzem w temperaturze otoczenia.

Celem niniejszego badania jest przedstawienie wstepnych informacji na temat samozaplonu substancji
stalych w podwyzszonych temperaturach.

W przypadku, gdy temperatura powstala albo w reakcji substancji z tlenem lub podczas rozkladu
egzotermicznego nie zostaje wystarczajaco szybko utracona do otoczenia, dochodzi do samopodgrzania,
co z kolei prowadzi do samozaptonu. Do samozaplonu dochodzi wigc wtedy, gdy szybko$¢ wytwarzania
ciepla przekracza szybko$¢ jego utraty.

Procedura badania jest przydatna jako wstepne badanie klasyfikacyjne substangji stalych. Ze wzgledu na
zlozony charakter zaplonu i spalania si¢ cial stalych, temperatura samozaplonu ustalona przy uzyciu tej
metody badania powinna by¢ wykorzystywana wylacznie do celéw poréwnawczych.

DEFINICJE T JEDNOSTKI

Temperatura samozaptonu uzyskana przy uzyciu tej metody to minimalna temperatura otoczenia wyrazona
w °C, w ktdrej pewna objetos¢ substancji bedzie ulegal zapaleniu w okreslonych warunkach.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Brak.

ZASADA METODY

Pewna ilo$¢ substancji do badar jest umieszczana w piecu w temperaturze pokojowej; krzywa temperatu-
ra/czas wigzaca warunki w $rodku prébki jest rejestrowana do momentu, gdy temperatura pieca wzro$nie
do 400 °C, lub do temperatury topnienia, jesli jest nizsza, z szybkoscia 0,5 °C /min. Do celu niniejszego
badania, temperatura pieca w ktorej temperatura probki osiggnie 400 °C przez samopodgrzanie jest zwana
temperaturg samozaplonu.



13/t 11 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej 357

1.5. KRYTERIA ]AKOéCI
Brak.

1.6. OPIS METODY

1.6.1. Przyrzad

1.6.1.1. Piec

Piec laboratoryjny (o objetosci okoto 2 litrow) z programatorem temperatury wyposazony w obieg
naturalnego powietrza i zawér przeciwwybuchowy. W celu zapobiezenia ewentualnemu ryzyku wybuchu,
wszystkie gazy pochodzace z rozkladu nie moga wejs¢ w kontakt z elementami ogrzewania elektrycznego.

1.6.1.2. Kostka z siatki drucianej

Kawatek drucianej siatki stalowej o otworach oczek 0,045 mm nalezy wycia¢ zgodnie z szablonem
przedstawionym na rysunku 1. Siatke sklada si¢ i zabezpiecza drutem u géry otwartego kubka.

1.6.1.3. Termoogniwa

Odpowiednie termoogniwa

1.6.1.4. Rejestrator

Dowolny rejestrator dwukanatowy, wykalibrowany od 0 do 600 °C lub o odpowiednim napigciu.
1.6.2. Warunki badania

Substancje s3 badane w stanie otrzymanym.
1.6.3. Przeprowadzenie badania

Kostke napelnia si¢ badana substancja i lagodnie uklepuje, dodajac substancje, az kostka bedzie catkowicie
wypelniona. Nastepnie probke zawiesza si¢ poSrodku pieca w temperaturze pokojowej. Jedno termoogniwo
umieszcza si¢ posrodku kostki, a drugie miedzy kostka i $ciana pieca w celu zapisywania temperatury w
piecu.

Prowadzi si¢ ciagly zapis temperatury pieca i probki podczas podwyzszania temperatury pieca do 400 °C
lub do temperatury topnienia substancji stalej, jezeli ta ostatnia jest nizsza, z szybkoscig 0,5 °C/min.

Gdy substancja si¢ zapali, termoogniwo w probce pokaze bardzo ostry wzrost temperatury powyzej
temperatury w piecu.

2. DANE

Temperatura pieca przy ktorej temperatura probki osiaga 400 °C przez samopodgrzanie jest stosowana do
obliczen (patrz rysunek 2).

3. SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miarg mozliwosci nastepujace informacje:
— opis badanej substangji,
— wyniki pomiaréw, wlacznie z krzywa zaleznosci temperatura/czas,

— wszelkie dodatkowe uwagi istotne dla interpretacji wynikow.
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4. LITERATURA

(1) NF T 20-036 (September 85). Chemical products for industrial use. Determination of the relative
temperature of the spontaneous flammability of solids.

Rysunek 1
Szablon kostki do badan 20 mm
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Rysunek 2

Typowa krzywa temperatura/czas
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

A.17. WLASCIWOSCI UTLENIAJACE (CIALA STALE)

METODA
WPROWADZENIE

Do przeprowadzenia badania przydatne jest posiadanie wstgpnych informacji na temat ewentualnych
wlasciwosci wybuchowych substancji.

Niniejsze badanie nie jest przeznaczone dla cieczy, gazéw, substancji wysoce tatwopalnych i wybuchowych
lub nadtlenkéw organicznych.

Niniejsze badanie nie musi by¢ prowadzone, gdy analiza wzoru strukturalnego chemicznego ustala ponad
wszelkie watpliwosci, ze substancja jest niezdolna do egzotermicznego reagowania z materialem palnym.

W celu upewnienia si¢, czy badanie nie powinno by¢ przeprowadzone z zastosowaniem szczegllnych
srodkéw ostroznosci, nalezy wykona¢ badanie wstepne.

DEFINICJA I JEDNOSTKI

Czas spalania: czas reakeji, w sekundach, jaki zabiera strefie reakcyjnej przejécie wzdtuz stosu, zgodnie z
procedurg okreslona w 1.6.

Szybko$¢ spalania: wyrazana w milimetrach na sekunde.

Maksymalna szybko$¢ spalania: najwigksze wartoSci szybkosci spalania uzyskane w przypadku mieszanin
zawierajacych od 10 do 90% wagowych utleniacza.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Azotan baru (czystosci analitycznej) jest uzywany jako substancja odniesienia w prébie wiasciwej i w
badaniu wstepnym.

Mieszaning odniesienia jest ta mieszanina azotanu baru ze sproszkowang celuloza, przygotowana zgodnie z
ppkt 1.6, ktora charakteryzuje si¢ maksymalng szybkoscia spalania (zazwyczaj mieszanina z 60% azotanem
baru wagowo).

ZASADA METODY

Dla zachowania bezpieczefistwa przeprowadza si¢ badanie wstepne. Nie wymaga si¢ prowadzenia dalszych
badan, gdy wstgpne badanie wyraznie wskazuje Ze badana substancja posiada wlasciwosci utleniajace. Jezeli
to nie jest ten przypadek, substancja musi by¢ przedmiotem pelnego badania.

W pelnym badaniu substancj¢ badana i okreslong substancj¢ palng nalezy miesza¢ z rézng szybkoscia. Z
kazdej mieszaniny formuje si¢ nastgpnie stos, ktdry jest zapalany z jednej strony. Maksymalng ustalong
szybko$¢ spalania poréwnuje si¢ z maksymalng szybkoscig spalania mieszaniny odniesienia.

KRYTERIA JAKOSCI

W razie potrzeby mozna zastosowaé dowolna metod¢ mielenia i mieszania, o ile réznica maksymalnej
szybkosci spalania w szeSciu oddzielnych badaniach bedzie odbiegaé od wartosci $redniej arytmetycznej o
nie wiecej niz 10%.
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1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.3.

1.6.2.

1.6.2.1.

OPIS METODY

Przygotowanie

Substancja badana

Zmniejszy¢ wielko$¢ ziarna badanej probki do wielkoSci ziarna < 0,125 mm stosujac nastepujaca
procedurg: przesia badang substancje, rozdrobni¢ pozostala frakcje, powtarzaé procedure do momentu,
gdy cala porcja do badan przejdzie przez sito.

Mozna zastosowal dowolng metode mielenia lub przesiewania spelniajaca kryteria jakoSciowe.

Przed przygotowaniem mieszaniny substancje suszy si¢ w temperaturze 105 °C, do uzyskania stalej masy.
W przypadku rozkladu badanej substancji w temperaturze ponizej 105 °C substancje t¢ nalezy wysuszy¢ w
odpowiedniej, nizszej temperaturze.

Substancja palna

Jako substancj¢ palng wykorzystuje si¢ sproszkowanag celuloze. Celuloza powinna by¢ rodzaju stosowanego
w chromatografii cienkowarstwowej lub chromatografii kolumnowej. Odpowiednim sprawdzonym typem
jest celuloza z wigcej niz 80% widkien o dlugosci miedzy 0,020 i 0,075 mm. Proszek celulozy jest
przesiewany przez sito o wymiarze oczka 0,125 mm. Poprzez cale badanie stosuje si¢ t¢ sama parti¢
celulozy.

Przed przygotowaniem mieszaniny, sproszkowana celuloza jest suszona w 105 °C do chwili uzyskania
stalej masy.

Jezeli w badaniu wstepnym stosowana jest maczka drzewna, nalezy przygotowal maczke drzewna z
migkkiego drewna, poprzez zebranie porcji, ktéra przechodzi oczko siatki 1,6 mm, energicznie wymieszac,
a nastepnie suszy¢ w 105 °C przez cztery w warstwie nie grubszej niz 25 mm. Ochlodzi¢ i przechowywac
w hermetycznym pojemniku, w pelni wypelnionym jak to praktycznie wymagane, najlepicj w obrebie czasu
24 godzin od wysuszenia.

Zrédto zaplonu

Jako Zrédla zaptonu nalezy uzy¢ goracego plomienia gazowego palnika ($rednicy minimum 5 mm). Jezeli
stosuje si¢ inne Zrédlo zaplonu (np. przy badaniu w atmosferze obojetnej), nalezy przedstawi¢ w
sprawozdaniu opis i uzasadnienie.

Przeprowadzenie badania
Uwaga:

Mieszaniny utleniaczy z celulozg lub maczka drzewna musza by¢ traktowane jako potencjalnie wybuchowe
i nalezy obchodzi¢ si¢ z nimi z nalezyta ostroznoscia.

Badanie wstgpne

Wysuszona substancja jest wymieszana z wysuszong celulozg lub maczka drzewna w proporcjach 2 czesci
substancji badanej na 1 cz¢$¢ celulozy lub maczki drzewnej wagowo, po czym z mieszaniny ksztaltuje si¢
maly, stozkowaty stos o wymiarach 3,5 cm (Srednica podstawy) x 2,5 cm (wysoko$¢) przez napelnienie,
bez ubijania, stozkowatej formy (np. szklanego lejka laboratoryjnego z zatkana szyjka).

Stos umieszcza si¢ na chlodnej, niepalnej, nieporowatej plycie bazowej o niskim przewodnictwie cieplnym.
Badanie nalezy przeprowadzi¢ w szafie wyciggowej, tak jak opisano w 1.6.2.2.

Zrédlo zaplonu wchodzi w kontakt ze stozkiem. Nalezy zaobserwowal i zapisa intensywnos¢ i czas
trwania ostatecznej reakcji.

Substancja jest uwazana za utleniajacy jezeli reakcja zachodzi gwaltownie.

W kazdym przypadku, gdy wynik mozna poddal w watpliwo$¢, konieczne jest przeprowadzenie pelnej
serii badari opisanych powyzej.



13/t 11

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

361

1.6.2.2.

Badanie impulsowe

Przygotowaé kolejne porcje mieszaniny utleniacza/celulozy zawierajace od 10 do 90% wagowych czedci
utleniacza w odstgpach co 10%. Dla granicznych przypadkéw, nalezy uzy¢ mieszanin posrednich
utleniacz/celuloza, dla uzyskania maksymalnej szybkosci spalania bardziej precyzyjnie.

Nalezy uformowaé stos przy pomocy formy. Forma jest wykonana z metalu, ma dlugo$¢ 250 mm i
trojkatny przekrdj, przy czym jej wewnetrzna wysoko$¢ wynosi 10 mm, a wewnetrzna szeroko$¢ - 20
mm. Po obu stronach formy w kierunku wzdluznym montuje si¢ dwie blaszki jako ograniczenia
poprzeczne wystajace na 2 mm poza gorng krawedZ trojkatnego przekroju (rysunek). Niniejszy uklad jest
luzno napekniany lekkim nadmiarem mieszaniny. Po jednokrotnym upuszczeniu formy z wysokosci 2 cm
na twarda powierzchni¢ pozostaly nadmiar substancji nalezy zeskrobaé przy pomocy sko$nie ustawionego
arkusza. Nastgpnie ograniczenia poprzeczne nalezy usunal i wygladzi¢ pozostaly proszek przy pomocy
watka. Nastepnie na gorze formy umieszcza si¢ niepalng, nieporowata o niskim przewodnictwie cieplnym,
plyte bazowa, odwraca przyrzad i zdejmuje forme.

Ustawic¢ stos w kierunku prostopadlym do ciggu powietrza w szafie wyciagowej.

Szybko$¢ przeplywu powietrza powinna by¢ wystarczajaca do zapobiezenia przedostaniu si¢ dymu do
laboratorium i nie powinna by¢ zmieniana w trakcie badania. Wokét przyrzadu nalezy ustawi¢ ekran
chronigcy przed ciagiem powietrza.

Ze wzgledu na higroskopijno$¢ celulozy i badanych substangji, badanie nalezy przeprowadzi¢ jak najszyb-
ciej.

Zapali¢ jeden z koncéw stosu przez dotknigcie plomieniem.

Zmierzy¢ czas reakcji na odleglosci 200 mm po tym jak strefa reakcji rozprzestrzeni si¢ z poczatkowej
odleglosci 30 mm.

Badanie przeprowadza si¢ z substancja odniesienia i przynajmniej raz dla kazdego z zakreséw mieszanin
badanej substancji z celulozg.

Jezeli maksymalna szybko$¢ spalania okazuje si¢ by¢ znaczaco wigksza niz ta z mieszaniny odniesienia,
badanie nalezy wstrzymaé; poza tym badanie musi by¢ powtarzane pie¢ razy dla kazdej z trzech mieszanin
dajacych najwieksza szybkos¢ spalania.

Jezeli wynik podejrzewany jest o nieprawdziwie pozytywny, nalezy powtérzy¢ badanie stosujac obojetng
substancje o podobnej wielkosci ziarna, taka jak diatomit w miejsce celulozy. Alternatywnie mieszanina
badana substancja/celuloza o najwickszej szybkosci spalania powinna by¢ ponownie zbadana w obojetnej
atmosferze (< 2% wagowych zawartosci tlenu).

DANE

Ze wzgledéw bezpieczenistwa maksymalna szybko$¢ spalania - nie jej warto$¢ $rednia- musi by¢ uwazana
za charakterystyczng wlasciwoscia utleniajaca substancji badanej.

Istotne znaczenie dla oceny ma najwyzsza warto$¢ szybkoSci spalania w serii szeSciu badan danej
mieszaniny.

Sporzadzi¢ wykres najwyzszej wartoSci szybkoci spalania dla kazdej mieszaniny w zalezno$ci od stezenia
utleniacza. Z wykresu nalezy wzig¢ maksymalng szybkos¢ spalania.

Sze$¢ zmierzonych wartosci szybkosci spalania w obrebie serii uzyskanej z mieszaning z maksymalng
szybkoscig spalania nie moze odbiega¢ od wartoSci Sredniej arytmetycznej o wigcej niz 10%; w innym
przypadku nalezy poprawi¢ metody mielenia i mieszania.

Nalezy poréwnaé maksymalng uzyskang szybko$¢ spalania z maksymalng szybkoscia spalania mieszaniny
odniesienia (patrz: 1.3).

Jezeli badania przeprowadzono w obojetnej atmosferze, maksymalna szybkos¢ reakeji poréwnuje si¢ z ta z
mieszaniny odniesienia w atmosferze obojetnej.
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3. SPRAWOZDANIE
3.1. SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miare mozliwosci nastgpujace informacje:

— tozsamos$¢, sklad, czysto$¢, zawarto$¢ wilgoci i tym podobne dane badanej substancji;

— wszelkie procesy przetwarzania, ktorym byla poddawana prébka badana (np. miclenie, suszenie,...),

— zrédlo zaptonu uzywane w badaniach;

— wyniki pomiardw;

— sposob zachodzenia reakgji (np. blyskawiczne spalanie na powierzchni, spalanie w calej masie, wszelkie
informacje dotyczace produktéw spalania,...),

— wszelkie dodatkowe uwagi istotne dla interpretacji wynikéw, wilacznie z opisem intensywnosci reakcji
(ptomienie, iskry, dymy, powolne tlenie si¢ itp.) oraz przyblizony czas trwania uzyskany we wstepnym
badaniu ze wzgledow bezpieczenstwa/klasyfikacyjnym w przypadku zaréwno substancji badanej, jak i
substancji odniesienia.

— wyniki badan substancji obojetnej, jesli stosowano;
— wyniki z badan w obojgtnej atmosferze, jesli stosowano.

3.2. INTERPRETACJA WYNIKU

Substancja jest uwazana za substancj¢ utleniajaca gdy:
a) we wstepnym badaniu zachodzi gwaltowna reakgja;

b) w pelnym badaniu, maksymalna szybko$¢ spalania badanych mieszanin jest wyzsza lub réwna
maksymalnej szybkosci spalania mieszaniny odniesienia z celulozy i azotanu baru.

W celu zapobiezenia wynikom nieprawdziwie pozytywnym, wyniki uzyskane przy badaniu substancji
zmieszanej z materialem obojetnym i/lub przy badaniu w atmosferze obojetnej musza by¢ takze
rozwazone przy interpretacji wynikow.

4. LITERATURA

(1) NF T 20-035 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the oxidizing
properties of solids.
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A.

CZESC B: METODY USTALANIA TOKSYCZNOSCI

OGOLNE WPROWADZENIE: CZESC B

WPROWADZENIE

Patrz: Ogélne wprowadzenie.

B. DEFINICJE

(i)

(i)

(i)

(vii)

(viii

Ostra toksyczno$¢ obejmuje niekorzystne skutki wystepujace w danym czasie (zwykle 14 dni) po podaniu
jednorazowej dawki substancji.

LD, (mediana dawki $miertelnej) jest obliczong metodami statystycznymi pojedyncza dawka substancji, co do
ktorej mozna si¢ spodziewal, ze spowoduje zgon 50% otrzymujacych ja zwierzat. Warto$¢ LD50 wyraza si¢ w
jednostkach masy badanej substancji na jednostke masy zwierzecia doswiadczalnego (w miligramach na kilogram).

LC,, (mediana stezenia $miertelnego) jest obliczonym metodami statystycznymi stezeniem substancji, co do
ktérego mozna si¢ spodziewal, ze spowoduje zgon w trakcie ekspozycji lub po ustalonym czasie od ekspozycji
u 50% zwierzat narazonych na substancje przez okreslony czas. Warto$¢ LC50 jest wyrazana jako masa substancji
badanej na wzorcowa objeto$¢ powietrza (miligramy na litr).

Poziom niepowodujacy dzialafi niepozadanych to maksymalna dawka lub poziom ekspozycji stosowane w
badaniu, ktére nie daja rejestrowalnych oznak toksycznosci.

Toksyczno$¢ podostra/Toksyczno$é podchroniczna obejmuje dzialania niepozadane, do ktorych dochodzi u
zwierzgt do$wiadczalnych w wyniku wielokrotnego, codziennego dawkowania lub narazenia na zwigzek chemicz-
ny przez krotkg cze$é ich przewidywanej dlugosci zycia.

Maksymalna dawka tolerowana (MTD) jest najwyzszym poziomem dawki wywotujacym u badanych zwierzgt
oznaki toksycznosci bez znaczacego wplywu na przezycie odnoszace si¢ do badania, w ktérym jest uzyta.

Draznienie skéry polega na wywolywaniu odwracalnych zmian zapalnych skory po zastosowaniu substancji
badane;j.

) Draznienie oka polega na wywolywaniu odwracalnych zmian zapalnych oczu po nalozeniu substancji badanej na
przednig powierzchni¢ gatki oczne;j.

Dzialania uczulajgce na skére (uczuleniowe kontaktowe zapalenie skéry) jest immunologiczng, skérng reakcja na
substangje.

Specyficzne definige dla toksycznosci inhalacyjnej:

aerozol jest zdefiniowany jako czasteczki (ciato stale iflub ciecz) jednorodnie rozproszone w powietrzu

$rednica aerodynamiczna to §rednica kuli jednostki gestosci (1 g/em’) posiadajacej ta samg koricowa szybkosé
osadzania jak omawiana czgstka.

$rednica aerodynamiczna $redniej masy (MMAD) jest wyliczona $rednica aerodynamiczng, ktéra dzieli rozklad
granulometryczny aerozolu na pét przy pomiarze masowym.

geometryczne odchylenie standardowe (GSD) jest stosunkiem wyznaczonych 84 percentyli do 50 percentyli i
wskazuje nachylenie krzywej skumulowanego rozkladu wielkosci ziarna, powodujac ze rozklad wielkosci jest
logarytmiczno-normalny.
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Specyficzne definige dla procedury ustalonej dawki w ustalaniu ostrej toksycznosci doustnej:

— Wyrazne dzialanie toksyczne odnosi si¢ do objawéw dzialania toksycznego widocznych po podaniu badanej
substangji, ktore sa na tyle powazne, ze podanie nastepnej wyzszej wielkosci dawki moze spowodowaé $mieré.

— Dawka réznicujgca jest najwyzsza z czterech ustalonych wielkosci dawek, ktéra moze byé podawana bez
powodowania zgondéw zwigzanych z substancja chemiczng (wlaczajac zgony ludzi).

C. MUTAGENNOSC (wlacznie z badaniami przed-klasyfikacyjnymi rakotwérczosci)

W celu dokonania wstgpnej oceny potencjalu mutagennego substancji, konieczne jest uzyskanie informacji na temat
dwéch kategorii punktéw koncowych, a mianowicie mutacji genowych i aberracji chromosomalnych.

Te dwa punkty koficowe ocenia si¢ przy uzyciu nastgpujacych badan:

(i) Badania wywolywania mutacji genowych (punktowych) w komorkach prokariotycznych, takich jak komorki bakterii
Salmonella typhimurium; mozliwe do przyjecia s takze badania z wykorzystaniem Escherichia coli. Wyb6r miedzy
tymi dwoma badanymi organizmami moze zaleze¢ od charakteru badanego zwiazku chemicznego.

(i) Badania wywolywania aberracji chromosomalnych w komérkach ssakéw hodowanych in vitro; mozliwa do przyjecia
jest takze procedura in vivo (badanie mikrojadrowe lub metafazalna analiza komoérek szpiku kostnego). Jednakze, w
razie braku jakichkolwiek przeciwwskazan metody in vitro sa usilnie zalecane.

D. OCENA I INTERPRETACJA

Istnieja ograniczenia co do zakresu, w jakim wyniki badan przeprowadzonych na zwierzgtach i in vitro mozna
bezposrednio ekstrapolowaé na ludzi. Nalezy o tym pamigtaé przy ocenie i interpretacji badan.

Tam gdzie to jest dostgpne, dowody dzialania niepozadanego u ludzi powinny mie¢ zwigzek z ustalaniem potencjalnego
dzialania substancji chemicznych na ludzka populacje.

E. LITERATURA

Toksykologia jest rozwijajaca si¢ nauka eksperymentalna, w zwigzku z czym istnieje bardzo obszerna literatura na
kazdy temat. Istotne informacje mozna znalez¢é w wytycznych OECD dotyczacych badan.

Uwagi dodatkowe:

Opieka nad zwierzgtami

W badaniu toksyczno$ci podstawowe znaczenie ma $cista kontrola warunkéw $rodowiska i wykorzystanie whasciwych
technik opieki nad zwierzetami.

i) Warunki przetrzymywania

Warunki $rodowiska w pomieszczeniach lub zamknigciach, w ktérych przebywa zwierze doswiadczalne, powinny
by¢ wiasciwe dla badanych gatunkéw. W przypadku szczuréw, myszy i $winek morskich wiasciwe warunki to
temperatura pokojowa wynoszaca 22 + 3 °C i wilgotnoé¢ wzgledna od 30 do 70%; w przypadku krélikow
temperatura powinna wynosi¢ 20 + 3 °C, a wilgotnos¢ wzgledna od 30 do 70%.

Niektére techniki eksperymentalne sa szczegblnie wrazliwe na wplyw temperatury. W takich przypadkach szczegé-
fowe dane na temat wlasciwych warunkéw podano w opisie metody badania. W przypadku wszystkich badan
skutkéw toksycznych nalezy prowadzi¢ monitorowanie i zapisywanie temperatury i wilgotnosci. Dane te nalezy
poda¢ w sprawozdaniu koficowym z badania.
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W przypadku wykorzystania sztucznego o$wictlenia nalezy zachowa zazwyczaj sekwencje 12 godzin $wiatla i 12
godzin ciemnosci. Dane na temat wzorca o$wietlenia nalezy zapisywaé i wlaczy¢ do sprawozdania koficowego z
badania.

W sprawozdaniach z badan na zwierzgtach wazne jest podanie wykorzystanych rodzajow klatek oraz liczby zwierzat
przebywajacych w kazdej klatce podczas ekspozycji na zwiazek chemiczny oraz w pdzniejszych okresach obserwacji.

Warunki karmienia

—-
=

Dieta powinna zaspokajaé wszystkie potrzeby pokarmowe badanych gatunkéw. W przypadku gdy substancje badane
podaje si¢ zwierzg¢tom z pokarmem, moze dochodzi¢ do zmniejszenia wartosci odzywczej tego ostatniego wskutek
interakcji migdzy substancjg i sktadnikami pozywienia.

Mozliwo$¢ takiej reakcji nalezy wzia¢ pod uwage przy interpretacji wynikéw badar.

W diecie nie moga by¢ obecne w istotnym stezeniu zanieczyszczenia, o ktorych wiadomo, ze wplywaja na
toksyczno$¢.

Dobrostan zwierzgt

Opracowujac szczegdtowo metody badania, odpowiednio rozwazono dobrostan zwierzat. Kilka przykladéw skrétowo
podano ponizej, ale niniejszy wykaz nie jest wyczerpujacy. Dokladny sposéb sformulowania iflub warunki powinny by¢
odczytane w tekscie metod:

— Dla ustalenia ostrej toksyczno$ci doustnej, wprowadzono metode alternatywna ,procedure ustalonej dawki”.
Niniejsza procedura nie wykorzystuje $mierci jako specyficznego punktu docelowego. Wykorzystuje ona niewielka
ilo§¢ zwierzat i owocuje zmniejszeniem bolu i stanu zagrozenia, w stosunku do klasycznego ustalania ostrej
toksycznosci doustne;.

— Liczba wykorzystywanych zwierzat jest zredukowana do naukowo dopuszczalnego minimum: na poziom dawki,
tylko 5 zwierzat o tej samej plci jest badanych do celéow metod B.1 i B.3; tylko 10 zwierzat (i tylko 5 w negatywnej
grupie kontrolnej) jest uzywanych przy okreslaniu dziatania uczulajacego na skore za pomoca badania maksymali-
zagji na §wince morskiej (metoda B.6); liczba zwierzat potrzebna do kontroli pozytywnej przy badaniu mutagen-
nosci in vivo jest rowniez obnizona (metody B.11 i B.12)

— BOl i cierpienie zwierzat podczas badania s3 minimalizowane: Moze wystapi¢ konieczno$¢ humanitarnego zabicia
zwierzat przejawiajgcych ostre i trwale oznaki cierpienia i bolu; dawkowanie badanych substancji w sposéb, o
ktérym wiadomo, ze powoduje wyrazny bol i cierpienie z powodu whasciwosci zracych i draznigcych, nie musi by¢
przeprowadzane (metody B.1, B.2 i B.3).

— Unika si¢ badania z uzyciem nieodpowiednio wysokich dawek, przez wprowadzenie badan granicznych, nie tylko w
badaniach ostrej toksycznosci (metody B.1, B.2 i B.3) ale takze w badaniach in vivo mutagennosci (metody B.11 i
B.12).

— Strategia badania podraznienia zezwala obecnie na niewykonanie badania, lub jego zredukowanie do badania
pojedynczego zwierzecia, w przypadku gdy moga by¢ dostarczone wystarczajace naukowe dowody.

Takie naukowe dowody moga by¢ oparte na whasciwosciach fizyko-chemicznych substancji, na wynikach innych badan
juz przeprowadzonych, lub dobrze uzasadnionych wynikach badan in vitro. Przyktadowo, jezeli zostato przeprowadzone
badanie ostrej toksyczno$ci dermalnej przy dawce badania granicznego (metoda B.3), i nie zaobserwowano Zzadnego
podraznienia skory, dalsze badanie dotyczace podraznienia skéry (metoda B.4) moze by¢ niepotrzebne; materialy, ktére
wykazywaly wyrazne dzialanie zrace i ostre podraznienie skéry w badaniu podraznienia skéry (metoda B.4) nie
powinny by¢ dalej badane w zakresie podraznienia oka (metoda B.5).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.1 TOKSYCZNOSC OSTRA (DOUSTNA)

METODA

WPROWADZENIE

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (A).
DEFINICJE

Patrz: Wprowadzenie ogélne czes¢ B (B).
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Brak.

ZASADA METODY BADANIA

Substancja badana jest podawana doustnie przez zglebnik Zoladkowy w stopniowanych dawkach kilku
grupom zwierzgt do$wiadczalnych, po jednej dawce na grupe. Wybér dawek jest oparty na wynikach
zakresu ustalenn badania. Nastepnie obserwuje sie skutki podania substancji i zgony. Zwierzeta, ktore
zdechng w trakcie badania, i te, ktére przezyja po jego zakonczeniu, poddaje si¢ sekcji zwlok. Metoda ta
jest ukierunkowana przede wszystkim na badania na gatunkach gryzoni.

Zwierzgta wykazujace cigzkie i trwale oznaki stanu zagrozenia i b6lu moga wymaga¢ humanitarnego
u$miercenia. Dozowanie badanych substancji w sposéb znany z powodowania znaczacego bolu i stanu
zagrozenia z powodu wiasciwosci zracych lub drazniacych nie moze by¢ przeprowadzane.

KRYTERIA JAKOSCI
Brak.

OPIS METODY BADANIA
Przygotowania

Zwierzgta muszg by¢ trzymane w do$wiadczalnych warunkach pobytu i karmienia przez co najmniej pigé
dni przed przeprowadzeniem badania. Przed przeprowadzeniem badania zdrowe, mlode, doroste zwierzeta
sa wybierane losowo i przydzielane do poszczegdlnych grup otrzymujacych substancje. W razie potrzeby
badang substancj¢ rozpuszcza si¢ lub sporzadza jej zawiesing w odpowiednim podlozu. Zaleca si¢, aby w
miarg mozliwosci najpierw rozwazyé wykorzystanie roztworu wodnego, nastgpnie roztworu w oleju
roSlinnym, a nastgpnie ewentualnych roztworéw w innych podlozach, badZ tez zawiesiny. W przypadku
podléz innych niz wodne musi by¢ znana charakterystyka ich toksycznosci istotna dla badania, badZ tez
takg charakterystyke nalezy okresli¢ przed badaniem lub w trakcie jego wykonywania. U szczuréw w
zwyklych warunkach objeto$¢ nie powinna przekraczaé 10 ml/kg masy ciala, z wyjatkiem roztworéw
wodnych, w ktérym to przypadku mozna zastosowac ilo§¢ 20 ml/kg. Zmiennos$¢ badanej objetosci mozna
zmniejszy¢ do minimum przez takie dostosowanie stezenia, aby zapewniC stala objeto$¢ wszystkich
wielkosci dawek.

Warunki badania

Zwierzgta doswiadczalne

O ile nie ma przeciwwskazan, preferowanym gatunkiem jest szczur.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3

Nalezy wykorzystywa¢ powszechnie stosowane szczepy laboratoryjne. Dla kazdej plci, na poczatku badania
zakres zmienno$ci wagowej uzytych zwierzat nie powinien przekraczal + 20% wihasciwej wartosci $redniej.

Liczba i ple¢

Po co najmniej pig¢ gryzoni jest uzywanych dla kazdej wielkosci dawki. Powinny by¢ one wszystkie
jednakowej plci. Jezeli stosuje si¢ samice, powinny by¢ one nierddkami i nie mogg by¢ w ciazy. Jezeli
dostepna jest informacja wskazujaca, ze dana plec jest znaczaco bardziej czuta, nalezy uzy¢ do dawkowania
zwierzat tej plci.

Uwaga: W badaniach ostrej toksycznodci u zwierzat wyzszego rzedu niz gryzonie, nalezy rozwazy¢ uzycie
mniejszej iloci.

Dawki musza by¢ starannie wybrane oraz nalezy dolozy¢ wszelkich staraii by nie przekracza¢ dawek
$redniej toksycznosci. Nalezy unikaé podawania w takich badaniach dawek $miertelnych substancji badane;.

Wielkos¢ dawki

Powinno si¢ zapewni¢ odpowiednia ich liczbe - co najmniej trzy - przy czym nalezy zachowad
odpowiednie odstgpy miedzy nimi, tak aby uzyskal grupy badane réznigce si¢ istotnie efektami toksycz-
nymi i stopniem $miertelno$ci. Dane powinny by¢ wystarczajgce do opracowania krzywej reakcja/dawka
oraz, o ile to bedzie mozliwe, do ustalenia w mozliwy do przyjecia sposob wartosci LD, .

Badanie graniczne

Jezeli uzywane sa gryzonie, przeprowadza si¢ badanie graniczne przy jednej wielkosci dawki, przynajmniej
2000 mglkg masy ciala, w grupie skladajacej si¢ z pieciu samcédw i pigciu samic stosujgc procedure
powyzej opisang. Jezeli zachodzi zwigzek $miertelnodci z badang substancja, nalezy rozwazy¢ wykonanie
pelnego badania.

Okres obserwacji

Okres obserwacji powinien wynosi¢ co najmniej 14 dni. Jednakze nie powinien on by¢ sztywno ustalony.
Powinien zaleze¢ od reakgji toksycznych, szybkosci ich pojawiania si¢ oraz okresu powrotu do zdrowia po
ich wystapieniu; w zwiazku z tym mozna go wydluzy¢, jezeli uzna si¢ to za konieczne. Wazny jest czas,
po jakim pojawiaja si¢ i znikaja objawy toksycznoSci oraz czas zgonu, w szczegélnoSci gdy istnicje
tendencja do opdznionych zgonéw.

Procedura

Przed podaniem substancji zwierzgta powinny pozostawal na czczo. W przypadku szczura nie nalezy go
karmi¢ przez noc. W przypadku zwierzat o szybszej przemianie metabolicznej krotszy okres utrzymywania
na czczo jest wlasciwy; nie ogranicza si¢ podawania wody. Nastgpnego dnia, zwierzgta powinny by¢
zwazone i nastgpnie podaje si¢ im badang substancj¢ przez zglebnik w dawce pojedynczej. Jezeli podanie
pojedynczej dawki nie jest mozliwe, mozna ja poda¢ w mniejszych czeSciach w okresie nieprzekraczajgcym
24 godzin. Po podaniu substancji mozna wstrzymac si¢ z podawaniem karmy przez nastgpne trzy do
czterech godzin. W przypadku gdy dawka jest podawana w czgSciach w ciagu pewnego okresu czasu moze
by¢ niezbedne zapewnienie zwierzgtom karmy i wody, zaleznie od dtugosci tego okresu.

Po podaniu substancji przeprowadza si¢ systematyczng obserwacj¢ i zapisuje jej wyniki. Nalezy wykonywa¢é
oddzielne zapisy dla kazdego zwierzecia. Obserwacja powinna by¢ czesta w ciagu pierwszego dnia.

Staranne badanie kliniczne nalezy przeprowadza¢ co najmniej raz kazdego dnia roboczego. Inne obserwa-
c¢je nalezy przeprowadzaé codziennie, podejmujac odpowiednie dzialania majace na celu zmniejszenie do
minimum utraty zwierzagt podczas badania, np. sekcje zwlok lub zamrazanie tych zwierzat, ktére zostang
znalezione martwe, oraz izolacje lub usypianie zwierzat stabych lub $miertelnie chorych. Obserwacje
powinny obejmowaé zmiany w skérze i sieréci, oczach i $luzéwce, jak réwniez ukladach: oddechowym,
krazenia, autonomicznym i centralnym nerwowym oraz wzorcéw aktywnosci somatomotorycznej i wzorca
zachowania. Szczegdlna uwage nalezy zwrédciC na obserwacje drzen, drgawek, zwigkszonego wydzielania
Sliny, biegunki, stanéw zwigkszonej sennosci, snu i $piaczki. Nalezy jak najprecyzyjniej odnotowaé termin
zgonu.

Zwierzeta, ktore padly w trakcie badania, i te, ktdre przezyja po jego zakoriczeniu, poddaje si¢ sekji
zwlok. Nalezy odnotowaé wszelkie makroskopowe zmiany patologiczne. O ile jest to wskazane, nalezy
pobra¢ wycinki tkanek do badania histopatologicznego.
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3.1.

3.2

Ocena toksycznosci dla innej plci

Po zakonczeniu badan dla jednej plci, przeprowadza si¢ dawkowanie na przynajmniej jednej grupie pigciu
zwierzat plci przeciwnej, w celu ustalenia czy zwierzeta tej plci nie s3 znaczaco bardziej wrazliwe na
substancj¢ badang. Uzycie mniejszej ilosci zwierzat musi by¢ uzasadnione w indywidualnych okolicznos-
ciach. Jezeli dostgpna jest stosowna informacja pokazujaca ze zwierzgta badanej plei sa znacznie bardziej
wrazliwe, druga ple¢ mozna pominac.

DANE

Dane nalezy przedstawi¢ w skrdcie w formie tabelarycznej, z podaniem - dla kazdej badanej grupy - liczby
zwierzgt na poczatku badania, terminéw zgonu poszczegdlnych zwierzat, liczby zwierzat wykazujacych
inne objawy toksycznosci, opisu efektow toksycznych i wyniku sekcji zwlok. Nalezy okresli¢ mase ciata
poszczeg6lnych zwierzat i zapisa¢ ja tuz przed podaniem badanej substancji, a pdzniej co tydzien i w
momencie zgonu. Nalezy oblicza¢ zmiany masy ciala i zapisywac je, gdy zwierze przezyje wigcej niz jedng
dobe. Zwierzgta humanitarnie zabite z powodu bélu i zagrozenia zwigzanego z dana substancja sg
zapisywane jako u$miercone w zwigzku z substancja. Mozna ustali¢ LD, przy uzyciu uznanej metody.
Ocena danych powinna objaé istnienie ewentualnej wspélzaleznosci miedzy ekspozycja zwierzat na
substancj¢ badana a czestoscig i cigzko$cia wszelkich zaburzen, wlacznie z zaburzeniami zachowania i
klinicznymi, zmianami makroskopowymi, zmianami masy ciala, $miertelnoscia i wszelkimi innymi efektami
toksycznymi.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badai zawiera w miar¢ mozliwo$ci nastgpujace informacje:
— gatunek, szczep, zrédlo, warunki $rodowiska, dieta itp.,

— warunki badania,

— wielko$ci dawek (wraz z podlozem, o ile jest stosowane, i st¢zeniami),
— ple¢ zwierzat poddanych dawkowaniu,

— tabelaryczne przedstawienie danych reakcji toksycznej w rozbiciu na plcie i wielko$¢ dawki (to jest
liczba padlych zwierzat lub zabitych w czasie trwania badania, liczba zwierzat wykazujacych oznaki
dzialania toksycznego, liczba zwierzat poddanych ekspozycji),

— czas zgonu po dawkowaniu, przyczyny i kryteria przyjete przy humanitarnym zabijaniu zwierzat,
— wszystkie obserwacje,

— Wartos¢ LD, dla plci poddanej pelnym badaniom ustalonym na 14 dni (wraz z okre$long metodg
oznaczania),

— 95% przedzial ufnosci dla LD, (o ile mozna go przedstawic),

— krzywa dawka/Smiertelno$¢ i jej nachylenie (o ile metoda oznaczania pozwala na ustalenie tych danych),
— wyniki sekcji zwlok,

— wszelkie wyniki badan histopatologicznych,

— wyniki wszystkich badan plci przeciwnej,

— omoéwienie wynikow (nalezy zwrécié szczegblng uwage, ze humanitarne zabicie zwierzat w czasie
trwania badania wplywa na obliczong wartos¢ LD,),

— interpretacja wynikow.

OCENA I INTERPRETACJA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢$¢ B (D).
LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

B.1 bis TOKSYCZNOSC OSTRA (DOUSTNA) - METODA USTALONE] DAWKI

METODA

WPROWADZENIE

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (A).
DEFINICJE

Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢$¢ B (B).
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Brak.

ZASADA METODY BADANIA

Badanie ostrej toksycznosci doustnej dostarcza informacji na temat dzialan niepozadanych, ktére moga
wystapi¢ w trakcie krotkiego okresu czasu po spozyciu pojedynczej dawki badanej substancji.

Metoda ustalonej dawki jest przeprowadzana w dwoch etapach.

W wstepnym badaniu rozpoznawczym, przeprowadza si¢ w sposéb sekwencyjny badanie skutku réznych
dawek podawanych doustnie przez zglebnik pojedynczym zwierzgtom jednej plci. Badanie rozpoznawcze
dostarcza informacji na temat zalezno$ci dawka-toksyczno$¢, whaczajac oceng minimalnej dawki $miertel-
nej. Zwykle na niniejszym etapie nie stosuje si¢ wigcej niz pieé zwierzat.

W badaniu gtéwnym, substancja jest podawana doustnie przez zglebnik grupie zwierzat (pie¢ samic i pieé
samcéw) w jednej z wstepnie ustalonych wielko$ci dawek (5, 50, 500 lub 2 000 mg/kg). Zastosowana
dawka pochodzi z badania rozpoznawczego i jest ta, ktéra prawdopodobnie wytworzy ,wyrazne dzialanie
toksyczne” (patrz 1.2. definicje), ale nie spowoduje $mierci.

Po podaniu substancji prowadzone s3 obserwacje skutkéw.

Jezeli wybrana poczatkowa wielko§¢ dawki daje wyrazne dzialanie toksyczne, lecz nie daje $miertelnosci
zwigzanej z substancja, dalsze badanie nie jest wymagane.

Gdy nie wida¢ wyraznego dzialania toksycznego przy wybranej wielkosci dawki, nalezy substancj¢ poddaé
ponownemu badaniu przy nastepnej wigkszej wielkosci dawki. Jezeli zwierz¢ta padly, lub gdy powazna
reakcja toksyczna wymagala humanitarnego zabicia zwierzat, substancje nalezy ponownie przebadal przy
nizszej wielkosci dawki.

Niniejsza procedura pozwala na identyfikacje ,dawki roznicujacej” (patrz 1.2. definicje), ktéra jest najwyzsza
z wstepnie ustalonych wielkosci dawek ktére moga by¢ podane bez spowodowania $miertelnosci (wlaczajac
humanitarne u$miercenia).

Zwierzeta wykazujace cigzkie i trwale oznaki stanu zagrozenia i bélu mogg wymaga¢ humanitarnego
us$miercenia. Dozowanie badanych substancji na drodze znanej z powodowania znaczacego bélu i standéw
zagrozenia, z powodu wiasciwosci zracych lub drazniacych, nie moze by¢ przeprowadzane.

KRYTERIA JAKOSCI
Brak.
OPIS METODY BADANIA

Przygotowania

Zwierzgta doswiadczalne

O ile nie ma przeciwwskazan, preferowanym gatunkiem jest szczur.
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Nalezy wykorzystywaé powszechnie stosowane szczepy laboratoryjne. Dla kazdej plei, na poczatku badania,
zakres roznic wagi stosowanych zwierzat nie powinien przekracza¢ *+ 20% whasciwej wartosci Sredniej.

Zwierzeta musza by¢ trzymane w do$wiadczalnych warunkach pobytu i karmienia przez co najmniej pigé
dni przed przeprowadzeniem badania. Przed badaniem, zdrowe milode doroste zwierzeta sa wybierane
losowo i przydzielane do grup rozpoznawczych i gtéwnych poddawanych ekspozycji. W praktyce, tylko
jedna grupa kazdej plci jest potrzebna do badania gléwnego.

Przygotowanie dawek i ich podawanie

W razie potrzeby badang substancj¢ rozpuszcza si¢ lub sporzadza jej zawiesing w odpowiednim podlozu.
Zaleca si¢, aby w miar¢ mozliwosci najpierw rozwazy¢ wykorzystanie roztworu wodnego, nastgpnie
roztworu w oleju rolinnym, a nastgpnie ewentualnych roztworéw w innych podlozach, badz tez
zawiesiny. W przypadku podléz innych niz wodne musi by¢ znana charakterystyka ich toksycznosci
istotna dla badania, badZ tez takg charakterystyke nalezy okresli¢ przed badaniem lub w trakcie jego
wykonywania. U szczuréw w zwyklych warunkach objetos¢ nie powinna przekracza¢ 10 mljkg masy ciala,
z wyjatkiem roztworéw wodnych, w ktérym to przypadku mozna zastosowac ilos¢ 20 ml/kg. Zmiennosé
badanej objetosci mozna zmniejszy¢ do minimum przez takie dostosowanie stgzenia, aby zapewnié stala
objetos¢ wszystkich wielkosci dawek.

Przed podaniem substancji zwierzgta powinny pozostawaé na czczo. W przypadku szczura, pokarm
powinien by¢ odstawiony poprzedniego wieczoru; wody nie ogranicza si¢. Nastgpnego dnia, zwierzeta
nalezy zwazy¢ i podaé substancje badang przez zglebnik, w dawce pojedynczej. Jezeli podanie pojedynczej
dawki nie jest mozliwe, mozna ja poda¢ w mniejszych czgSciach w okresie nieprzekraczajgcym 24 godzin.
Po podaniu substancji mozna wstrzymac si¢ z podawaniem karmy przez nastgpne trzy do czterech godzin.
W przypadku gdy dawka jest podawana w cz¢Sciach w ciggu pewnego okresu czasu moze by¢ niezbedne
zapewnienie zwierzgtom karmy i wody, zaleznie od dlugosci tego okresu.

Procedura

Badanie rozpoznawcze

Dzialanie réznych dawek bada si¢ na pojedynczych zwierzetach. W przypadku braku informacji wskazu-
jacych, ze samice sa bardziej wrazliwa plcig, zwykle stosowane sa samice. Dawkowanie stosowane jest
sekwencyjnie, dopuszczajac odstep co najmniej 24 godziny przed podaniem dawki nastgpnemu zwierzgciu.
Wszystkie zwierzeta sg starannie obserwowane na oznaki dzialania toksycznego przez co najmniej siedem
dni; jezeli oznaki umiarkowanej toksyczno$ci utrzymuja si¢ siddmego dnia, zwierz¢ nalezy obserwowal
przez dodatkowe siedem dni. Pod uwage sa brane nastepujace poczatkowe wielkosci dawek: 5, 50, 500 i
2000 mgfkg. Jezeli wybrana poczatkowa dawka nie powoduje powaznych objawéw toksycznosci, a
nastgpna wyzsza dawka powoduje $miertelno$¢, wtedy konieczne jest zbadanie stosownej jednej lub wigcej
dawek posrednich. W niniejszy sposob jest mozliwe zbudowanie informacji o wielkosci dawki (-ek)
powodujacej (-ych) takie same oznaki dzialania toksycznego i minimalnej wielkoSci dawki, ktéra powoduje
$miertelnos¢.

Nalezy dotozy¢ staran do wybrania dawki poczatkowej stosujac znane fakty z pokrewnych substancji
chemicznych. Przy braku tego typu informacji, sugerowane jest uzycie w pierwszym przypadku dawki 500
mg/kg. Jezeli nie obserwowano oznak dzialania toksycznego po podaniu dawki poczatkowej, wtedy bada
si¢ nastepng wyzsza wielko$¢ dawki. Gdy nie pojawila si¢ $miertelno$¢ przy dawce 2 000 mg/kg, badanie
rozpoznawcze jest zakoficzone i nalezy przeprowadzi¢ badanie glowne przy niniejszej wielkosci dawki.
Jezeli zaobserwowano powazne skutki, wymagajace humanitarnego zabijania, po podaniu dawki poczatko-
wej (np. 500 mg/kg), innemu zwierzeciu podaje si¢ nastepna nizsza dawke (np. 50 mgfkg). Jezeli zwierze
to przezyje, nastgpnym zwierzetom nalezy poda¢ odpowiednia dawke posrednig, z miedzy ustalonych
wielko$ci dawek. Zwykle nie oczekuje si¢ uzycia w niniejszej procedurze, wigcej niz pigciu zwierzat.

Badanie glowne

Co najmniej 10 zwierzat (pig¢ samic i pie¢ samcéw) nalezy uzy¢ dla kazdej badanej wielkosci dawki.
Samice powinny by¢ nierédkami i nie mogg by¢ w ciazy.

Jest zasadg metody ustalonej dawki ze w badaniu gléwnym stosuje si¢ tylko posrednie dawki toksyczne.
Nalezy unika¢ podawania $miertelnych dawek badanej substancji.

Wielko$¢ dawki uzywana w badaniu musi by¢ wybrana jako jedna z czterech ustalonych wielkosci dawek,
mianowicie 5, 50, 500 lub 2 000 mg/kg masy ciala. Wybrana poczatkowa wielkos¢ dawki powinna by¢
taka by mogla powodowaé wyrazne dzialanie toksyczne, lecz nie $miertelno$¢ zwigzang z substancja
(wlaczajac humanitarne u$miercanie; przypadkowe zgony nie s dolaczane, lecz powinny by¢ zapisywane).
Nie jest konieczne dalsze badanie jezeli ta wielko$¢ dawki powoduje wyrazne dzialanie toksyczne, lecz nie
powoduje $miertelnosci zwiazanej z substancjg.
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Jezeli podanie wybranej wielkosci dawki nie powoduje wyraznego dzialania toksycznego, substancje nalezy
ponownie przebadal przy nastgpnej wyzszej wielkosci dawki. Zwierzeta, jednakze, nalezy trzymal pod
obserwacja do momentu zakonczenia okresu obserwacji. Gdy powazna reakcja toksyczna wymaga
humanitarnego u$miercenia zwierzat lub wystepuje Smiertelnos¢ zwigzana z substancja, nalezy substancje
ponownie przebada¢ przy nastepnej nizszej wielkosci dawki. Ponownie, zwierzeta ktére nie wymagaly
humanitarnego u$miercenia, nalezy utrzymywa¢ pod obserwacja do momentu zakonczenia pelnego okresu
obserwagji.

Po podaniu dawek, systematycznie wykonywane sg i zapisywane obserwacje. Nalezy prowadzi¢ oddzielne
zapisy dla kazdego zwierzecia.

Okres obserwacji powinien wynosi¢ co najmniej 14 dni. Jednakze nie powinien on by¢ sztywno ustalony.
Powinien zaleze¢ od reakgji toksycznych, szybkosci ich pojawiania si¢ oraz okresu powrotu do zdrowia po
ich wystapieniu; w zwiazku z tym mozna go wydluzy¢, jezeli uzna si¢ to za konieczne. Wazny jest czas,
po jakim pojawiaja si¢ i znikaja objawy toksycznoSci oraz czas zgonu, w szczegélnoSci gdy istnicje
tendencja do op6znionych zgonéw.

Staranne badania Klinicznie powinny by¢ wykonywane przynajmniej dwa razy dziennie w dniu podania
dawki i co najmniej raz kazdego nastgpnego dnia. Zwierzgta wykazujace oczywiste oznaki bélu i powazne
objawy zagrozenia nalezy humanitarnie u$mierci¢. Konieczne sg dodatkowe obserwacje w czasie trwania
pierwszych pigciu dni po podaniu dawki, jezeli zwierzg¢ta w dalszym ciagu okazuja objawy dzialania
toksycznego. Badanie moze by¢ zakoniczone, jezeli staje si¢ jasne, ze poczatkowa wielkos¢ wybranej dawki
byla za wysoka.

Obserwacje powinny obejmowal zmiany w skorze i sierSci, oczach i $luzéwee, jak réwniez ukfadach:
oddechowym, krazenia, autonomicznym i centralnym nerwowym oraz wzorcéw aktywnos$ci somatomoto-
rycznej i wzorca zachowania. Szczegélng uwage nalezy zwréci¢ na obserwacje drzen, drgawek, zwigkszo-
nego wydzielania $liny, biegunki, stanéw zwigkszonej sennosci, snu i $piaczki.

Wage poszczegdlnych zwierzat nalezy ustali¢ na krotko przed podaniem badanej substangji, codziennie
przez nastgpne trzy dni a nastgpnie tygodniowo. Zwierzeta padle w trakcie badania i te ktore przezyly do
konca badania, sa wazone i poddawane sekcji zwlok. Nalezy odnotowal wszelkie makroskopowe zmiany
patologiczne. O ile jest to wskazane, nalezy pobra¢ wycinki tkanek do badania histopatologicznego.

Badania drugiej, a w wyjatkowych okolicznosciach, trzeciej wielkosci dawki moga by¢ wymagane, w
zaleznoéci od wynikéw wielkosci dawki poprzedzajacej.

W przypadku w ktérym substancja powoduje $miertelno$¢ przy dawce 5 mg/kg masy ciala (lub tam gdzie
badanie rozpoznawcze wskazujg $miertelno$¢ przy tej wielkosci dawki) wymagaja dalszego zbadania
toksycznosci ostrej substancji.

DANE

Dane z obu badaf, rozpoznawczego i gléwnego powinny by¢ zestawione w postaci tabelarycznej,
pokazujac dla kazdej badanej wielkosci dawki, liczbe zwierzat na poczatku badania; liczbe zwierzat
wykazujacych oznaki dziatania toksycznego; liczbe zwierzat padlych w czasie trwania badania lub zabitych
z przyczyn humanitarnych; opis dzialania toksycznego i, dla badania gtéwnego, czy obserwowano wyrazne
dzialanie toksyczne zwigzane z substancja; przebieg czasowy wszystkich dziatan toksycznych; ustalenia z
sekcji zwlok. Nalezy oblicza¢ zmiany masy ciala i zapisywaé je, gdy zwierz¢ przezyje wigcej niz jedng
dobe.

Zwierzgta ktore zostaly humanitarnie zabite z powodéw bélu i zagrozenia zwigzanych z substancja sa
zapisywane jako zgony zwiazane z substancjg.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badania powinno w miar¢ mozliwoici zawiera¢ nastgpujace informacje, zaréwno dla
badania rozpoznawczego jak i gléwnego:

— gatunek, szczep, zrodlo, warunki Srodowiska, dieta itp.,

— warunki badania



13/t 11

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

373

3.2.

— wielko$ci dawek (wraz z podlozem, o ile jest stosowane, i stezeniami),

— pelne wyniki dla wszystkich badanych wielkosci dawek,

— tabelaryczne przedstawienie danych reakcji toksycznej w rozbiciu na plcie i wielko$¢ dawki (to jest

liczba uzytych zwierzat; zmiany w wadze ciala; gdzie stosowne, ilo§¢ padlych zwierzat lub zabitych w
czasie trwania badania, liczba zwierzat wykazujacych oznaki dziatania toksycznego; rodzaj, stopien
ciezkodci i czas trwania dziatania)

czas pojawienia si¢ oznak dzialania toksycznego i czy byly odwracalne

o ile zwierzeta padly lub zostaly zabite, czas zgonu po dawkowaniu, przyczyny i kryteria przyjete przy
humanitarnym zabijaniu zwierzat

ustalenia z sekgji zwlok

wszelkie wyniki histopatologiczne.

oméwienie wynikéw,

interpretacja wynikéw, wlaczajac oznaki wyraznego dzialania toksycznego i wielko§¢ dawki réznicujacej
okreslonej w badaniu.

OCENA I INTERPRETACJA

DAWKA

5 mg/kg masy ciala

50 mg/kg masy ciala

500 mgfkg masy ciata

2000 mgfkg masy ciata

WYNIKI

Ponizej 100% przezycia

100% przezycia; lecz wyrazne
dzialanie toksyczne

100% przezycia; brak wyrazne-
go dzialania toksycznego

Ponizej 100% przezycia

100% przezycia; lecz wyrazne
dzialanie toksyczne

100% przezycia; brak wyrazne-
go dzialania toksycznego

Ponizej 100% przezycia

100% przezycia; lecz wyrazne
dzialanie toksyczne

100% przezycia; brak wyrazne-
go dzialania toksycznego

Ponizej 100% przezycia

100% przezycia; z lub bez wy-
raznego dzialania toksyczne

INTERPRETACJA
Zwiazki, ktére s3 BARDZO TOK-
SYCZNE
Zwigzki ktére s3 TOKSYCZNE.

Patrz: wyniki przy 50 mglkg.

Zwigzki, ktore moga by¢ TOK-
SYCZNE lub BARDZO TOK-
SYCZNE. Patrz: wyniki przy 5

mg/kg.
Zwigzki, ktére s3 SZKODLIWE

Patrz wyniki przy 500 mg/kg.

Zwiazki ktére mogg by¢ TOK-
SYCZNE lub SZKODLIWE. Patrz
wyniki przy 50 mg/kg.

Zwigzki, ktore nie posiadajg zna-
czacej toksycznosci ostrej.

Patrz wyniki przy 2 000 mg/kg.

Patrz wyniki przy 500 mg/kg.

Zwigzki, ktore nie posiadajg zna-
czacej toksycznosci ostrej.

Patrz takze: Wprowadzenie ogdlne czg¢$¢ B (D).

LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.2. TOKSYCZNOSC OSTRA (INHALACYJNA)

METODA
WPROWADZENIE

Jest uzyteczne posiadanie wstgpnych informacji na temat rozkladu wielkoSci ziarna, pre¢znosci pary,
temperatury topnienia, temperatury wrzenia, temperatury zaplonu w wybuchowosci (o ile dotyczy)
substancji.

Patrz takze Wprowadzenie ogdlne cze$¢ B (A).
DEFINICJE

Patrz Wprowadzenie ogdlne cz¢$¢ B (B).
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Brak.

ZASADA METODY BADANIA

Kilka grup zwierzat do$wiadczalnych poddaje si¢ ekspozycji przez okreslony okres czasu na substancje
badana w stopniowanych stezeniach, po jednym stezeniu na grupe. Nastepnie przeprowadza si¢ obserwacje
skutkéw podania substancji i zgondéw. Zwierzgta, ktore padng w trakcie badania, i te, ktére przezyja po
jego zakonczeniu, poddaje si¢ sekcji zwlok.

Zwierzeta wykazujace cigzkie i trwale oznaki stanu zagrozenia i b6lu moga wymaga¢ humanitarnego
us$miercenia. Dozowanie badanych substancji w sposob znany z powodowania znaczacego bolu i stanu
zagrozenia z powodu wiasciwosci zracych lub powaznie draznigcych nie moze by¢ przeprowadzane.

KRYTERIA JAKOSCI

Brak.

OPIS METODY BADANIA
Przygotowania

Zwierzgta muszg by¢ trzymane w do$wiadczalnych warunkach pobytu i karmienia przez co najmniej pig¢
dni przed przeprowadzeniem badania. Przed przeprowadzeniem badania zdrowe, mlode, doroste zwierzeta
sa wybierane losowo i przydzielane do wymaganej liczby grup otrzymujacych substancje. Nie musza by¢
poddawane symulowanej ckspozycji, chyba ze jest to wskazane z powodu wykorzystania okreslonego
przyrzadu zapewniajacego ekspozycje.

Badane substancje w postaci ciala stalego wymagaja mikronizacji w celu uzyskania wlasciwego wymiaru
czastki.

W miare potrzeby do badanej substancji mozna dodaé odpowiednie podloze, aby mozna bylo zapewnié
wlasciwe stezenie tej substancji w powietrzu - w takim przypadku nalezy zastosowaé grupe kontrolng,
ktéra bedzie otrzymywal samo podloze. W razie wykorzystania podloza lub innych substancji pomocni-
czych w celu ulatwienia dawkowania, musi by¢ wiadomo, Ze nie wykazuja one dzialania toksycznego. O ile
bedzie to wlasciwe, mozna wykorzysta¢ dane historyczne.

Warunki badania

Zwierzgta doswiadczalne

O ile nie ma przeciwwskazan, preferowanym gatunkiem jest szczur. Nalezy wykorzystywaé powszechnie
stosowane szczepy laboratoryjne. Dla kazdej plci, na poczatku badania, zakres zmian wagi uzywanych
zwierzat nie moze przekracza¢ * 20% wihasciwej wartosci Sredniej.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.2.6.

1.6.2.7.

1.6.3.

Liczba i ple¢

Wykorzystuje si¢ po co najmniej 10 gryzoni (pie¢ samic i pigciu samcéw) w przypadku kazdego poziomu
dawkowania. Samice powinny by¢ nierédkami i nie moga by¢ w ciazy.

Uwaga:

W badaniach ostrej toksycznosci u zwierzat wyzszego rzedu niz gryzonie, nalezy rozwazy¢ uzycie
mniejszej ilosci. Dawki musza by¢ starannie wybrane oraz nalezy dotozy¢ wszelkich staran by nie
przekraczaé dawek $redniej toksycznosci. Nalezy unikaé podawania w takich badaniach dawek $miertelnych
substancji badanej.

Stezenia ekspozycyjne

Powinno si¢ zapewni¢ odpowiednia liczbe wartosci tych stezeni - co najmniej trzy - przy czym nalezy
zachowa¢ odpowiednie odstgpy migdzy nimi, tak aby uzyskal grupy badane réznigce si¢ istotnie efektami
toksycznymi i stopniem $miertelno$ci. Dane powinny wystarczy¢ do nakreslenia krzywej zaleznosci miedzy
stezeniem a $miertelnoscig oraz w miar¢ mozliwosci powinny zapewni¢ mozliwe do przyjecia obliczenie
LC,,

Badanie graniczne

Jezeli ekspozycja zwierzat badanych (pie¢ samic i pig¢ samcéw) gazem o stezeniu 5 mg na litr, lub
aerozolem cieczy lub substancjg stala (lub, gdy to drugie nie jest mozliwe z powodéw wiasciwosci
fizycznych lub chemicznych, wlaczajac whasciwosci wybuchowe substancji badanej, maksymalne osiggalne
stezenie) powoduje, po czterech godzinach ekspozycji, brak $miertelnosci zwigzanej z substancja w okresie
14 dni, dalsze badanie nie jest uwazane za konieczne.

Czas ekspozydji

Okres czasu ekspozycji powinien by¢ cztery godziny.

Wyposazenie

Zwierzgta nalezy podda¢ badaniu przy uzyciu przyrzadéw do inhalacji zapewniajacych przeplyw dyna-
miczny powietrza co najmniej 12 wymian na godzing, aby zapewni¢ odpowiednig zawarto$¢ tlenu i
réwnomierng dystrybucj¢ powietrza ekspozycji. W przypadku wykorzystania komory nalezy ja tak
zaprojektowad, aby zmniejszy¢ do minimum stloczenie zwierzat badanych i zwigkszy¢ do maksimum ich
ekspozycje droga inhalacyjng na substancje badana. Z reguly, aby zapewni stabilno$¢ powietrza w
komorze, catkowita ,0bjeto$¢” zwierzat badanych nie powinna przekraczaé 5% objetosci komory do badan.
Mozna zastosowal ekspozycje doustno-nosows, ekspozycje jedynie glowy lub ekspozycje calego ciala w
pojedynczych komorach, przy czym te pierwsze dwa sposoby pomoga w zminimalizowaniu przechodzenia
substancji badanej do organizmu innymi drogami.

Okres obserwagji

Okres obserwacji powinien wynosi¢ co najmniej 14 dni. Jednakze nie powinien on by¢ sztywno ustalony.
Powinien zaleze¢ od reakgji toksycznych, szybkosci ich pojawiania si¢ oraz okresu powrotu do zdrowia po
ich wystapieniu; w zwigzku z tym mozna go wydluzy¢, jezeli uzna si¢ to za konieczne. Wazny jest czas,
po jakim pojawiaja si¢ i znikaja objawy toksycznoSci oraz czas zgonu, w szczegdlnoSci gdy istnieje
tendencja do opdéznionych zgonéw.

Procedura

Tuz przed ekspozycja zwierzeta wazy si¢, a nastgpnie podaje ekspozycji na stezenie badane w wyznaczonej
aparaturze przez minimalny okres czterech godzin, po zapewnieniu réwnowagi stezenia substancji w
komorze. Czas do uzyskania réwnowagi powinien by¢ krotki. Temperatura przeprowadzania badania
powinna by¢ utrzymywana na poziomie 22 + 3 °C. Idealnie wilgotno$¢ wzgledna nalezy utrzymywaé w
przedziale migdzy 30 i 70%, jednak w niektérych przypadkach (np. badania niektorych aerozoli) moze to
nie by¢ mozliwe ze wzgledéw praktycznych. Utrzymanie lekkiego podcisnienia wewnatrz komory (& ge; 5
mm slupa wody) zapobiega wyciekowi substancji badanej do otaczajacego obszaru. W trakcie ekspozycji
nalezy zaprzesta¢ podawania zwierzgtom karmy i wody. Nalezy uzy¢ ukladéw generacji i monitorowania
powietrza stosowanego do badan. Uklad powinien zapewni¢ jak najszybsze uzyskanie stabilnych warunkéw
ekspozycji. Komora musi by¢ zaprojektowana i dziala¢ w taki sposob, by utrzymywa¢ jednorodny rozklad
badanego powietrza w jej obrebie.
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3.1.

Nalezy prowadzi¢ pomiary lub monitorowac:
— szybko$¢ przeplywu powietrza (w sposdb ciagly).

— rzeczywiste stezenie substancji badanej mierzone w obszarze wdychania co najmniej trzy razy w czasie
trwania ekspozycji (niektore atmosfery, na przyklad aerozole o wysokich stezeniach moga wymagaé
czestszej kontroli) W czasie trwania okresu ekspozycji, stezenie nie powinno zmieniaé si¢ wigcej niz
t 15% od wartoici $redniej. W przypadku niektorych aerozoli ten poziom kontroli mozne byé
niemozliwy do uzyskania, przy czym dopuszczalny jest wtedy szerszy zakres. Dla aerozoli nalezy
przeprowadzi¢ analize wielko$ci czasteczki (co najmniej raz na badang grupe).

— temperaturg i wilgotno$¢, o ile mozliwe, w sposéb ciagly.

W trakcie ekspozycji i po jej zakoficzeniu nalezy prowadzil systematyczne obserwacje, zapisujac ich
wyniki; nalezy prowadzi¢ oddzielne zapisy dla kazdego zwierzecia. Obserwacja powinna by¢ czesta w
ciggu pierwszego dnia. Staranne badanie kliniczne nalezy przeprowadzal co najmniej raz kazdego dnia
roboczego, inne obserwacje nalezy przeprowadzaé codziennie, podejmujac odpowiednie dzialania majace
na celu zmniejszenie do minimum straty zwierzat podczas badania, np. sekcje zwlok lub zamrazanie tych
zwierzat, ktdre zostang znalezione martwe, oraz izolacje lub usypianie zwierzat stabych lub $miertelnie
chorych.

Obserwacje powinny obejmowaé zmiany skéry i sierSci, oczu i blon $luzowych oraz zmiany ukladu
oddechowego, krazenia, autonomicznego i osrodkowego ukladu nerwowego, jak tez wzorcéw aktywnosci
somatomotorycznej i wzorca zachowania. Szczegdlng uwage nalezy zwréci¢ na obserwacje drzen, drgawek,
zwickszonego wydzielania §liny, biegunki, stanéw zwigkszonej sennosci, snu i $piaczki. Nalezy jak
najprecyzyjniej odnotowaé termin zgonu. Masy ciala poszczegblnych zwierzat nalezy ustalaé co tydzien
po ekspozycji oraz w momencie zgonu.

Zwierzgta, ktére zdechna w trakcie badania i te, ktére przezyja po jego zakonczeniu, poddaje si¢ sekgji
zwlok, ze szczegblnym zwrdéceniem uwagi na wszelkie zmiany w obrgbie gérnych i dolnych drog
oddechowych. Nalezy odnotowaé wszelkie makroskopowe zmiany patologiczne. O ile jest to wskazane,
nalezy pobra¢ wycinki tkanek do badania histopatologicznego.

DANE

Dane nalezy przedstawi¢ w skrécie w formie tabelarycznej, z podaniem - dla kazdej badanej grupy - liczby
zwierzat na poczatku badania, termindéw zgonu poszczegdlnych zwierzat, liczby zwierzat wykazujacych
inne objawy toksycznosci, opisu efektow toksycznych i wyniku sekcji zwlok. Nalezy oblicza¢ zmiany masy
ciala i zapisywaé je, gdy przezycie przekroczy jedna dobe. Zwierzeta, ktére zostaly humanitarnie
u$miercone z powodéw zwigzanych z substancjg stanéw zagrozenia i bélu, sa zapisywane jako zgony
zwigzane z substancjg. Nalezy ustali¢ LC,  przy uzyciu uznanej metody. Ocena danych powinna objac
istnienie ewentualnej wspolzaleznosci migdzy ekspozycja zwierzat na substancje badang i czestoscig i
cigzko$cig wszelkich zaburzen, wlacznie z zaburzeniami zachowania i klinicznymi, zmianami makroskopo-
wymi, zmianami masy ciala, umieralnocia i wszelkimi innymi efektami toksycznymi.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miarg mozliwosci nastepujace informacje:
— gatunek, szczep, zrédlo, warunki $rodowiska, dieta itp.,
— warunki badania: opis przyrzadu do ekspozycji

wlaczajac konstrukeje, typ, wymiary, zrédlo powietrza, uklad wytwarzania aerozoli, metody klimatyzacji
powietrza i metoda przetrzymywania zwierzat w komorze badawczej, gdy jest uzywana. Nalezy opisaé
wyposazenie do pomiaru temperatury, wilgotnosci, stezenia aerozolu i rozkladu wielkosci ziaren.

Dane ekspozycji

Powinny by¢ przedstawione w formie tabeli, z podaniem wartosci $redniej i miary zmiennosci (np.
odchylenia standardowego) i powinny, jesli mozliwe, zawieraé:

a) szybkosci przeplywu powietrza przez urzadzenia do inhalacji;

b) temperature i wilgotno$¢ powietrza;
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¢) nominalne stezenia (catkowita ilo$¢ badanej substancji dostarczona do wyposazenia inhalacyjnego,
podzielona przez objeto$¢ powietrza);
d) rodzaj podloza, o ile jest wykorzystane;
e) rzeczywiste stezenia w badawczej strefie wdychania;
f) Srednica aerodynamiczna $redniej masy (MMAD) i geometryczne standartowe odchylenie (GSD);
g) czas réwnowazenia;
h) okres ekspozycji;

3.2

zestawienie tabelaryczne danych reakgji toksycznej z uwagi na ple¢ i poziom ekspozycji (to jest liczba
zwierzat padlych lub u$mierconych w czasie trwania badania; liczba zwierzat wykazujacych oznaki
dzialania toksycznego; liczba zwierzat poddanych ekspozycji);

czas $mierci w czasie trwania lub po ekspozycji, przyczyny i kryteria przyjete przy humanitarnym
zabijaniu zwierzat;

wszystkie obserwacje;
LC,, dla kazdej plci, ustalona pod koniec okresu obserwacji (z podaniem metody obliczen),
95% poziom ufnosci dla LC, (gdzie moze by¢ to dostarczone);

krzywa zaleznoSci umieralno$ci od dawki i jej nachylenie (o ile metoda oznaczania pozwala na
ustalenie tych danych),

wyniki sekcji zwlok;
wszystkie dane histopatologiczne;

oméwienie wynikéw (nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage, ze humanitarne zabicie zwierzat w czasie
trwania badania wplywa na obliczong wartos¢ LC, );

interpretacja wynikow.

OCENA I INTERPRETACJA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢$¢ B (D).

LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne cze¢$¢ B (E).
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B.3. TOKSYCZNOSC OSTRA (DERMALNA)

1. METODA
1.1. WPROWADZENIE

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (A).
1.2. DEFINICJA

Patrz: Wprowadzenie ogélne czes¢ B (B).

1.3. SUBSTANCJE ODNIESIENIA
Brak.
1.4. ZASADA METODY BADANIA

Substancj¢ badang naklada si¢ na skér¢ w stopniowanych dawkach kilku grupom zwierzat do$wiadczal-
nych, po jednej dawce na grupe. Nastepnie obserwuje si¢ skutki podania substancji i zgony. Zwierzgta,
ktére zdechng w trakcie badania, i te, ktére przezyja po jego zakonczeniu, poddaje si¢ sekji zwlok.

Zwierzeta wykazujgce cigzkie i trwale oznaki stanu zagrozenia i bélu mogg wymaga¢ humanitarnego
us$miercenia. Dozowanie badanych substancji na drodze znanej z powodowania znaczacego bélu i stany
zagrozenia z powodu wiasciwosci zracych lub drazniagcych nie moze by¢ przeprowadzane.

1.5. KRYTERIA ]AKOS:CI
Brak.

1.6. OPIS METODY BADANIA

1.6.1. Przygotowania

Zwierzgta muszg by¢ trzymane w do$wiadczalnych warunkach pobytu i karmienia przez co najmniej pig¢
dni przed przeprowadzeniem badania. Przed przeprowadzeniem badania zdrowe, mlode, doroste zwierzeta
sa wybierane losowo i przydzielane do poszczegblnych grup otrzymujacych substancje. Na okolo 24
godziny przed przeprowadzeniem badania nalezy usuna¢ sier$¢ z grzbietowej powierzchni tulowia zwierzat
przez przycigcie lub ogolenie. Podczas przycinania lub golenia sierici nalezy uwazaé, aby nie uszkodzié
skéry, gdyz mogloby to zmieni¢ jej przepuszczalno§¢. Nie mniej niz 10% powierzchni ciala powinno by¢
wolne do zastosowania substancji badanej. W przypadku badania cial stalych, ktére powinny zostaé
sproszkowane, o ile jest to wlasciwe, substancja badana powinna zostaé wystarczajaco zwilzona woda lub
w razie konieczno$ci odpowiednim podlozem zapewniajgcym dobry kontakt ze skéra. W przypadku
wykorzystania podloza nalezy uwzgledni¢ jego wplyw na penetracje substancji badanej przez skore. Plynne
substancje badane stosuje si¢ na 0gét w stanie nierozcieiczonym.

1.6.2. Warunki badania

1.6.2.1. Zwierzgta doswiadczalne

Mozna wykorzysta¢ doroste szczury lub kréliki. Mozna réwniez wykorzysta¢ inne gatunki, jednak wymaga
to uzasadnienia. Nalezy wykorzystywaé powszechnie stosowane szczepy laboratoryjne. Dla kazdej plci, na
poczatku badania zakres zmiennosci wagowej uzytych zwierzat nie powinien przekraczal + 20% wihasciwej
warto$ci Sredniej.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Liczba i ple¢

Co najmniej pie¢ zwierzat jest uzywanych dla kazdej wielkosci dawki. Powinny by¢ one wszystkie
jednakowej plci. Jezeli stosuje si¢ samice, powinny by¢ one nierddkami i nie mogg by¢ w ciazy. Jezeli
dostepna jest informacja wskazujgca, ze dana plec jest znaczaco bardziej czula, nalezy uzy¢ do dawkowania
zwierzat tej plci.

Uwaga: W badaniach ostrej toksycznosci u zwierzat wyzszego rzedu niz gryzonie, nalezy rozwazy¢ uzycie
mniejszej ilosci. Dawki musza by¢ starannie wybrane oraz nalezy dolozy¢ wszelkich staran by nie
przekraczaé dawek $redniej toksycznosci. Nalezy unikaé podawania w takich badaniach dawek $miertelnych
substancji badanej.

Poziomy dawkowania

Powinno si¢ zapewni¢ odpowiednig liczbe, co najmniej trzy, przy czym nalezy zachowaé odpowiednie
odstepy miedzy nimi, tak aby uzyskal grupy badane réznigce si¢ istotnie efektami toksycznymi i
umieralnoscia. Przy podejmowaniu decyzji co do wielkosci dawek nalezy uwzglednia¢ wszelkie dziatania
draznigce i zrgce. Dane powinny by¢ wystarczajace do opracowania krzywej zaleznosci odpowiedzi od
dawki oraz, o ile to bedzie mozliwe, do ustalenia w mozliwy do przyjecia sposob wartosci LD,,.

Badanie graniczne

Przeprowadza si¢ badanie graniczne przy jednej wielkoSci dawki, przynajmniej 2 000 mg/kg masy ciata, w
grupie skladajacej si¢ z pigciu samc6éw i pigciu samic stosujac procedurg powyzej opisana. Jezeli zachodzi
zwigzek $miertelnoéci z badana substancjg, nalezy rozwazy¢ wykonanie pelnego badania.

Okres obserwagji

Okres obserwacji powinien wynosi¢ co najmniej 14 dni. Jednakze nie powinien on by¢ sztywno ustalony.
Powinien zaleze¢ od reakgji toksycznych, szybkosci ich pojawiania si¢ oraz okresu powrotu do zdrowia po
ich wystapieniu; w zwigzku z tym mozna go wydluzy¢, jezeli uzna si¢ to za konieczne. Wazny jest czas,
po jakim pojawiaja si¢ i znikaja objawy toksycznosci oraz czas zgonu, zwlaszcza gdy istnieje tendencja do
opéznionych zgondw.

Procedura

Zwierzeta powinny by¢ trzymane w oddzielnych klatkach. Substancja badana powinna zosta¢ nalozona w
sposéb réwnomierny na obszar réwny okolo 10% catkowitej powierzchni ciala. W przypadku substancji
wysoce toksycznych mozna je nanie$¢ na mniejszg powierzchnie, jednak nalezy dazy¢ do tego, aby pokryé
jak najwiekszy obszar jak najcienszg i jak najbardziej rownomierng warstwa badanego zwigzku.

Substancje badane powinny by¢ utrzymywane w kontakcie ze skora dzigki zastosowaniu porowatego
opatrunku z gazy i niedraznigcej taSmy w trakcie ekspozycji zapewnianej przez 24 godziny. Miejsce
badania nalezy dodatkowo przykry¢ w taki sposob, aby utrzymaé opatrunek z gazy i substancj¢ badang i
zapewni¢, aby zwierzeta nie mogly zje$¢ tej ostatniej. W celu zapobiezenia spozyciu substancji badanej
mozna uwigzaC zwierzg, jednak pelna immobilizacja nie jest zalecana metoda.

Pod koniec okresu ekspozycji nalezy usung¢ resztki badanej substancji, w miare mozliwosci stosujac wode
lub jakie$ inne, wlasciwe metody oczyszczania skory.

Obserwacje nalezy odnotowywaé w sposéb systematyczny, w miarg ich zbierania. Nalezy prowadzi¢
oddzielne zapisy dla kazdego zwierzecia. Obserwacja powinna by¢ czesta w ciagu pierwszego dnia.
Staranne badanie kliniczne nalezy przeprowadza¢ co najmniej raz kazdego dnia roboczego. Inne obserwa-
¢je nalezy przeprowadzaé codziennie, podejmujac odpowiednie dzialania majace na celu zmniejszenie do
minimum utraty zwierzat podczas badania, np. sekcje zwlok lub zamrazanie tych zwierzat, ktére zostang
znalezione martwe, oraz izolacj¢ lub usypianie zwierzat stabych lub $miertelnie chorych.

Obserwagje przy klatce zwierzecia powinny obejmowaé zmiany siersci, traktowanej substancja skory, oczu i
blon Sluzowych oraz zmiany ukladu oddechowego, krazenia, autonomicznego i o$rodkowego ukladu
nerwowego, jak tez wzorcow aktywnosci somatomotorycznej i wzorca zachowania. Szczegblng uwage
nalezy zwrdci¢ na obserwacje drzen, drgawek, zwigkszonego wydzielania §liny, biegunki, stanéw zwigk-
szonej sennosci, snu i $pigczki. Nalezy jak najprecyzyjniej odnotowal termin zgonu. Zwierzgta, ktore
zdechng w trakcie badania, i te, ktére przezyja po jego zakonczeniu, poddaje si¢ sekcji zwlok. Nalezy
odnotowaé wszelkie makroskopowe zmiany patologiczne. O ile jest to wskazane, nalezy pobral wycinki
tkanek do badania histopatologicznego.



380

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

13t 11

3.1.

3.2.

Ocena toksycznosci dla innej plci

Po zakonczeniu badan jednej plci, przeprowadza si¢ dawkowanie na przynajmniej jednej grupie pigciu
zwierzat plei przeciwnej, w celu ustalenia czy zwierzeta tej plci nie sa znaczgco bardziej wrazliwe na
substancj¢ badang. Uzycie mniejszej ilosci zwierzat musi by¢ uzasadnione w indywidualnych okolicznos-
ciach. Jezeli dostgpna jest stosowna informacja pokazujgca, ze zwierz¢ta badanej plci s3 znacznie bardziej
wrazliwe, druga ple¢ mozna pominaé.

DANE

Dane nalezy przedstawi¢ w skrocie w formie tabelarycznej, z podaniem - dla kazdej badanej grupy - liczby
zwierzat na poczatku badania, terminéw zgonu poszczegdlnych zwierzat, liczby zwierzat wykazujacych
inne objawy toksycznosci, opisu efektow toksycznych i wyniku sekcji zwlok. Nalezy okreslic mase ciata
poszczegdlnych zwierzat i zapisa¢ ja tuz przed podaniem badanej substancji, a pdzZniej co tydzien i w
momencie zgonu. Nalezy oblicza¢ zmiany masy ciala i zapisywac je, gdy zwierze przezyje wigcej niz jedng
dobe. Zwierzeta humanitarnie zabite z powodu bélu i zagrozenia zwigzanego z dang substancja sa
zapisywane jako u$miercone w zwigzku z substancjg. Mozna ustali¢ LD, przy uzyciu uznanej metody.

Ocena danych powinna obja¢ istnienie ewentualnej wspdlzaleznosci pomiedzy ekspozycja zwierzat na
substancj¢ badana a czestoscig i cigzkoScia wszelkich zaburzen, wlacznie z zaburzeniami zachowania i
klinicznymi, zmianami makroskopowymi, zmianami masy ciala, umieralnoscia i wszelkimi innymi efektami
toksycznymi.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miar¢ mozliwosci nastgpujace informacje:

— gatunek, szczep, zrédlo, warunki $rodowiska, dieta itp.;

— warunki badania (wlgczajac metode oczyszczania skory i typ opatrunku: okluzyjny lub nieokluzyjny);
— wielko$ci dawek (wraz z podlozem, o ile jest wykorzystane, i stezeniami);

— ple¢ zwierzat poddanych dawkowaniu;

— tabelaryczne przedstawienie danych reakcji toksycznej w rozbiciu na plcie i wielko§¢ dawki (to jest
liczba padlych zwierzat lub zabitych w czasie trwania badania, liczba zwierzat wykazujacych oznaki
dzialania toksycznego, liczba zwierzat poddanych ekspozycji),

— czas zgonu po dawkowaniu, przyczyny i kryteria przyjete przy humanitarnym zabijaniu zwierzat;
— wszystkie obserwacje;

— warto$¢ LD, dla pkci poddanej petnym badaniom ustalonym na 14 dni (wraz z okreslong metodg
oznaczania);

— 95% przedzial ufnosci dla LD, (o ile mozna go przedstawic);

— krzywa zaleznoSci umieralnosci od dawki i jej nachylenie (o ile metoda oznaczania pozwala na
ustalenie tych danych),

— wyniki sekcji zwlok;
— wszelkie wyniki badan histopatologicznych;
— wyniki wszystkich badan plci przeciwnej;

— omoéwienie wynikow (nalezy zwrécié szczegblng uwage, ze humanitarne zabicie zwierzat w czasie
trwania badania wplywa na obliczong wartos¢ LD, );

— interpretacja wynikow.

OCENA I INTERPRETACJA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (D).
LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (E).
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1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

B.4. TOKSYCZNOSC OSTRA (DRAZNIACA SKORE)

METODA

WPROWADZENIE

Patrz: Wprowadzenie ogélne czgs¢ B (A).
DEFINICJA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (B).
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Brak.

ZASADA METODY BADANIA

Wstepne rozwazania

Staranne rozwazania muszg by¢ podane w stosunku do wszelkich dostepnych informacji na temat danej
substancji w celu zminimalizowania badan substancji w warunkach prawdopodobnie powodujgcych
powazne reakcje. Nastepujace informacje moga by¢ uzyteczne, gdy rozwaza si¢ czy stosowne jest
zakoniczenie badania, wykonanie badania na pojedynczych zwierzgtach, czy tez niewykonywanie nastep-
nych badan.

(i) Wrlasciwosci fizyko - chemiczne i reaktywno$¢ chemiczna. Substancje silnie kwasowe lub alkaliczne (na
przyktad, wykazujace pH = 2 lub mniej lub 11,5 lub wigcej) moga nie wymagaé zasadniczego badania
draznienia skory, jezeli mozna oczekiwaé wlasciwoSci Zracych. Nalezy réwniez wzia¢ pod uwage
rezerwe alkaliczng i kwasows.

(ii) Jezeli dostgpne sa przekonywujace dowody powaznego dzialania w dobrze uzasadnionych naukowo
badaniach in vitro, calkowite badanie nie musi by¢ wymagane.

(i) Wyniki z badan ostrej toksycznosci. Jezeli przeprowadzono badanie ostrej toksycznosci dermalnej z
substancjg w badaniu granicznym o wielko$¢ dawki (2 000 mg/kg masy ciala), i nie obserwowano
podraznienia skory, dalsze badanie draznienia skory jest niekonieczne. Dodatkowo, badanie materiatéw,
ktore wykazaly wysoka toksyczno$¢ dermalng jest zbedne.

Badana substancja jest nakladana w pojedynczej dawce na skoére kilku zwierzat doswiadczalnych, przy czym
kazde zwierz¢ pelni w stosunku do siebie rolg zwierzecia kontrolnego. Sprawdza si¢ i klasyfikuje w
punktach stopienn podraznienia po uplywie okreslonego okresu czasu i sporzadza si¢ dokladniejszy opis
stwierdzonych zmian, aby zapewni¢ pelna oceng skutkéw podania substancji. Czas trwania obserwacji
powinien by¢ na tyle dlugi, aby umozliwi¢ pelna ocen¢ odwracalno$ci zaobserwowanych efektow.

Zwierzeta wykazujace cigzkie i trwale oznaki stanu zagrozenia i b6lu mogg wymaga¢ humanitarnego
usmiercenia.

KRYTERIA JAKOSCI
Brak.

OPIS METODY BADANIA
Przygotowania

Na okolo 24 godziny przed przeprowadzeniem badania nalezy usunaé sier$¢ z grzbietowej powierzchni
tutowia zwierzat przez przycigcie lub ogolenie.

Podczas przycinania lub golenia sierSci nalezy uwazaé, aby nie uszkodzi¢ skéry. Do badania mozna
wykorzystaé jedynie zwierzgta ze zdrowa, nieuszkodzong skérg.
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1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

Niektére szczepy krolikow posiadaja geste wysepki sierSci, ktore sa bardziej wystajace w pewnych porach
roku. Substancje badane nie powinny by¢ nakladane na te obszary porostu gestej sierSci.

Podczas badania cial stalych (ktére w razie potrzeby mozna sproszkowad) substancja badana powinna
zosta¢ wystarczajaco zwilzona wodg lub w razie koniecznosci odpowiednim podlozem zapewniajacym
dobry kontakt ze skora. W przypadku wykorzystania podioza nalezy uwzgledni¢ jego wplyw na penetracje
skéry przez substancje badana. Plynne substancje badane stosuje si¢ na ogél w stanie nierozcieficzonym.

Warunki badania

Zwierzgta doswiadczalne

Chociaz mozna wykorzystywa¢ kilka gatunkéw ssakéw, preferowanym gatunkiem jest krélik albinos.

Liczba zwierzgt

Jesli z wynikéw badan klasyfikacyjnych in vitro lub innych rozwazan, zachodzi podejrzenie, moze
powodowac nekroze (czyli jest zrgca), nalezy rozwazy¢ badanie na pojedynczych zwierzetach. Jezeli wyniki
niniejszego badania nie wykazuja dzialania zracego, badanie nalezy ukonczy¢, uzywajac dodatkowo
przynajmniej dwoch zwierzat.

Dla zakonczenia badania uzywa si¢ co najmniej trzech zdrowych dorostych zwierzat. Nie s3 wymagane
oddzielne zwierz¢ta do niepoddawanej ekspozycji grupy kontrolnej. Moga by¢ potrzebne dodatkowe
zwierzeta w celu wyjasnienia niejednoznacznych odpowiedzi.

Wielkos¢ dawki

O ile nie ma przeciwwskazan, 0,5 ml plynnej lub 0,5 g stalej lub polstalej substancji naklada si¢ na
miejsce badania. Kontrole podczas badania stanowia przylegajace obszary skory, niepoddanej dziataniu
substancji, u kazdego zwierzecia.

Okres obserwagji

Okres obserwacji nie powinien on by¢ sztywno ustalony. Powinien by¢ wystarczajaco dugi, aby w pelni
oceni¢ odwracalno§¢ lub nieodwracalno$é¢ obserwowanych dzialari, jednak na ogdt nie powinien przekra-
cza¢ 14 dni od zastosowania substangji.

Procedura

Zwierzeta powinny by¢ trzymane w oddzielnych klatkach. Substancja badana powinna zosta¢ natozona na
mala powierzchni¢ (okoto 6 c¢cm? skéry i przykryta platkiem gazy przytrzymywanej na miejscu przy
pomocy niedraznigcej taSmy. W przypadku cieczy i niektorych past moze by¢ konieczne nalozenie
substancji badanej na gazg, a nastgpnie na skorg. Gaza powinna by¢ utrzymywana w luznym kontakcie
ze skérg przy pomocy odpowiedniego, poélokluzyjnego opatrunku przez caly czas ekspozycji. Nalezy
uniemozliwi¢ zwierzeciu dostep do opatrunku i zwigzane z tym spozycie lub inhalacje substancji badanej.

Pod koniec okresu ekspozycji nalezy usuna¢ resztki badanej substancji, w miar¢ mozliwosci stosujac wode
lub inny, wlasciwy rozpuszczalnik, tak aby nie zmieni¢ istniejacego odczynu i nie uszkodzi¢ naskorka.

Czas trwania ekspozycji zwykle wynosi cztery godziny.

Jezeli podejrzewa sig, ze substancja moze powodowal nekroze (czyli jest Zraca), czas trwania ekspozycji
nalezy zmniejszy¢ (np. do jednej godziny lub trzech minut). Takie badanie moze takze wykorzystywaé
pojedyncze zwierz¢ w pierwszym przypadku, jesli nie uniemozliwi tego ostra toksyczno$¢ dermalna
badanego zwigzku, mozna zastosowaé réwnocze$nie trzy gazy dla tego zwierzgcia. Pierwsza gaza jest
usuwana po trzech minutach. Jezeli nie obserwuje si¢ powaznej reakcji skornej, druga gazg usuwa si¢ po
godzinie. Jesli obserwacje na tym etapie wskazuja, ze konieczna jest czterogodzinna ekspozycja i moze byé
humanitarnie przeprowadzona, trzecia gaza jest usuwana po czterech godzinach i reakcje ocenia punktowo.
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W niniejszym przypadku (to jest gdy byla mozliwa czterogodzinna ekspozycja), badanie nalezy ukonczyé
uzywajac co najmniej dwoch dodatkowych zwierzat, chociaz nie wydaje si¢ humanitarne tak robic¢ (np. jesli
zaobserwowano nekroz¢ po czterogodzinnej ekspozydji).

Jezeli obserwuje si¢ powazna reakcje skorna (np. nekroze), czy po trzech minutach, czy tez po czterech
godzinach, badanie niezwlocznie si¢ przerywa.

W niektérych warunkach moze by¢ wskazane zastosowanie dluzszego czasu ekspozycji, np. w zwiazku ze
spodziewanym wzorcem stosowania substancji przez ludzi i ekspozycji na nig ludzi.

Obserwacje i ocena punktowa

Zwierzgta nalezy obserwowad pod katem pojawienia si¢ rumienia i obrzg¢ku. Reakcje nalezy oceniaé w
punktach po uplywie 60 minut, a nastepnie po uplywie 24, 48 i 72 godzin po zdjeciu opatrunku.
Podraznienie skory jest oceniane punktowo i zapisywane zgodnie z systemem podanym w tabeli 1. Moga
by¢ potrzebne dalsze uwagi, jezeli nie ustali si¢ pelna odwracalno$¢ w obrebie czasu 72 godzin. Poza
obserwacja podraznienia nalezy przedstawi¢ pelny opis wszelkich cigzkich zmian, takich jak zmiany w
wyniku dzialania Zracego (nieodwracalne zniszczenie tkanki skory) i innych efektéw toksycznych.

Techniki takie jak badania histopatologiczne lub pomiary grubosci faldy skérnej moga by¢ stosowane do
wyjasniania watpliwych reakcji lub odpowiedzi zamaskowanych przez zabarwienie skory substancjg badana.

DANE

Dane nalezy przedstawi¢ w skrocie w formie tabelarycznej, z podaniem - dla kazdego badanego zwierzgcia
— oceny punktowej podraznienia pod wzgledem zaczerwienienia i obrzgku w calym okresie obserwacji.
Nalezy odnotowaé wszelkie powazne zmiany, podaé opis stopnia i charakteru podraznienia, wskaza¢ na
odwracalno$¢ lub dzialanie Zrace i opisaé wszelkie inne zaobserwowane efekty toksyczne.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badai zawiera w miar¢ mozliwo$ci nastepujace informacje:
— gatunek, szczep, zrédto, warunki Srodowiska, dieta itp.;

— warunki badania (wlaczajgc odnosne wiasciwosci fizyko - chemiczne substancji chemicznej, technike
przygotowania skory, metod¢ oczyszczania skory i typ opatrunku: okluzyjny lub pétokluzyjny;

— tabelaryczne przedstawienie danych na temat podraznienia wywolanego u kazdego ze zwierzat w
kazdym momencie dokonywania obserwacji (np. po 1, 24, 48 i 72 godzinach itp. od zdjecia
opatrunkuy);

— opis wszelkich cigzkich zmian, ktére zaobserwowano, wlacznie ze zmianami zwigzanymi ze zracym
dzialaniem substancji;

— opis stopnia i charakteru zaobserwowanego podraznienia oraz wszelkich wykrytych zmian histopatolo-
gicznych;

— opis wszelkich efektéw toksycznych innych niz wplyw draznigcy na skorg;
— omoéwienie wynikow;

— interpretacja wynikow.

OCENA I INTERPRETACJA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (D).

LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (E).
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Dodatek

TABELA: OCENA PUNKTOWA REAKCJI SKORNEJ

Tworzenie rumienia i strupa

Wartosé
Bez rumienia ... 0
Bardzo nieznaczny rumiefi (ledwo dostrzegalny) ... 1
Wyraznie okre$lony fUMEER ............ooiiiitiiiiiii e 2
Stedni do CIgZKIEZO TUMIENA ......o.\iiiieiti ettt 3

Powazny rumiefi (zaczerwienienie koloru buraczanego) lub tworzenie strupa (uszkodzenie w glab)
przeszkadza w odczycie TUMIENIa ...........oooiiiiiiiiii 4

BEZ ODIZEKU ootiit i e e e 0
Bardzo nieznaczny obrzek (ledwo dostrzegalny) ... 1
Nieznaczny obrzek (brzegi obszaru dobrze zdefiniowane przez okreSlony wzrost) ........................ 2
Sredni obrzek (brzegi podniesione 0koto 1 MIM) .....ooioiiiiiiiiiiii e 3

B.5. TOKSYCZNOSC OSTRA (DRAZNIACA OCZY)

METODA

WPROWADZENIE

Patrz: Wprowadzenie ogélne czgs¢ B (A).
DEFINICJA

Patrz: Wprowadzenie ogélne czes¢ B (B).
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Brak.

ZASADA METODY BADANIA

Wstgpne rozwazania

Wymagane jest podjecie starannych rozwazan nad wszystkimi dostgpnymi informacjami na temat substan-
¢ji w celu zminimalizowania badan substancji, w takich warunkach, ktére prawdopodobnie powoduja
powazne reakcje. Nastgpujace informacje sa uzyteczne w tym wzgledzie.

i)  Wlasciwosci fizyko - chemiczne i reaktywno$¢ chemiczna. Substancje silnie kwasowe lub alkaliczne, na
przyklad, dla ktérych oczekuje si¢ skutku dzialania na oczy, przy pH = 2 lub mniejszym, oraz
pH = 11,5 lub wigkszym, nie musza wymaga badania, jezeli sa oczekiwane powazne uszkodzenia.
Nalezy wzig¢ réwniez pod uwage kwasowa lub alkaliczng rezerwe.
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1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

ii) Wyniki z dobrze uzasadnionych badan alternatywnych; substancje, ktére wykazaly posiadanie poten-
jalnych wlasciwosci zracych lub powaznie draznigcych nie powinny by¢ dalej badane na draznienie
oczu, gdyz mozna zatozy¢, ze te substancje spowoduja powazne skutki dla oczu w badaniu stosujacym
te metode.

i) Wyniki z badan draznienia skory. Materialy, ktére wykazaly okreslone zdolnosci dziatania Zracego lub
powaznie draznigcego w badaniach podraznienia skéry, nie powinny by¢ badane dalej na zdolnos¢
podraznienia oczu, gdyz zalozono, ze takie substancje spowoduja powazne skutki dla skory.

Badana substancja jest wprowadzana w pojedynczej dawce do jednego oka u kazdego z kilku zwierzat
do$wiadczalnych; drugie oko pelni rolg kontroli. Sprawdza si¢ i klasyfikuje w punktach stopien podraznie-
nia po uplywie okreslonego okresu czasu i sporzadza si¢ dokladniejszy opis stwierdzonych zmian, aby
zapewni¢ pelng ocene skutkéw podania substancji. Czas trwania obserwacji powinien by¢ na tyle diugi, aby
umozliwi¢ pelng ocene odwracalno$ci zaobserwowanych efekt6w.

Zwierzeta wykazujace cigzkie i trwale oznaki stanu zagrozenia i b6lu moga wymaga¢ humanitarnego
usmiercenia.

KRYTERIA JAKOSCI

Brak.

OPIS METODY BADANIA
Przygotowania

W ciggu 24 godzin przed rozpoczeciem badania nalezy przeprowadzi¢ badanie obojga oczu kazdego
zwierzecia do$wiadczalnego Nie nalezy wykorzystywaé zwierzat z objawami podraznienia oczu, uszkodze-
niami gatki ocznej lub istniejacym uszkodzeniem rogéwki.

Warunki badania

Zwierzgta doswiadczalne

Chociaz wykorzystywano rozne gatunki zwierzat do$wiadczalnych, zaleca si¢ wykonywanie badain na
zdrowych, dorostych krélikach albinosach.

Liczba zwierzgt

Jezeli przewiduje si¢ znaczace skutki, nalezy rozwazy¢ badanie pojedynczego zwierzecia. Jezeli wyniki
niniejszego badania przeprowadzonego na jednym kroliku, sugeruja ze substancja powoduje powazne
podraznienie (dzialanie odwracalne) lub Zrace (dzialanie nieodwracalne) dla oczu przy uzyciu opisanej
procedury, dalsze badanie na podraznienia oczne u kolejnych zwierzat, moga nie wymagaé przeprowa-
dzenia. Czasem, dalsze badania na dodatkowych zwierzetach moga by¢ potrzebne w celu wyjasnienia
specyficznych aspektow.

W innych przypadkach niz ten z badaniem pojedynczego zwierzecia, nalezy uzy¢ co najmniej 3 zwierzeta.
Dodatkowe zwierzgta moga by¢ wymagane do wyjasnienia niejednoznacznych reakgji.

Wielkos¢ dawki

Przy badaniu cieczy stosuje si¢ dawke 0,1 ml. W badaniach cial stalych, past i szczegdlnych substandji,
uzywana ilo§¢ powinna mie¢ objetos¢ 0,1 ml, lub wage okolo 0,1 g (nalezy zawsze zapisaé wage). W
przypadku gdy badana substancja jest cialem stalym lub granulatem, nalezy go zemle¢ na drobnoziarnisty
pyl. Nalezy zmierzy¢ objeto$¢ czastek po ich lagodnym ubiciu, np. przez przyklepanie pojemnika
miarowego.

Dla substancji zawartych w opryskiwaczach lub aerozoli w pojemnikach ci$nieniowych, nalezy odpedzié
ciecz, zebra¢ 0,1 ml i wkropli¢ do oczu w sposéb opisany dla cieczy.

Okres obserwacji

Okres obserwacji nie powinien on by¢ sztywno ustalony. Powinien by¢ wystarczajaco dlugi, aby w pelni
oceni¢ odwracalno§¢ lub nieodwracalno$é obserwowanych dzialari, jednak na ogdt nie powinien przekra-
cza¢ 21 dni od wprowadzenia substancji
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Procedura

Zwierzeta powinny by¢ trzymane w oddzielnych klatkach. Substancja badana powinna zostaé wprowa-
dzona do worka spojowkowego jednego oka kazdego zwierzecia po tagodnym odchyleniu dolnej powieki
od gatki ocznej. Nastepnie powicki lagodnie przytrzymuje si¢ zamkniete przez mniej wigcej jedna sekunde,
aby zapobiec utracie materiatu. Drugie oko, ktérego nie poddaje si¢ dziataniu substancji, pelni role kontroli.

Jezeli uwaza sig, Ze substancje moze powodowa¢ nadmierny bol mozna zastosowa¢ znieczulenie miejscowe
przed podaniem badanej substancji. Typ, stezenie, czas podawania miejscowego znieczulenia musza by¢
starannie wybrane dla zapewnienia, ze nie spowoduja one znaczacych réznic w reakcji na substancje
badang. Oko kontrolne musi by¢ znieczulone w podobny sposéb.

Oczy badanych zwierzat nie powinny by¢ przemywane przez 24 godziny od wkroplenia substancji
badanej. Po 24 godzinach mozna uzy¢ produktu do przemywania oczu, o ile zostanie to uznane za
wiasciwe.

Dla kilku substancji, ktére okazaly si¢ draznigce w niniejszym badaniu, zaleca si¢ dodatkowe badania na
krolikach, ktérych oczy przemyto wkrotce po wkropleniu substancji. W tych przypadkach zaleca si¢ do
tego celu wykorzystanie trzech krélikow. Pot minuty po wkropleniu, oczy krélikéw sa przemywane przez
p6t minuty, stosujac taka objetos¢ i szybko$¢ przeplywu, ktére nie powoduja zranienia oczu.

Obserwacja i ocena punktowa

Oczy powinny by¢ badane po 1, 24, 48 i 72 godzinach. Jezeli nie ma dowodéw uszkodzen ocznych po
72 godzinie, badanie mozna zakonczy¢.

Przedluzona obserwacja moze by¢ konieczna w razie utrzymujacych si¢ zmian rogéwki lub podraznienia
oczu, w celu ustalenia postepu zmian i ich odwracalnosci lub nieodwracalnosci. Poza obserwacja rogéwki,
teczOwki 1 spojowki, nalezy odnotowaé i przedstawi¢ wszelkie inne zauwazone zmiany. Nalezy zapisal
punktowe oceny reakgji ze strony oczu (tabela) po kazdym badaniu. (Klasyfikacja reakcji oczu jest réznie
interpretowana. Jako narzedzie wspomagajace laboratoria badawcze oraz osoby biorgce udzial w prowa-
dzeniu i interpretacji obserwacji mozna wykorzysta¢ ilustrowany poradnik na temat dziatania draznigcego
na oczy.)

Badanie reakcji mozna ulatwi¢ przez zastosowanie dwuokularowej lupy, recznej lampy szczelinowej,
biomikroskopu lub innych, odpowiednich urzadzen. Po zanotowaniu wynikéw obserwacji po 24 godzinach
mozna przeprowadzi¢ dalsze badania oczu wszystkich krélikow przy uzyciu fluoresceiny.

DANE

Dane nalezy przedstawi¢ w skrocie w formie tabelarycznej, z podaniem - dla kazdego badanego zwierzecia
— oceny punktowej podraznienia w calym okresie obserwacji. Nalezy przedstawi¢ opis stopnia i charakteru
podraznienia oraz odnotowa¢ obecno$¢ powaznych zmian i wszelkich zaobserwowanych efektéw innych
niz oczne, ktore zaobserwowano.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badai zawiera w miar¢ mozliwosci nastgpujace informacje:
— dane zwierzgcia (gatunek, szczep, zrédto, warunki srodowiska, dieta itp.);
— warunki badania (wlacznie z istotnymi wlasciwosciami fizyko - chemicznymi substancji badanej);

— tabelaryczne przedstawienie danych na temat podraznienia wywolanego u kazdego ze zwierzat w
kazdym momencie dokonywania obserwacji (np. po 1, 24, 48 i 72 godzinach);

— opis wszelkich stwierdzonych powaznych uszkodzen;

— narracyjny opis stopnia i istoty obserwowanego podraznienia lub dzialania Zracego, wlaczajac obszar
obejmujacy rogéwke, oraz odwracalnosé;
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— opis metody zastosowanej do oceny punktowej podraznienia po 1, 24, 48 i 72 godzinach (np. reczna
lampa szczelinowa, biomikroskop, fluoresceina);

— opis wszelkich dzialan miejscowych innych niz dzialania na oczy;
— omoéwienie wynikow;
— interpretacja wynikow.
3.2. OCENA I INTERPRETACJA
Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (D).
4. LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢$¢ B (E).

Dodatek

OCENA PUNKTOWA USZKODZEN OCZNYCH

Rogéwka

Zimgtnienie: stopiert gestosci (w ocenie bierze sig pod uwage najgestszy obszar)
Brak owrzodzenia Tub ZMEIMIENia ......cooviiuiiiiii e e 0

Rozsiane lub rozlane obszary zmetnienia (inne niz niewielkie zmatowienie prawidlowego polysku),
szczegdly rysunku teczéwki sa wyraznie widoczne ...

Latwo odréznialna cze$¢ przezroczysta, szczegdly rysunku rogdwki sg nieco zastonigte ................ 2

Obszar perlowy, nie s widoczne szczegdly rysunku rogéwki, wielko$¢ Zrenicy jest ledwo widoczna . 3

Mgtna rogdwka, niec wida¢ teczéwki z powodu ZMEMIENTIA ...vvviiiviiiiii i 4
Teczéwka

NOFMANE . .oeeii e 0

Znacznie poglebione faldy, przekrwienie, obrzek, umiarkowane przekrwienie wokél rogéwki lub
nastrzykniecie, dowolne z tych objawéw lub polgczenie kilku z nich, teczéwka ciggle reaguje na
$wiatlo (chociaz ewentualna reakcja moze by¢ zwolniona) ...................c

Brak reak¢ji na $wiatlo, krwawienie, makroskopowe uszkodzenia (dowolne z tych objawdw lub
wszystkie te ODJAWY) .....oooiiii 2

Spojowki

Przekrwienie (odnosi si¢ do wigkszosci powaznych reakeji powickowych i opuszki spojowki w pordwnaniu z okiem

kontrolnym,)

Naczynia krwiono$ne normalne ... 0
Niektore naczynia krwiono$ne zdecydowanie przekrwione (nastrzykniecie) .......................o. 1
Rozsiane, kolor karmazynowy, pojedyncze naczynia nielatwo rozrézinialne ................................ 2
Rozsiane, kolor czerwieni WoloWiny ..........ooiiiiiiiiiiii 3

Obrzgk spojowki: powieki iflub btona mruzna

Brak ODTZEKU oottt e 0
Kazdy obrzgk ponad normalny (whaczajac blong mruzna) ........coooiiiiiiiiiiii 1
Oczywisty obrzek z czgSciowym wynicowaniem powiek ... 2

Obrzek z powiekami polprzymknietymi .............oooiiiiiii 3
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1.1.

1.2.

1.3.

B.6. DZIALANIE UCZULAJACE NA SKORE

METODA
WPROWADZENIE
Uwagi:

Czuto$¢ i zdolno$¢ badan do wykrywania potencjalnych czynnikéw uczulajacych ludzka skore uwaza si¢ za
wazne w systemie klasyfikacji toksycznoSci odnoszacej si¢ do zdrowia publicznego.

Nie istnieje pojedyncza metoda badawcza, ktéra bylaby w stanie nalezycie zidentyfikowaé wszystkie
substancje o potencjalnym dziataniu uczulajgcym wobec ludzkiej skory, istotna dla wszystkich substancji.

Czynniki, takie jak fizyczne charakterystyki substancji, w tym jej zdolno$¢ do wnikania w skére, muszg by¢
wzigte pod uwage przy wyborze badania.

Badania z wykorzystaniem $winek morskich mozna podzieli¢ na badania adiuwantowe, w ktérych stan
uczulenia nasila si¢ przez rozpuszczenie lub zawieszenie badanej substancji w kompletnym adiuwancie
Freunda (FCA), oraz badania nieadiuwantowe.

Badania ze $rodkiem wspomagajacym moga by¢ bardziej precyzyjne w przewidywaniu prawdopodobnego
dzialania substancji prowadzacego do dzialan uczulajgcych na skére¢ u ludzi niz metody niestosujace
kompletnego Srodka wspomagajacego Freunda i sa zatem metodami preferowanymi.

Badanie maksymalizacji na $winkach morskich (GPMT) jest szeroko stosowanym badaniem adiuwantowym.
Pomimo iz kilka innych metod moze by¢ wykorzystanych w celu wykrycia potencjatu substancji do
wywolania reakcji uczulajacej na skore, GPMT uwaza si¢ za preferowang technike wspomagajaca.

W przypadku wielu kategorii zwigzkéw chemicznych, testy niewspomagane (preferowane jest badanie
Buehlera) uwaza si¢ za mniej czule.

W niektérych przypadkach moga istnie¢ stluszne powody wyboru badania Buehlera, wymagajacego
aplikowania miejscowego zamiast iniekcji $rodskérnej, wykorzystywanej w o teScie maksymalizacyjnym
$winki morskiej. W przypadku stosowania badania Buchlera powinno by¢ podane naukowe uzasadnienie.

Badanie maksymalizacyjne $winki morskiej (GPMT) i badanie Buehlera sa opisane w niniejszej metodzie.
Inne metody mogg by¢ stosowane pod warunkiem, Ze sg potwierdzone i podane jest naukowe uzasadnie-
nie.

Niezaleznie od zastosowanej metody, nalezy sprawdzi¢ wrazliwo$¢ wykorzystanego szczepu $winek
morskich na dziatanie uczulajace na skore w regularnych odstepach czasu (co sze$¢ miesigcy) przy uzyciu
znanych zwigzkéw o silnych i umiarkowanie silnych wlasciwosciach uczulajacych.

Patrz takze Wprowadzenie ogdlne czg$¢ B (A).
DEFINICJA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (B).
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Zalecane s3 nastgpujace substancje, rozcieficzone jezeli to konieczne, jak réwniez wszystkie inne znane
substancje uczulajace, albo z literatury albo nalezace do grupy substancji przebadanych.

- p-fenylenodiamina CAS Nr 106-50-3
- 2,4-dinitrochlorobenzen CAS Nr 97-00-7

- dichromian potasu CAS Nr 7778-50-9
- siarczan neomycyny CAS Nr 1405-10-3

- siarczan niklu CAS Nr 7786-81-4
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1.4.

1.5.

1.6.

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.

1.6.1.3.

ZASADA METOD BADAN

Po poczatkowej ekspozycji na substancje badana (okresie ,indukeji’) zwierzeta poddaje si¢ - po dwdch
tygodniach od ostatniej ekspozycji indukcyjnej — ekspozycji ,prowokacyjnej” na substancje badang w celu
ustalenia, czy zostal wywolany stan nadwrazliwosci. Istnienie stanu uczulenia potwierdza si¢ przez
zbadanie reakgji skory na ekspozycje prowokacyjng.

KRYTERIA JAKOSCI
Brak.
OPIS METODY BADAN

Badanie maksymalizacyjne $winek morskich (GPMT)

Przygotowania

Zdrowe, miode $winki morskie albinos s3 losowo wybierane i przydzielane do grup poddawanych
dawkowaniu oraz do grup kontrolnych. Przed rozpocz¢ciem dawkowania usuwa si¢ wlosy z rejonu topatki
przez przycigcie lub zgolenie. Nalezy uwazaé, aby nie uszkodzi¢ skéry.

Warunki badania

Zwierzeta doSwiadczalne

Powszechnie uzywane szczepy laboratoryjne $winek morskich albinos sa stosowane, wazace ponizej 500 g.

Liczba i pteé

Samce i/lub samice zwierzat moga by¢ wykorzystane. Jezeli stosuje si¢ samice, powinny by¢ one
nierédkami i nie moga by¢ w ciazy. Stosuje si¢ minimalnie 10 zwierzat w grupie traktowanej i co najmniej
5 w grupie kontrolnej. Wykorzystanie mniejszej liczby zwierzat wymaga uzasadnienia. W przypadku
niejednoznacznych wynikéw, badania histopatologiczne pomagaja w decyzji czy nalezy powtérzy¢ badanie,
stosujgc inny zestaw zwierzat.

Gdy nie jest mozliwe ostateczne skonkludowanie, czy substancja badana jest lub nieuczulajaca, zaleca si¢
badanie dodatkowych zwierzat w iloSci calkowitej co najmniej 20 badanych i 10 kontrolnych.

Wielkosci dawek

Stezenie substancji badanej jest regulowane do poziomu tworzgcego objawy podraznienia skory, ale
takiego, ktory jest dobrze znoszony przez zwierzeta na kazdym etapie indukji.

Stezenie prowokacji musi by¢ maksymalne niepowodujace objawéw podraznienia skory u zwierzat
niepoddanych uczulaniu.

Stezenia te mozna ustali¢ w badaniu pilotazowym przeprowadzonym na malg skale (na grupie dwojga-
trojga zwierzat).

Okres obserwacji

W czasie trwania okresu czasu indukcji, obserwacje s3 przeprowadzane celem sprawdzenia mozliwych
dzialan draznigcych. Po ekspozycji prowokacyjnej, reakcje skorne sg notowane po 24 i 48 godzinach po
zdjeciu opatrunku.

Procedura

Zwierzeta wazy si¢ przed rozpoczeciem badania i pod koniec jego realizacji. Okolicg fopatki oczyszcza si¢
z sierci. Procedura przebiega w dwoch etapach:
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1.6.1.3.1.

1.6.1.3.2.

Indukcja
Dziefi 0 — grupa otrzymujaca substancj¢ badana

Nastepujace pary wstrzyknie¢ $rodskornych, kazde 0,1 ml, s3 wykonywane w obszar grzbietowy, tak by
jedno z kazdej pary bylo po kazdej stronie linii Srodkowej ciata:

Zastrzyk 1: 0,1 ml kompletnego adiuwantu Freunda (FCA) zmieszanego z woda
lub roztworem fizjologicznym 1:1,

Zastrzyk 2: 0,1 ml badanej substangji, gdy konieczne w odpowiednim podiozu,

Zastrzyk 3: 0,1 ml substancji badanej w FCA.

W zastrzyku 3, substancje rozpuszczalne w wodzie s3 rozpuszczone w 0,05 ml wody i 0,05 ml
nierozcienczonego FCA. Jezeli bada si¢ substancje rozpuszczalne w tluszczach lub substancje nierozpusz-
czalne, miesza si¢ je z nierozcieficzonym FCA.

W zastrzyku 3, koncowe stezenie substancji badanej musi by¢ réwne temu z zastrzyku 2.

Zastrzyki 1 i 2 podaje si¢ blisko siebie i jak najblizej glowy, podczas gdy 3 zastrzyk podaje si¢ w kierunku
czegsci ogonowej poddawanej badaniu okolicy.

Dzien 0 — grupa kontrolna

Nastepujace pary zastrzykéw $rédskérnych podaje sie w tych samych miejscach, jak powyzej:

Zastrzyk 1: 0,1 ml adiuwantu (FCA) zmieszanego z wodg lub roztworem soli
fizjologicznej 1:1,

Zastrzyk 2: 0,1 ml samego podloza,

Zastrzyk 3: 0,1 ml podloza w FCA.

Dziefi 6 — Grupy kontrolne i traktowane

Jezeli substancja nie jest Srodkiem drazniacym skore, obszar badania, po wycieciu lub ogoleniu siersci jest
malowany 0,5 ml 10% laurylosiarczanu sodu w wazelinie celem, celem utworzenia lokalnego podraznienia.

Dzient 7 - grupa traktowana

Obszar badania jest ponownie oczyszczany z sierSci. Substancja badana w odpowiednim podlozu (wybor
podloza nalezy uzasadnié; ciala stale sa drobno proszkowane i wlaczane w odpowiednie podloze; ciecze,
jesli sa odpowiednie mozna stosowal bezposrednio) jest nanoszona na bibule filtracyjng (2 x 4 cm) i
nakladana na badany obszar i utrzymywana w kontakcie opatrunkiem okluzyjnym przez 48 godzin.

Dziefi 7 - grupa kontrolna

Okolica skéry poddawana badaniu jest ponownie oczyszczana z sierSci. Nakladane jest tylko podloze, w
podobny sposéb na powierzchni¢ badang i utrzymywany w kontakcie za pomoca szczelnego opatrunku
przez 48 godzin.

Badanie prowokacyjne
Dzien 21

Boki zwierzat otrzymujacych substancje badang i zwierzat w grupie kontrolnej oczyszcza si¢ z sierSci.
Plaster lub komora zawierajace substancje badana naklada si¢ na jeden bok traktowanego zwierzecia,
natomiast plaster lub komore tylko z podiozem na drugi bok.

Plastry sa utrzymywane w kontakcie za pomoca szczelnego opatrunku przez 24 godziny.

Grupa kontrolna jest poddawana ekspozycji w identyczny sposéb.
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1.6.1.3.3.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.2.1.

1.6.2.2.2.

1.6.2.2.3.

1.6.2.2.4.

1.6.2.3.

Dzien 23 i 24

— 21 godzin po zdjeciu plastra, obszar prowokowany jest oczyszczany 1 odstaniany, o ile konieczne z
siersci,

— po trzech godzinach (po 48 godzinach od rozpoczecia badania prowokacyjnego) przeprowadza sig
obserwacj¢ reakgji skornej i odnotowuje jej wyniki,

— po 24 godzinach od tej obserwacji przeprowadza sie druga obserwacje (po 72 godzinach) i notuje jej
wyniki.

Aby wyjasni¢ wyniki uzyskane podczas pierwszego badania prowokacyjnego, nalezy rozwazy¢ przeprowa-
dzenie drugiego badania prowokacyjnego, w razie potrzeby z nowa grupg kontrolng otrzymujaca podloze,
po uplywie okolo jednego tygodnia od pierwszego badania.

Obserwacja i ocena punktowa

Nalezy zapisa¢ i zglosi¢ wszelkie reakcje skorne i wszelkie odbiegajace od normy zmiany i objawy bedace
konsekwencja procedury indukcyjnej i prowokacyjnej.

Techniki takie jak badania histopatologiczne lub pomiar grubosci faldy skérnej stosuje si¢ do wyjasnienia
watpliwych reakcji lub objawéw maskowanych przez zabarwienie skory substancja badang.

Badanie Buehlera

Przygotowania

Zdrowe, mlode $winki morskie albinos sa wybierane losowo i przydzielane do grup poddawanych
dawkowaniu oraz do grup kontrolnych. Przed rozpocz¢ciem dawkowania usuwa si¢ wlosy z rejonu lopatki
przez przycigcie lub zgolenie. Nalezy uwazal, aby nie uszkodzi¢ skory.

Warunki badania

Zwierzeta doSwiadczalne

Powszechnie uzywane szczepy laboratoryjne $winek morskich albinos, wazacych mniej niz 500 g.

Liczba i pteé

Samce iflub samice zwierzat moga by¢ wykorzystane. Jezeli stosuje si¢ samice, powinny by¢ one
nierédkami i nie moga by¢ w ciazy. Stosuje si¢ co najmniej 20 zwierzat w grupie traktowanej i co
najmniej 10 w grupie kontrolnej. Wykorzystanie mniejszej liczby zwierzat wymaga uzasadnienia. W
przypadku niejednoznacznych wynikéw, badania histopatologiczne pomagaja w decyzji czy nalezy powté-
rzy¢ badanie, stosujac inny zestaw zwierzat.

Wielko$ci dawek

Dla kazdego etapu indukcyjnego, stezenie substancji badanej jest regulowane do najwyzszego poziomu,
ktéry jest systematycznie dobrze tolerowany i ktéry dla substancji draznigcych, powoduje stabe do
$redniego podraznienia u wigkszosci badanych zwierzat. Stezenie prowokacji musi by¢ maksymalne
niepowodujace objawdw podraznienia skory u zwierzat niepoddanych uczulaniu. Stezenia te mozna ustali¢
w badaniu pilotazowym przeprowadzonym na mala skalg (na grupie dwojga-trojga zwierzat).

Okres obserwacji

W czasie trwania okresu czasu indukcji, obserwacje s3 przeprowadzane celem sprawdzenia mozliwych
dzialari draznigcych. Po ekspozycji prowokacyjnej, reakcje skorne sg notowane po 24 i 48 godzinach po
zdjeciu opatrunku, to jest 30 i 54 godziny od rozpoczecia nakladania.

Procedura
Zwierzeta wazy si¢ przed rozpoczeciem badania i pod koniec jego realizacji

Procedura przebiega w dwoch etapach:
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1.6.2.3.1.

1.6.2.3.2.

1.6.2.3.3.

3.1.

Indukcja
Dzien 0 — grupa otrzymujaca substancj¢ badana

Jeden bok jest oczyszczany z sierSci. 0,5 ml substancji badanej w odpowiednim podlozu (wybér podioza
nalezy uzasadni¢; ciecze, jesli s3 odpowiednie mozna stosowaé bezposrednio) jest nanoszona na bawelniang
podkladke. Jest ona nakladana na badany obszar i utrzymywana w kontakcie ze skéra opatrunkiem
okluzyjnym lub komora i stosownym zawinigciem przez 6 godzin.

Dziefi 0 - grupa kontrolna

Jeden bok jest oczyszczany z sierSci. Naklada si¢ w podobny sposéb tylko podloze na badany obszar. Jest
ono utrzymywana w kontakcie ze skora opatrunkiem okluzyjnym lub komorg i stosownym zawinigciem
przez 6 godzin.

Dzien 7 i 14

Przeprowadza si¢ takie samo nakladanie jak w dniu O na ten sam obszar badany (jesli konieczne
oczyszcezony z sierSci) w dniu 7 oraz dniu 14.

Badanie prowokacyjne
Dzien28

Drugi bok zwierzat traktowanych i kontrolnych jest oczyszczany z sierSci. Naklada si¢ okluzyjny opatrunek
lub komorg zawierajacy 0,5 ml substancji badanej, o maksymalnym niedraznigcym st¢zeniu na tyl boku
traktowanych zwierzat. Okluzyjny opatrunek lub komore tylko z podlozem naklada si¢ takze z przodu
boku.

Plastry utrzymuje si¢ w kontakcie ze skora dzigki zastosowaniu odpowiedniego opatrunku przez 6 godziny.
Grupa kontrolna jest poddawana ekspozycji w identyczny sposéb.
Dzien 29 i 30

— 21 godzin po zdjeciu opatrunku obszar prowokacji jest czyszczony i pozbawiany sierSci o ile
konieczne,

— po trzech godzinach (po 30 godzinach od rozpoczecia badania prowokacyjnego) przeprowadza si¢
obserwacj¢ reakgji skornej i odnotowuje jej wyniki,

— po 24 godzinach od tej obserwacji przeprowadza si¢ druga obserwacje (po 54 godzinach) i notuje jej
wyniki.
Obserwacje i ocena punktowa

Nalezy zapisa¢ i zglosi¢ wszelkie reakcje skorne i wszelkie odbiegajace od normy zmiany i objawy bedace
konsekwencja procedury indukcyjnej i prowokacyjnej.

Techniki takie jak badania histopatologiczne lub pomiary grubosci faldy skérnej moga by¢ stosowane do
wyjasniania watpliwych reakcji lub odpowiedzi zamaskowanych przez zabarwienie skory substancjg badana.

DANE (badanie GPMT i Buehlera)

Dane nalezy przedstawi¢ w skrocie w formie tabelarycznej, z opisem — w przypadku kazdego zwierzecia —
reakgji skornych zaobserwowanych podczas kazdej obserwacji.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA (badanie GPMT i Buehlera)
SPRAWOZDANIE Z BADANIA (badanie GPMT i Buehlera)
Sprawozdanie z badai zawiera w miar¢ mozliwo$ci nastepujace informacje:

— wykorzystana rasa §winki morskiej;

— warunki badania, podloze i stgzenie substancji badanych stosowanych dla badar indukcyjnych oraz
prowokacyjnych;
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— liczba, wiek i ple¢ zwierzat;
— masy ciala poszczegdlnych zwierzat na poczatku badania i po jego zakonczeniu;

— opis wynikéw kazdej z przeprowadzonych obserwacji u kazdego ze zwierzat, wlacznie z systemem
oceny punktowej, o ile jest stosowany;

— omoéwienie wynikow;
— interpretacja wynikow.

3.2. OCENA I INTERPRETACJA (badanie GPMT i Buehlera)
Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (D).

4. LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (E).

B.7. TOKSYCZNOSC POWTARZANEJ (28 DNI) DAWKI (DOUSTNA)

1. METODA
1.1. WPROWADZENIE

Patrz: Wprowadzenie ogdlne czes¢ B (A).
1.2 DEFINICJE

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (B).

1.3. SUBSTANCJE ODNIESIENIA
Brak.
1.4. ZASADA METODY BADANIA

Substancj¢ badana podaje si¢ doustnie, codziennie, w stopniowanych dawkach, kilku grupom zwierzat
doéwiadczalnych, po jednej dawce na grupe przez okres 28 dni. W okresie podawania prowadzi si¢
obserwacje zwierzat w celu wykrycia wszelkich objawéw toksycznosci. Zwierzeta, ktére zdechng w trakcie
badania, i te, ktére przezyja po jego zakonczeniu, poddaje si¢ sekcji zwlok.

L.5. KRYTERIA JAKOSCI
Brak.

1.6. OPIS METODY BADANIA

1.6.1. Przygotowania

Zwierzeta muszg by¢ trzymane w do$wiadczalnych warunkach pobytu i karmienia przez co najmniej pie¢
dni przed przeprowadzeniem badania. Przed przeprowadzeniem badania zdrowe, mlode, doroste zwierzeta
sa wybierane losowo i przydzielane do poszczegdlnych grup poddanych dzialaniu substancji. Substancje
badane mozna podawac z dieta, przez zglebnik, w kapsutkach lub w wodzie do picia. Wszystkie zwierzeta
powinny otrzymywaé dawke ta sama metodg w czasie trwania calego okresu do$wiadczalnego. W razie
wykorzystania podloza lub innych substancji pomocniczych w celu ulatwienia dawkowania, musi by¢
wiadomo, ze nie wykazuja one dziatania toksycznego. O ile bedzie to wlasciwe, mozna wykorzystaé dane
historyczne.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5

Warunki badania

Zwierzgta doswiadczalne

O ile nie ma przeciwwskazaf, preferowanym gatunkiem jest szczur. Nalezy wykorzysta¢ powszechnie
stosowane szczepy laboratoryjne mlodych, zdrowych zwierzat. Najlepiej jest rozpoczaé podawanie substan-
qji, przed ukoniczeniem przez szczury szeSciu tygodni Zycia, przy czym bezwzglednie nie moga one mieé
wigcej niz osiem tygodni.

Na poczatku badania zmienno§¢ masy ciata zastosowanych zwierzat nie powinna przekraczaé = 20%
odpowiedniej wartosci $redniej.

Liczba i ple¢

Nalezy wykorzysta¢ po co najmniej 10 zwierzat (pie¢ samic i pigciu samcéw) w przypadku kazdego
poziomu dawkowania. Samice powinny by¢ nierddkami i nie moga by¢ w ciazy. Jezeli planuje sig
u$miercanie zwierzat w miedzyczasie, ogdlna ich liczba powinna by¢ zwigkszona o liczbe zwierzat
zaplanowanych do us$miercenia przed zakonczeniem badania. Dodatkowo, grupa satelicka 10 zwierzat
(pie¢ zwierzat kazdej plci) moze by¢ poddana dziataniu wysokiego poziomu dawki przez 28 dni i
obserwowana, przez 14 dni po dawkowaniu, pod katem odwracalnodci, trwatosci, i opdéZnionego wysta-
pienia objawow zatrucia. Jest takze stosowana grupa satelicka 10 zwierzat kontrolnych (pig¢ zwierzat
kazdej plci).

Poziomy dawkowania

Nalezy zastosowaé co najmniej trzy wielkosci dawek i kontrolg. Z wyjatkiem podawania substancji badanej,
zwierzeta w grupie kontrolnej powinny by¢ traktowane w taki sam sposob, jak zwierzeta w grupach
badanych. W przypadku stosowania podloza w celu ulatwienia dawkowania, u zwierzat kontrolnych nalezy
stosowac samo to podloze w taki sam sposéb, jak w grupach otrzymujacych substancj¢ badana. Powinny
one otrzymywal taka sama ilo§¢ podloza jak stosowana w grupie otrzymujacej najwyzsza dawke.
Najwyzsza dawka powinna by¢ tak dobrana, aby wywierala dzialanie toksyczne, jednak nie prowadzita do
zgondéw lub prowadzita do jedynie niewielu zgonéw. Najnizsza dawka nie powinna dawaé zadnych
dowodéw toksycznosci. W przypadku gdy istnicje mozliwa do wykorzystania, oszacowana wielko§¢
ekspozycji u ludzi, najnizszy poziom dawkowania powinien ja przewyzszaé. W idealnej sytuacji posredni
poziom dawkowania powinien prowadzi¢ do uzyskania minimalnych dostrzegalnych efektéw toksycznych.
W przypadku gdy zostanie wykorzystana wiecej niz jedna dawka posrednia, wielkosci dawek powinny by¢
tak rozstawione, aby uzyskal stopniowanie dzialan toksycznych. W grupach otrzymujacych niskie i
posrednie dawki oraz w grupach kontrolnych czgsto$¢ wystgpowania zgonéw powinna by¢ niska, aby
umozliwi¢ znaczacg oceng wynikow.

W przypadku gdy substancja badana jest podawana z dieta, mozna zastosowal albo stale stezenie w
karmie (w ppm lub mg/kg karmy) albo staly poziom dawkowania w przeliczeniu na masg ciala zwierzgcia;
jezeli zastosuje si¢ metodg alternatywna, nalezy o niej poinformowaé. W przypadku podawania substancji
przez zglebnik dawkowanie nalezy wykonywaé o podobnej porze kazdego dnia, przy czym wielkosci
dawek nalezy tak dostosowywaé w odpowiednich odstepach czasu (co tydzien lub co dwa tygodnie), aby
utrzymac stalg wielko$¢ dawki w przeliczeniu na mase ciala zwierzecia.

Badanie graniczne

W przypadku gdy w trwajacym 28 dni badaniu prowadzonym w opisany powyzej sposéb przy poziomie
dawkowania 1 000 mg/kg masy ciala/dob¢ lub przy wyzszym poziomie dawkowania majacym zwigzek z
mozliwg ekspozycja u ludzi, o ile taki poziom jest znany, nie zostang uzyskane zadne dowody na
toksyczny wplyw substancji, mozna uzna¢, ze dalsze badania nie sg potrzebne. W przypadku substancji o
niskiej toksycznosci wazne jest zapewnienie, aby iloci i inne wlasciwosci substancji badanej podawanej w
diecie nie zaburzaly prawidlowych potrzeb pokarmowych.

Okres obserwagji

Wszystkie zwierzeta nalezy obserwowal codziennie, zapisujac informacje na temat objawéw toksycznosci,
wlacznie z czasem ich pojawienia si¢, stopniem nasilenia i czasem trwania. Nalezy zapisal czas zgonu
zwierzecia i czas pojawienia si¢ i ustgpienia objawéw toksycznoci.
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1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Procedura

W idealnej sytuacji zwierz¢tom nalezy podawal substancje badang przez siedem dni w tygodniu przez
okres 28 dni. Zwierzeta w grupie satelickiej, w ktorej planuje si¢ pdzniejsza obserwacje, powinny zostaé
przetrzymane przez nastgpnych 14 dni bez podawania im substancji w celu stwierdzenia ustgpowania lub
utrzymywania si¢ dzialan toksycznych.

Obserwacje zwierzgcia powinny obejmowaé zmiany skory i sierSci, oczu i blon Sluzowych oraz zmiany
ukladu oddechowego, krazenia, autonomicznego i oSrodkowego ukladu nerwowego, jak tez wzorcow
aktywnosci somatomotorycznej i wzorcéw zachowania. Co tydzien nalezy przeprowadzal pomiary spozy-
cia karmy (i spozycia wody, gdy substancja badana jest podawana z wodg do picia) oraz wazy¢ zwierzeta.

Regularna obserwacja zwierzat jest niezbedna do tego, aby w mozliwym zakresie nie straci¢ zwierzat
badanych z takich przyczyn, jak kanibalizm, autoliza tkanek lub przemieszczenie. Pod koniec okresu
badania wszystkie osobniki, ktére przezyly w grupach innych niz satelicka, poddaje si¢ sekcji zwlok.
Zwierzgta konajace oraz zwierzeta przejawiajace ostre cierpienie i bol powinny by¢ usuwane, gdy zostanie
to zauwazone, humanitarnie zabite i poddane sekcji zwlok.

Nastepujace badania nalezy wykonal pod koniec okresu badania u wszystkich zwierzat, wlacznie z
osobnikami w grupie kontrolnej:

1. badania hematologiczne, w tym co najmniej hematokryt, stezenie hemoglobiny, liczba erytrocytéw,
liczba leukocytéw z rozmazem i oznaczenie parametréw krzepnigcia;

2. kliniczna biochemia krwi zawierajgca co najmniej jeden parametr funkcji watroby i nerek: aktywno$¢
aminotransferazy alaninowej (uprzednio nazywanej transferazg glutaminianowo-pirogronows), aktywnos¢
aminotransferazy asparaginianowej (uprzednio nazywanej transferazg glutaminianowo-szczawiooctows)
w surowicy, stezenie azotu mocznikowego, albumin, kreatyniny we krwi, catkowite stezenie bilirubiny i
catkowite stezenie biatka w surowicy.

Do innych oznacze, ktére mogg okazaé si¢ niezbedne do odpowiedniej oceny toksykologicznej, naleza
oznaczenia st¢zenia wapnia, fosforu, chlorkéw, sodu, potasu, glukozy na czczo, lipidogram, stezenia
hormonéw i oznaczenia réwnowagi kwasowo-zasadowej, stezenia methemoglobiny oraz aktywnosci
cholinesterazy.

W razie potrzeby mozna zastosowal dodatkowe oznaczenia biochemiczne, aby rozszerzy¢ badania
przyczyn zaobserwowanych dziatai toksycznych.

Petne badanie patomorfologiczne

Wszystkie zwierzeta objete badaniem powinny zostaé poddane pelnemu makroskopowemu badaniu
patomorfologicznemu. Nalezy zwazy¢é watrobe, nerki, nadnercza i jadra w stanie wilgotnym, najszybciej,
jak to bedzie mozliwe po rozcigciu zwlok, aby unikng¢ wysuszenia. Narzady i tkanki (watrobe, nerki,
Sledzione, nadnercza i serce, jak tez wszelkie narzady wykazujace makroskopowe zmiany patologiczne lub
o nieprawidlowych wymiarach) nalezy zakonserwowaé w odpowiednim $rodku w celu przeprowadzenia
ewentualnych, przyszlych badan histopatologicznych.

Badania histopatologiczne

W grupie otrzymujgcej najwyzsza dawke i w grupie kontrolnej nalezy wykona¢ badanie histologiczne
zakonserwowanych narzagdow i tkanek. We wszystkich grupach otrzymujgcych nizsze dawki nalezy
przeprowadzi¢ badanie tych narzadéw i tkanek, w ktérych stwierdzono zmiany przypisywane badanej
substancji przy zastosowaniu najwyzszych dawek. Nalezy réwniez przeprowadzi¢ badanie histologiczne
zwierzat we wszelkich grupach satelickich, ze szczegblnym naciskiem na te narzady i tkanki, w ktérych
stwierdzono skutki podania substancji w innych badanych grupach.

DANE

Dane nalezy przedstawi¢ w skrocie w formie tabelarycznej, z podaniem - dla kazdej badanej grupy — liczby
zwierzgt na poczatku badania oraz liczby zwierzat z kazdym rodzajem zmiany

Wszystkie zaobserwowane zmiany nalezy oceni¢ przy pomocy wiasciwej metody statystycznej. Mozna
zastosowaé dowolna, uznang metodg statystyczng
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3.2

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miarg mozliwosci nastgpujace informacje:

gatunek, szczep, Zrédlo, warunki srodowiska, dieta itp.;

warunki badania;

wielkosci dawek (wlaczajac podloze, o ile jest wykorzystane) i stezenia;

dane na temat reakcji toksycznej w rozbiciu na plcie i dawki;

poziom niewywierajacy dziatania, o ile to mozliwe;

czas zgonu w trakcie badania lub fakt, ze zwierzeta przezyly do jego zakonczenia;
dzialania toksyczne lub inne;

czas zaobserwowania kazdego nieprawidlowego objawu i p6Zniejszy przebieg zmian tego objawu;
dane na temat karmy i masy ciala;

zastosowane badania hematologiczne i wszystkie ich wyniki;

zastosowane laboratoryjne badania biochemiczne i wszystkie ich wyniki;

wyniki sekcji zwlok;

szczegbtowy opis wszystkich wynikéw histopatologicznych;

o ile wlasciwe, statystyczna obrobka wynikow;

omdéwienie wynikow;

interpretacja wynikéw.

OCENA I INTERPRETACJA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢$¢ B (D).

LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne czes¢ B (E).



13/t 11

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

397

1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.8. TOKSYCZNOSC POWTARZANEJ (28 DNI) DAWKI (INHALACYJNA)

METODA
WPROWADZENIE

Przydatne jest posiadanie wstepnych informacji na temat rozkladu wielkosci czastek, preznosci pary,
temperatury topnienia, temperatury wrzenia, temperatury zaplonu i wybuchowosci (o ile stosowalne)
substangji badanej.

Patrz takze: Wprowadzenie ogdlne czg$¢ B (A).
DEFINICJA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢s¢ B (B).
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Brak.

ZASADA METODY BADANIA

Kilka grup zwierzat do$wiadczalnych poddaje si¢ ekspozycji przez okreslony okres czasu na substancje
badang w stopniowanych stezeniach, po jednym stezeniu na grupe, przez 28 dni. W przypadku gdy
zastosuje si¢ podloze w celu zapewnienia wlasciwego stezenia substancji badanej w powietrzu, nalezy
zastosowaé grupe kontrolng otrzymujaca wylacznie takie podloze. W okresie podawania prowadzi si¢
obserwacj¢ zwierzat w celu wykrycia wszelkich objawéw toksyczno$ci. Zwierzgta, ktére padng w trakcie
badania, i te, ktdre przezyja po jego zakonczeniu, poddaje si¢ sekcji zwlok.

KRYTERIA JAKOSCI

Brak.

OPIS METODY BADANIA
Przygotowania

Zwierzgta muszg by¢ trzymane w do$wiadczalnych warunkach pobytu i karmienia przez co najmniej pig¢
dni przed przeprowadzeniem badania. Przed przeprowadzeniem badania zdrowe, mlode, doroste zwierzgta
sa wybierane losowo i przydzielane do wymaganej liczby grup. W razie potrzeby do badanej substancji
mozna doda¢ odpowiednie podloze, aby mozna bylo zapewni¢ wlasciwe stezenie tej substancji w
powietrzu. W razie zastosowania podloza lub innych substancji pomocniczych w celu ulatwienia dawko-
wania musi by¢ wiadomo, ze nie wykazuja one dzialania toksycznego. O ile bedzie to wlasciwe, mozna
wykorzysta¢ dane historyczne.

Warunki badania

Zwierzgta doswiadczalne

O ile nie ma przeciwwskazan, preferowanym gatunkiem jest szczur. Nalezy wykorzysta¢ powszechnie
stosowane szczepy laboratoryjne mlodych, zdrowych zwierzat.

Na poczatku badania zmienno§¢ masy ciala zastosowanych zwierzat nie powinna przekraczaé = 20%
odpowiedniej wartosci $redniej.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.2.6.

1.6.3.

Liczba i ple¢

Wykorzystuje si¢ po co najmniej 10 zwierzat (pig¢ samic i pieciu samcéw) w kazdej grupie badanej.
Samice powinny by¢ nierédkami i nie moga by¢ w ciazy. Jezeli planuje si¢ u$Smiercanie zwierzat w
migdzyczasie, ogdlna ich liczba powinna by¢ zwigkszona o liczbe zwierzat zaplanowanych do u$miercenia
przed zakonczeniem badania. Ponadto satelicka grupa 10 zwierzat (po pigcioro zwierzat kazdej plci) moze
otrzymywa¢ wigksza dawke przez 28 dni i mozna prowadzi¢ w niej obserwacje pod katem odwracalnosci,
utrzymywania si¢ i op6znionego pojawiania si¢ efektéw toksycznych przez 14 dni od zastosowania
substancji. Jest takze stosowana grupa satelicka 10 zwierzat kontrolnych (pig¢ zwierzat kazdej pici).

Stezenie ekspozycyjne

Konieczne jest zapewnienie co najmniej trzech stezen, wraz z kontrola i kontrolg otrzymujaca podtoze (w
stezeniu odpowiadajacym stezeniu podlozu przy najwyzszym poziomie dawkowania substangi), o ile to
ostatnie jest stosowane. Z wyjatkiem podawania substancji badanej, zwierzeta w grupie kontrolnej powinny
by¢ traktowane w taki sam sposéb, jak zwierzeta w grupach badanych. Najwyzsze stezenie powinno byé
tak dobrane, aby wywieralo dzialanie toksyczne, jednak nie prowadzilo do zgonéw lub prowadzito do
jedynie niewielu zgonéw. Najnizsze stezenie nie powinno dawal zadnych objawéw toksycznosci.
W przypadku gdy istnieje mozliwa do wykorzystania, oszacowana wielko$¢ ekspozycji u ludzi, najnizsze
stezenie powinno ja przewyzszal. W idealnej sytuacji posrednie stezenie powinno prowadzi¢ do uzyskania
minimalnych dostrzegalnych efektéw toksycznych. W przypadku gdy zostanie wykorzystane wigcej niz
jedno stezenie posrednie, wielkosci stezen powinny by¢ tak rozstawione, aby uzyskaé stopniowanie dziatan
toksycznych. W grupach otrzymujacych niskie i posrednie st¢zenia oraz w grupach kontrolnych czgstosé
wystepowania zgonéw powinna by¢ niska, aby umozliwi¢ znaczacg oceng wynikéw.

Czas ekspozygji

Czas codziennej ekspozycji powinien wynosi¢ szes¢ godzin, jednak moga by¢ potrzebne inne okresy, aby
spetni¢ szczegdlne wymagania.

Wyposazenie

Zwierzgta nalezy podda¢ badaniu przy uzyciu przyrzadéw do inhalacji zapewniajacych przeplyw dyna-
miczny powietrza co najmniej 12 wymian na godzing, aby zapewni¢ odpowiednig zawarto$¢ tlenu i
réwnomierng dystrybucje powietrza ekspozycji. W przypadku zastosowania komory nalezy ja tak zapro-
jektowaé, aby zmniejszy¢ do minimum stloczenie zwierzat badanych i zwigkszy¢é do maksimum ich
ekspozycje droga inhalacyjng na substancje badana. Z reguly, aby zapewnil stabilno$¢ powietrza w
komorze, catkowita ,objeto$¢” zwierzat badanych nie powinna przekracza¢ 5% objetosci komory do badan.
Mozna zastosowal ekspozycje ustno-nosows, ekspozycje jedynie glowy lub ekspozycje calego ciala w
pojedynczych komorach, przy czym te pierwsze dwa sposoby pomoga w zminimalizowaniu przechodzenia
substancji badanej do organizmu innymi drogami.

Okres obserwaji

Zwierzgta doswiadczalne nalezy obserwowad codziennie pod katem wystepowania objawow toksycznosci w
calym okresie otrzymywania substancji i zdrowienia. Nalezy zapisal czas zgonu zwierzgcia i czas
pojawienia si¢ i ustapienia objawéw toksycznosci.

Procedura

Zwierzeta poddaje si¢ dzialaniu substancji badanej codziennie, przez pig¢ do siedmiu dni w tygodniu, przez
okres 28 dni. Zwierzeta we wszelkich grupach satelickich, u ktérych planuje si¢ obserwacje po zakonczeniu
eksperymentu, nalezy przetrzymaé przez nastgpnych 14 dni bez podawania im substancji, aby wykry¢
ustgpowanie lub utrzymywanie si¢ efektéw toksycznych. Temperatura przeprowadzania badania powinna
by¢ utrzymywana na poziomie 22 + 3 °C.

Wilgotno$¢ wzgledng nalezy utrzymywaé najlepiej w przedziale pomiedzy 30 a 70%, jednak w niektérych
przypadkach (np. badania aerozoli) moze to nie by¢ mozliwe ze wzgledéw praktycznych. Utrzymywanie
lekkiego podci$nienia w komorze (< 5 mm slupa wody) zapobiega wyciekowi substancji badanej do
otaczajacego obszaru. W trakcie ekspozycji nalezy zaprzesta¢ podawania zwierzgtom karmy i wody.

Nalezy stosowa¢ dynamiczny uklad inhalacyjny z odpowiednim analitycznym systemem regulacji stezenia.
Zalecane jest przeprowadzenie badania probnego w celu ustalenia wiasciwych stezen ekspozycji. Szybkosé
przeplywu powietrza nalezy tak wyregulowaé, aby warunki w calej komorze byly jednorodne. Uklad
powinien zapewni¢ jak najszybsze uzyskanie stabilnych warunkéw ekspozydji.
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1.6.3.1.

1.6.3.2.

Nalezy prowadzi¢ pomiary lub monitorowaé nast¢pujace:
a) szybkos§¢ przeplywu powietrza (w sposéb ciagly);

b) rzeczywiste stezenie substancji badanej mierzone w strefie oddechowej. W okresie ekspozydji stezenie
nie powinno si¢ zmienia¢ o wiecej niz * 15% wartosci Sredniej. W przypadku niektérych aerozoli ten
poziom kontroli mozne by¢ niemozliwy do uzyskania, przy czym dopuszczalny jest wtedy szerszy
zakres. W trakcie calego badania stgzenia w kolejnych dniach powinny by¢ utrzymywane na poziomie
na tyle niezmiennym, na ile to bedzie praktycznie mozliwe. Dla aerozoli, nalezy wykona¢ cotygodniowo
co najmniej jedng analize wielkosci czasteczek dla badanej grupy;

¢) temperaturg oraz wilgotno$¢, o ile mozliwe w sposéb ciagly.

W trakcie ekspozycji i po jej zakofczeniu nalezy prowadzi¢ systematyczne obserwacje, zapisujac ich
wyniki; nalezy prowadzi¢ oddzielne zapisy dla kazdego zwierzecia. Wszystkie zwierzeta nalezy obserwowad
codziennie i odnotowywaé wystepujace u nich objawy toksycznosci, wlacznie z czasem ich pojawienia sig,
stopniem ich cigzkosci i czasem trwania. Obserwacje powinny obejmowaé zmiany skéry i sierSci, oczu i
blon Sluzowych oraz zmiany ukladu oddechowego, krazenia, autonomicznego i o$rodkowego ukladu
nerwowego, jak tez wzorcéw aktywnosci somatomotorycznej i wzorca zachowania. Co tydzien nalezy
wazy¢ zwierzgta. Zaleca si¢ takze przeprowadzanie cotygodniowych pomiaréw wielkosci spozycia karmy.
Regularna obserwacja zwierzat jest niezbedna do tego, aby w mozliwym zakresie nie straci¢ zwierzat
badanych z takich przyczyn, jak kanibalizm, autoliza tkanek lub przemieszczenie. Pod koniec okresu
badania wszystkie osobniki, ktére przezyly w grupach innych niz satelicka, poddaje si¢ sekcji zwlok.
Zwierzeta konajace oraz zwierzgta przejawiajace ostre cierpienie i bol powinny by¢ usuwane, gdy zostanie
to zauwazone, humanitarnie zabite i poddane sekcji zwlok.

Nastgpujace badania nalezy wykonal pod koniec okresu badania u wszystkich zwierzat, wlacznie z
osobnikami w grupie kontrolnej:

i) badania hematologiczne, w tym co najmniej hematokryt, stezenie hemoglobiny, liczba erytrocytéw,
liczba leukocytéw z rozmazem i oznaczenie parametréw krzepnigcia;

ii) laboratoryjne badania biochemiczne, wiczajac co najmniej jeden parametr funkcyjny watroby i nerek:
aktywnos¢ aminotransferazy alaninowej (uprzednio nazywanej transferazg glutaminianowo-pirogronowa),
aktywnos¢ aminotransferazy asparaginianowej (uprzednio nazywanej transferazg glutaminianowo-szcza-
wiooctowg) w surowicy, stezenie azotu mocznikowego, albumin, kreatyniny we krwi, catkowite stezenie
bilirubiny i catkowite st¢zenie biatka w surowicy.

Do innych oznaczei, ktére moga okazaé si¢ niezbedne do odpowiedniej oceny toksykologicznej, naleza
oznaczenia stezenia wapnia, fosforu, chlorkéw, sodu, potasu, glukozy na czczo, lipidogram, stezenia
hormonéw i oznaczenia réwnowagi kwasowo-zasadowej, stezenia methemoglobiny oraz aktywnosci
cholinesterazy.

W razie potrzeby mozna zastosowal dodatkowe oznaczenia biochemiczne, aby rozszerzy¢ badania
przyczyn zaobserwowanych dziatan toksycznych.

Petne badanie patomorfologiczne

Wszystkie zwierzeta objete badaniem powinny zostaé poddane pelnemu makroskopowemu badaniu
patomorfologicznemu. Co najmniej watroba, nerki, nadnercza, ptuca i organy badane nalezy zwazyé w
stanie wilgotnym tak szybko jak to mozliwe po wycieciu, aby zapobiec wysuszeniu. Narzady i tkanki
(watrobe, nerki, $ledziong, nadnercza i serce, jak tez wszelkie narzady wykazujace makroskopowe zmiany
patologiczne lub o nieprawidlowych wymiarach) nalezy zakonserwowal w odpowiednim $rodku w celu
przeprowadzenia ewentualnych, przysztych badan histopatologicznych. Pluca nalezy usungé w stanie
nienaruszonym, zwazy¢ i zakonserwowaé w odpowiedniej substancji utrwalajacej dla zapewnienia utrzy-
mania ich struktury.

Badania histopatologiczne

W grupie otrzymujacej najwyzsze stezenie i w grupie kontrolnej (grupach kontrolnych) nalezy wykonaé
badanie histologiczne zakonserwowanych narzadow i tkanek. We wszystkich grupach otrzymujacych nizsze
dawki nalezy przeprowadzi¢ badanie tych narzadéw i tkanek, w ktérych stwierdzono zmiany przypisywane
badanej substancji przy zastosowaniu najwyzszych dawek. Nalezy rowniez przeprowadzi¢ badanie histolo-
giczne zwierzat we wszelkich grupach satelickich, ze szczegblnym naciskiem na te narzady i tkanki, w
ktorych stwierdzono skutki podania substancji w innych badanych grupach.

DANE

Dane nalezy przedstawi¢ w skrocie w formie tabelarycznej, z podaniem - dla kazdej badanej grupy — liczby
zwierzat na poczatku badania oraz liczby zwierzgt z kazdym rodzajem zmiany.
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3.1.

3.2

Wszystkie zaobserwowane wyniki nalezy oceni¢ przy pomocy wlasciwej metody statystycznej. Mozna
zastosowaé dowolna, uznang metodg statystyczng.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badai zawiera w miare mozliwosci nastgpujace informacje:

— gatunek, szczep, zrédto, warunki Srodowiska, dieta itp.;

— warunki badania:
Opis urzadzenia uzytego do zapewnienia ekspozycji wlacznie z jego konstrukeja, rodzajem, wymiarami,
zrédtem powietrza, systemem generowania czastek i aerozoli, metoda klimatyzacji i metoda trzymania
zwierzat w komorze do badan w razie jej wykorzystania. Nalezy opisaé urzadzenia zastosowane do

pomiaru temperatury, wilgotno$ci i, gdzie sytuacja tego wymaga, stabilnoSci stgzenia i rozkladu
wielkosci czgstek w aerozolu.

Dane ekspozycji:

Powinny by¢ przedstawione w formie tabeli, z podaniem wartosci $redniej i miary zmiennosci (np.
odchylenia standardowego) i powinny, o ile to mozliwe zawierac:

a) szybkos¢ przeplywu powietrza przez urzadzenia do inhalacji;
b) temperatura i wilgotno$¢ powietrza;

¢) nominalne stezenia (catkowita ilo§¢ badanej substancji wprowadzona do urzadzen inhalacyjnych,
podzielona przez objeto$¢ powietrza);

d) rodzaj podloza, o ile jest wykorzystane;
€) rzeczywiste stezenia w badawczym obszarze oddychania;
f) $rednica aerodynamiczna masy Sredniej (MMAD) i geometryczne standartowe odchylenie (GSD);
— dane reakgji toksycznej w rozbiciu na plcie i stezenia;
— czas zgonu w trakcie badania lub fakt, ze zwierzeta przezyly do jego zakonczenia;
— opis dzialan toksycznych i innych; poziom niewywicrajacy dzialania;
— czas zaobserwowania kazdego nieprawidlowego objawu i pdZniejszy przebieg;
— dane na temat karmy i masy ciata;
— zastosowane badania hematologiczne i ich wyniki;
— zastosowane laboratoryjne badania biochemiczne i ich wyniki;
— wyniki sekgji zwlok;
— szczegblowy opis wszystkich wynikéw histopatologicznych;
— o ile to mozliwe, statystyczna obrébka wynikéw;
— omoéwienie wynikow;
— interpretacja wynikow.
OCENA I INTERPRETACJA
Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (D).
LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.9. TOKSYCZNOSC POWTARZANEJ (28 DNI) DAWKI (DERMALNA)

METODA

WPROWADZENIE

Patrz: Wprowadzenie ogélne czgs¢ B (A).
DEFINICJE

Patrz: Wprowadzenie ogélne czes¢ B (B).
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Brak.

ZASADA METODY BADANIA

Substancj¢ badang podaje si¢ na skore w stopniowanych dawkach kilku grupom zwierzat do$wiadczalnych,
po jednej dawce na grupe przez okres 28 dni. W okresie podawania prowadzi si¢ codzienng obserwacje
zwierzat w celu wykrycia objawéw toksyczno$ci. Zwierzeta, ktére zdechna w trakcie badania, i te, ktore
przezyja po jego zakoniczeniu, poddaje si¢ sekcji zwlok.

KRYTERIA JAKOSCI

Brak.

OPIS METODY BADANIA
Przygotowania

Zwierzeta muszg by¢ trzymane w do$wiadczalnych warunkach pobytu i karmienia przez co najmniej pigé
dni przed przeprowadzeniem badania. Przed przeprowadzeniem badania zdrowe, miode, doroste zwierzeta
sa wybierane losowo i przydzielane do poszczegdlnych grup poddanych dziataniu substancji i kontrolnych.
Na krétko przed rozpoczeciem eksperymentu nalezy usunaé sierS¢ z grzbietowej powierzchni tutowia
zwierzat przez przyciecie lub ogolenie. Mozna zastosowaé ogolenie, jednak nalezy je przeprowadzi¢ na
okolo 24 godziny przed rozpoczeciem badania. Na ogdt konieczne jest powtarzanie przycinania lub
golenia sierSci w odstgpach okolo jednego tygodnia. Podczas przycinania lub golenia siersci nalezy uwazad,
aby nie uszkodzi¢ skéry. Nie mniej niz 10% powierzchni ciala powinno by¢ wolne w celu zastosowania
substancji badanej. Przy podejmowaniu decyzji o wielko$ci powierzchni ciala, jaka nalezy oczysci¢, oraz o
rozmiarach pokrycia tej powierzchni substancjg nalezy uwzgledni¢ mase ciala zwierzecia. Przy badaniu ciata
stalego, ktére mozna sproszkowal gdy to stosowne, substancja badana powinna by¢ wystarczajaco
nawilzona woda lub, w miarg potrzeby, stosownym podlozem dla zapewnienia dobrego kontaktu ze skorg.
Plynne substancje badane stosuje si¢ na 0gél w stanie nierozcieficzonym. Substancj¢ stosuje si¢ codziennie
przez pig¢ do siedmiu dni w tygodniu.

Warunki badania

Zwierzgta doswiadczalne

Mozna wykorzystal doroste szczury, kréliki lub $winki morskie. Mozna stosowaé inne gatunki, lecz ich
uzycie wymaga uzasadnienia.

Na poczatku badania zmienno§¢ masy ciala zastosowanych zwierzat nie powinna przekraczaé = 20%
odpowiedniej wartosci $redniej.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Liczba i ple¢

Wykorzystuje si¢ co najmniej 10 zwierzat (pig¢ samic i pieciu samcéw) ze zdrowa, nienaruszong skora w
przypadku kazdego poziomu dawkowania. Samice powinny by¢ nierédkami i nie moga by¢ w ciazy. Jezeli
planuje si¢ u$miercanie zwierzat w miedzyczasie, ogdlna ich liczba powinna by¢ zwigkszona o liczbe
zwierzat zaplanowanych do u$miercenia przed zakonczeniem badania. Dodatkowo, grupa satelicka 10
zwierzat (pie¢ zwierzat kazdej plci) moze by¢ poddana dziataniu wysokiego poziomu dawki przez 28 dni i
obserwowana, przez 14 dni po dawkowaniu, pod katem odwracalnosci, trwalosci, i opdéZnionego wysta-
pienia objawow zatrucia. Jest takze stosowana grupa satelicka 10 zwierzat kontrolnych (pig¢ zwierzat
kazdej plci).

Wielkosci dawek

Nalezy zastosowal co najmniej trzy wielkosci dawek z grupa kontrolng lub grupg kontrolng otrzymujaca
podloze, o ile to ostatnie jest stosowane. Czas ekspozycji powinien wynosi¢ co najmniej sze$¢ godzin na
dobe. Substancje badang nalezy podawal o podobnej porze kazdego dnia, przy czym wielkosci dawek
nalezy tak dostosowywaé w odpowiednich odstepach czasu (co tydzien lub co dwa tygodnie), aby utrzyma¢
stalg wielkos¢ dawki w przeliczeniu na mase ciala zwierzecia. Z wyjatkiem zastosowania substancji badanej,
ze zwierzgtami grupy kontrolnej powinno si¢ obchodzi¢ w sposéb identyczny, jak z podmiotami grupy
badanej. W przypadku stosowania podloza w celu ulatwienia dawkowania, u zwierzat kontrolnych
otrzymujacych podloze nalezy stosowaé samo to podloze w taki sam sposéb, jak w grupach otrzymuja-
cych substancje badana, w takiej samej dawce, jak stosowana w grupie otrzymujacej najwyzsza dawke.
Najwyzsza dawka powinna by¢ tak dobrana, aby wywierala dzialanie toksyczne, jednak nie prowadzila do
zgondéw lub prowadzita do jedynie niewielu zgonéw. Najnizsza dawka nie powinna dawaé zadnych
objawéw toksycznosci. W przypadku gdy istnieje mozliwa do wykorzystania, oszacowana wielko§¢
ekspozycji u ludzi, najnizszy poziom dawkowania powinien ja przewyzsza. W idealnej sytuacji po$redni
poziom dawkowania powinien prowadzi¢ do uzyskania minimalnych dostrzegalnych efektéw toksycznych.
W przypadku gdy zostanie wykorzystana wigcej niz jedna dawka posrednia, wielkosci dawek powinny by¢
tak rozstawione, aby uzyskal stopniowanie dzialan toksycznych. W grupach otrzymujacych niskie i
posrednie dawki oraz w grupach kontrolnych czgsto$¢ wystgpowania zgonéw powinna by¢ niska, aby
umozliwi¢ znaczacg oceng wynikow.

W przypadku gdy zastosowanie substancji badanej wiaze si¢ z cigzkim dzialaniem draznigcym na skore,
stezenia nalezy zmniejszy¢, przy czym moze to spowodowal zmniejszenie pojawiania si¢ lub brak innych
skutkéw toksycznych przy najwyzszym poziomie dawkowania. Ponadto w przypadku znacznego uszko-
dzenia skéry moze by¢ konieczne przerwanie badania i podjecie nowego eksperymentu z zastosowaniem
nizszych stezen.

Czas ekspozydji

W przypadku gdy w badaniu wstepnym z zastosowaniem dawki 1 000 mg/kg lub wyzszej, odpowiadajacej
potencjalnej ekspozycji u ludzi, o ile taki poziom jest znany, nie zostang stwierdzone zadne efekty
toksyczne, mozna uzna¢, ze dalsze badania nie sa potrzebne.

Okres obserwacji

Zwierzgta do$wiadczalne nalezy obserwowal codziennie pod katem wystgpowania objawow toksycznosci.
Nalezy zapisaé czas zgonu zwierzecia i czas pojawienia si¢ i ustapienia objawéw toksycznosci.

Procedura

Zwierzeta powinny by¢ trzymane w oddzielnych klatkach. W idealnej sytuacji podaje si¢ im substancje
badang przez siedem dni w tygodniu przez okres 28 dni. Zwierzeta w grupach satelickich, w ktérych
planuje si¢ pdZniejsza obserwacje, powinny zostal przetrzymane przez nastgpnych 14 dni bez podawania
im substancji w celu stwierdzenia ustgpowania lub utrzymywania si¢ dzialaii toksycznych. Czas ekspozycji
powinien wynosi¢ co najmniej sze$¢ godzin na dobe.

Substancja badana powinna zostal nalozona w sposéb réwnomierny na obszar réwny okolo 10%
catkowitej powierzchni ciala. W przypadku substancji wysoce toksycznych mozna je nanie$¢ na mniejsza
powierzchnie, jednak nalezy dazy¢ do tego, aby pokry¢ jak najwiekszy obszar jak najciefisza i jak
najbardziej réwnomierng warstwa badanego zwiazku.

W trakcie ekspozycji substancja badana jest utrzymywana w kontakcie ze skéra dzigki zastosowaniu
porowatego opatrunku z gazy i niedraznigcej taSmy. Miejsce badania nalezy dodatkowo przykry¢ w taki
sposéb, aby utrzymacé opatrunek z gazy i substancj¢ badana i zapewnié, aby zwierz¢ta nie mogly zje$¢ tej
ostatniej. W celu zapobiezenia spozyciu substancji badanej mozna uwiazaé zwierzg, jednak pelna immobi-
lizacja nie jest zalecang metoda. Jako alternatywe mozna zastosowaé ,kolnierzowy przyrzad zabezpieczajacy”.
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1.6.4.

1.6.5.

Pod koniec okresu ekspozycji nalezy usuna¢ resztki badanej substancji, w miarg mozliwosci stosujac wode
lub jakie$ inne, wlasciwe metody oczyszczania skory.

Wszystkie zwierzeta nalezy obserwowal codziennie i odnotowywal wystepujace u nich objawy toksycz-
noéci, wlgcznie z czasem ich pojawienia si¢, stopniem ich cigzkoSci i czasem trwania. Obserwacje przy
klatce zwierzgcia powinny obejmowac zmiany skory i siersci, oczu i blon $luzowych oraz zmiany ukladu
oddechowego, krazenia, autonomicznego i osrodkowego ukladu nerwowego, jak tez wzorcéw aktywnosci
somatomotorycznej i wzorca zachowania. Co tydzieni nalezy wazy¢ zwierzeta. Zaleca si¢ takze przeprowa-
dzanie cotygodniowych pomiaréw wielkosci spozycia karmy. Regularna obserwacja zwierzat jest niezbedna
do tego, aby w mozliwym zakresie nie straci¢ zwierzat badanych z takich przyczyn, jak kanibalizm,
autoliza tkanek lub przemieszczenie. Pod koniec okresu badania wszystkie osobniki, ktére przezyly w
grupach innych niz satelicka, poddaje si¢ sekcji zwlok. Zwierzeta konajace oraz zwierzgta przejawiajace
ostre cierpienie i bol powinny by¢ usuwane, gdy zostanie to zauwazone, humanitarnie zabite i poddane
sekgji zwlok.

Nastepujace badania nalezy wykonal pod koniec okresu badania u wszystkich zwierzat, wlacznie z
osobnikami w grupie kontrolnej:

1) badania hematologiczne, w tym co najmniej hematokryt, stezenie hemoglobiny, liczba erytrocytéw,
liczba leukocytéw z rozmazem i oznaczenie parametréw krzepnigcia;

2) laboratoryjne badania biochemiczne krwi zawierajace co najmniej jeden parametr funkcji watroby i
nerek: aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (uprzednio nazywanej transferaza glutaminianowo-piro-
gronowa) w surowicy, aktywno$¢ aminotransferazy asparaginianowej (uprzednio nazywanej transferaza
glutaminianowo-szczawiooctowg) w surowicy, stezenie azotu mocznikowego, albumin, kreatyniny we
krwi, catkowite stezenie bilirubiny i catkowite stezenie biatka w surowicy.

Do innych oznaczefi, ktére mogg okaza¢ si¢ niezbedne do odpowiedniej oceny toksykologicznej, naleza
oznaczenia st¢zenia wapnia, fosforu, chlorkéw, sodu, potasu, glukozy na czczo, lipidogram, stezenia
hormonéw i oznaczenia réwnowagi kwasowo- zasadowej, stezenia methemoglobiny oraz aktywnosci
cholinesterazy.

W razie potrzeby mozna zastosowal dodatkowe oznaczenia biochemiczne, aby rozszerzy¢ badania
zaobserwowanych dzialan toksycznych.

Pelne badanie patomorfologiczne

Wszystkie zwierzeta objete badaniem powinny zostaé poddane pelnemu makroskopowemu badaniu
patomorfologicznemu. Nalezy zwazy¢ watrobe, nerki, nadnercza i jadra w stanie wilgotnym, najszybciej,
jak to bedzie mozliwe po rozcigciu zwlok, aby unikna¢ wysuszenia. Narzady i tkanki, tj. prawidlowa i
poddawang ckspozycji na substancje skorg, watrobe, nerki i narzady docelowe (czyli narzady wykazujace
makroskopowe zmiany patologiczne lub o nieprawidlowych wymiarach) nalezy zakonserwowaé w odpo-
wiednim Srodku w celu przeprowadzenia ewentualnych, przyszlych badan histopatologicznych.

Badania histopatologiczne

W grupie otrzymujacej najwyzsza dawke i w grupie kontrolnej nalezy wykona¢ badanie histologiczne
zakonserwowanych narzadéw i tkanek. We wszystkich grupach otrzymujacych nizsze dawki nalezy
przeprowadzi¢ badanie tych narzadéw i tkanek, w ktérych stwierdzono zmiany przypisywane badanej
substancji przy zastosowaniu najwyzszych dawek. Nalezy réwniez przeprowadzi¢ badanie histologiczne
zwierzat w grupie satelickiej, ze szczegdlnym naciskiem na te narzady i tkanki, w ktérych stwierdzono
skutki podania substancji w innych badanych grupach.

DANE

Dane nalezy przedstawi w skrocie w formie tabelarycznej, z podaniem - dla kazdej badanej grupy — liczby
zwierzat na poczatku badania oraz liczby zwierzat z kazdym rodzajem zmiany patologicznej.

Wszystkie zaobserwowane zmiany nalezy oceni¢ przy pomocy wiasciwej metody statystycznej. Mozna
zastosowaé dowolna, uznang metodg statystyczng.
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3. SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
3.1. SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miarg mozliwosci nastgpujace informacje:
— dane zwierzat (gatunek, szczep, Zrédlo, warunki Srodowiska, dieta itp.);
— warunki badania (wlczajac typ opatrunku: okluzyjny lub nieokluzyjny);
— wielko$ci dawek (wlaczajac podloze, o ile jest wykorzystane,) i ste¢zenia;
— poziom niewywicrajacy dziaania, o ile to mozliwe;
— dane reakcji toksycznej w rozbiciu na plei i dawki;
— czas zgonu w trakcie badania lub fakt, ze zwierzeta przezyly do jego zakorczenia;
— dzialania toksyczne lub inne;
— czas zaobserwowania kazdego nieprawidlowego objawu i pdZniejszy przebieg zmian;
— dane na temat karmy i masy ciata;
— zastosowane badania hematologiczne i ich wyniki;
— zastosowane laboratoryjne badania biochemiczne i ich wyniki;
— wyniki sekcji zwlok;
— szczegdlowy opis wszystkich wynikéw histopatologicznych;
— gdzie to mozliwe, statystyczna obrébka wynikow;
— omowienie wynikow;
— interpretacja wynikow.
3.2 OCENA I INTERPRETACJA
Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢$¢ B (D).
4. LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne czes¢ B (E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.2.

B.10. MUTAGENNOSC (BADANIE CYTOGENETYCZNE ,IN VITRO” U SSAKOW)

METODA

WPROWADZENIE

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (A).
DEFINICJA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢s¢ B (C).
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Brak.

ZASADA METODY BADANIA

Badanie cytogenetyczne in vitro jest krotkoterminowym badaniem mutagennosci polegajacym na wykrywa-
niu strukturalnych aberracji chromosomalnych w hodowlanych komoérkach ssakéw. Do jego przeprowa-
dzenia mogg stuzy¢ kultury ustanowionych linii komérkowych lub kultury komorek pierwotnych. Po
ekspozycji na badane substancje chemiczne z lub bez wilasciwego systemu aktywacji, kultury komérek sa
poddawane traktowaniu inhibitorami wrzecion podzialowych takich jak kolchicyna dla skumulowania
komoérek w fazie metafazopodobnej mitozy (c-metafaza). Komérki pobiera si¢ w odpowiednim czasie i
sporzadza preparaty chromosoméw. Preparaty barwi si¢ i przeprowadza analiz¢ komoérek w metafazie pod
katem anomalii chromosomalnych.

KRYTERIA JAKOSCI
Brak.
OPIS METODY BADANIA

Przygotowania

Komarki

Wrykorzystuje si¢ kultury ustanowionych linii komérkowych lub kultury komérek pierwotnych, np.
komorek chomika chinskiego i ludzkich limfocytéw. Badane substancje chemiczne przygotowuje sie w
podlozu hodowlanym lub rozpuszcza we wlasciwym podlozu przed potraktowaniem nimi komorek.

System aktywacji metabolicznej

Komorki nalezy eksponowa¢ na substancje badang zaréwno w obecnosci jak i bez odpowiedniego systemu
aktywacji. Najbardziej powszechnym uzywanym systemem jest frakcja postmitochondrialna suplementowa-
nego kofaktora przygotowana z watréb gryzoni poddawanych dziataniu srodkéw enzymoindukeyjnych.

Warunki badania

Liczba kultur:

W przypadku kazdego punktu do$wiadczalnego wykorzystuje si¢ co najmniej po dwie kultury.
Stosowanie kontroli ujemnych i dodatnich:

Jako kontrole ujemne wykorzystuje si¢ rozpuszczalnik (jezeli nie stanowi on podloza hodowlanego i nie
jest woda), mieszaning aktywacyjng enzyméw watrobowych, mieszaning aktywacyjna enzyméw watrobo-
wych z dodanym rozpuszczalnikiem, jak tez niepoddawane dzialaniu substancji komérki kontrolne.
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1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

1.6.3.3.

W kazdym eksperymencie wykorzystuje si¢ dodatnia kontrolg; gdy stosowana jest mieszanina aktywacyjna
enzyméw watrobowych w celu aktywacji badanego zwigzku chemicznego, jako kontroli dodatniej nalezy
uzy¢ zwigzku, co do ktdrego wiadomo, ze wymaga aktywacji metaboliczne;j.

Wielkos¢ dawki:

Stosuje si¢ co najmniej trzy dawki badanego zwigzku z zakresu jednostki logarytmicznej dawki. Najwyzsza
dawka powinna hamowal aktywno$¢ mitotyczng o okolo 50% lub wykazywa¢ kilka innych wskazan
cytotoksycznosci. Jezeli substancja badana nie jest toksyczna, powinna by¢ ona przebadana az do granicy
rozpuszczalnosci, lub do maksymalnego stezenia 5mg/ml.

Warunki utrzymywania kultur

Wykorzystuje si¢ odpowiednie podloze hodowlane i odpowiednie warunki inkubacji (np. temperatura,
stosowane naczynia hodowlane, stezenia CO, i wilgotnosc).

Procedura

Przygotowanie kultur

Ustalone linie komérkowe: Komoérki uzyskuje si¢ z kultury podstawowej (np. przez trypsynizacje lub przez
wytrzgsanie), posiewa w naczyniach hodowlanych z odpowiednia gestoscia i inkubuje w temperaturze
37 °C.

Limfocyty ludzkie: Heparynizowang krew pelna dodaje si¢ do podloza hodowlanego zawierajacego
fitohemaglutynine, surowice plodu cielecego i antybiotyki, a nastgpnie inkubuje w temperaturze 37 °C.

Traktowanie kultur badanym zwigzkiem

i) Traktowanie bez mieszaniny aktywacyjnej enzymu watrobowego

Wszystkie przypadki poddawania dzialaniu badanego zwiazku obejmuja okres jednego pelnego cyklu
komérkowego i schematy utrwalania zapewniaja analiz¢ pierwszych wystepujacych po stosowaniu
zwigzku mitoz komorek, ktére poddawano jego dziataniu w réznych fazach cyklu.

W przypadku gdy czas poddawania dzialaniu badanego zwigzku nie obejmuje catego cyklu komérko-
wego, wybiera si¢ kilka réznych okresow utrwalania dla komérek probki znajdujacych si¢ w réznych
fazach omawianego cyklu w tym czasie, tj. w fazach G, S i G,.

Badany zwigzek chemiczny dodaje si¢ do kultury ustanowionych linii komoérkowych, gdy znajduja si¢
one w wykladniczej fazie wzrostu. Kultury ludzkich limfocytéw poddaje si¢ dziataniu tego zwiazku, gdy
znajdujg si¢ one w stanie w polowie zsynchronizowanym.

ii) Poddawanie dzialaniu badanego zwigzku z mieszaning aktywacyjna enzyméw watrobowych

Podczas poddawania dzialaniu, badany zwigzek w polaczeniu z ukladem aktywacyjnym powinien by¢
obecny przez tak dlugi czas, jak tylko jest to mozliwe bez wywierania dzialania toksycznego na
komorki. Jezeli z przyczyn toksyczno$ci niniejsze traktowanie nie pokrywa dlugosci calego cyklu
komérkowego, czasy utrwalania wybierane s3 do komérek probnych bedacych w réznych etapach cyklu
komérkowego w czasie trwania traktowania, to jest G, S i G,.

Pobieranie komdrek:

Kultury komorek traktowane sa wlasciwym inhibitorem wrzeciona przez wlasciwy czas przed zbieraniem
kultury bakterii. Kazdg kulture pobiera si¢ oddzielnie i oddzielnie przygotowuje z nich preparat chromo-
soméw. Wymagane s3 co najmniej dwa czasy zbioru kultur bakterii. Zaleca si¢, by jeden wynosit okoto
jednego cyklu komorkowego, a drugi byt pézniejszy. Stosuje si¢ to dla zapewnienia, ze wszystkie etapy
cyklu komérkowego s3 objete i pozwala na opdznienie cyklu komérkowego.

Przygotowanie chromosomdw

Przygotowanie chromosoméw obejmuje poddanie komérek dzialaniu roztworu hipotonicznego, utrwalenie,
rozprowadzenie na szkietkach przedmiotowych i zabarwienie.



13/t 11

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

407

3.1.

3.2.

Analiza:

Co najmniej 100 dobrze rozlozonych metafaz na kulture poddaje si¢ analizie pod katem aberracji
chromosomalnych. Przed analiza nalezy zakodowal szkietka przedmiotowe. W przypadku ludzkich limfo-
cytéw poddaje si¢ analizie jedynie metafazy zawierajace 46 centromerdw.

W przypadku ustanowionych linii komérkowych analizuje si¢ jedynie metafazy zawierajace liczbe modalng
+ 2 centromery.

W trakcie trwania badania dla kazdej wielkosci dawki, nalezy dodatkowo oceni¢ indeks mitotyczny lub, gdy
to stosowne, nicktére inne wskazania cytotoksycznosci.

DANE

Dane przedstawia si¢ w formie tabelarycznej. Oddzielnie dla kazdej kultury poddawanej dzialaniu badanego
zwigzku i stanowigcej kontrole, podaje si¢ aberracje chromatydowe (przerwy, peknigcia, wymiany),
chromosomalne (przerwy, peknigcia, drobne chromosomy, pierscienie, dwa centromery, kilka centromerdw)
oraz liczb¢ nieprawidtowych metafaz (wlacznie z przerwami i bez nich).

Dane poddaje si¢ ocenie przy uzyciu wlasciwych metod statystycznych.
Wyniki badani nalezy poréwnaé z réwnoczesng kontrolg ujemna.

Przeprowadza si¢ co najmniej dwa niezalezne do$wiadczenia. Jednakze, o ile jest to naukowo uzasadnione,
moze by¢ wystarczajace wykonanie pojedynczego do$wiadczenia. Nie jest konieczne przeprowadzenie
drugiego do$wiadczenia w sposéb identyczny jak do$wiadczenie poczatkowe. Faktycznie moze by¢
korzystne zmienienie pewnych warunkéw badania celem uzyskania bardziej uzytecznych danych.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miar¢ mozliwo$ci nastgpujace informacje:
— uzyte komorki;

— warunki badania: skfad podloza, stezenie CO,, temperatura inkubacji, czas inkubacji, wielkoSci dawek,
czas poddawania dzialaniu, czas stosowania i stgzenie uzytego inhibitora podziatowego, rodzaj uzytej
mieszaniny aktywacyjnej enzyméw watrobowych, kontrole dodatnie i ujemne;

— liczba kultur komoérkowych;
— liczba przeanalizowanych metafaz (dane podawane oddzielnie dla kazdej kultur);
— indeks mitotyczny lub inne wskazanie cytotoksycznosci;

— rodzaj i liczba aberracji, podane oddzielnie dla kazdej kultury traktowanej zwigzkiem i stanowiacej
kontrolg, modalna liczba chromosoméw w wykorzystanych ustanowionych liniach komérkowych;

— ocena statystyczna;

— omoéwienie wynikow;

— interpretacja wynikow.

OCENA I INTERPRETACJA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (D).
LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (E).
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B.11. MUTAGENNOSC (BADANIE CYTOGENETYCZNE SZPIKU KOSTNEGO ,IN VIVO” U SSAKOW, ANA-
LIZA CHROMOSOMALNA)

1. METODA
1.1. WPROWADZENIE

Patrz: Wprowadzenie ogélne czes¢ B (A).
1.2. DEFINICJA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢sé B (C).

1.3. SUBSTANCJE ODNIESIENIA
Brak.
1.4. ZASADA METODY BADANIA

Badanie cytogenetyczne in vivo jest krotkoterminowym badaniem mutagennosci polegajacym na wykrywa-
niu strukturalnych aberracji chromosomalnych. Oceny tych aberracji dokonuje si¢ na ogdt podczas
pierwszych mitoz nastgpujacych po zastosowaniu badanego zwiazku. W przypadku mutagenéw chemicz-
nych wiekszo$¢ wywolanych aberracji jest typu chromatydowego.

W metodzie wykorzystuje si¢ komorki szpiku kostnego ssakéw poddawanych ekspozycji na badane zwigzki
chemiczne wilasciwymi drogami i u$miercanych w kolejnych odstgpach czasu. Przed u$mierceniem zwie-
rzgta sg ponadto poddane dziataniu inhibitora podzialowego, takiego jak kolchicyna, aby doprowadzi¢ do
nagromadzenia si¢ komérek w metafazalnej fazie mitozy (metafaza c). Sporzadza si¢ suszone na powietrzu
preparaty chromosoméw uzyskanych z komérek, ktére barwi si¢ i poddaje analizie mikroskopowej
metafazy pod katem aberracji chromosomalnych.

1.5. KRYTERIA JAKOSCI
Brak.

1.6. OPIS METODY BADANIA

1.6.1. Przygotowania

Badane zwigzki chemiczne rozpuszcza si¢ w soli fizjologicznej. Jezeli s3 one nierozpuszczalne, rozpuszcza
si¢ je lub zawiesza we wilasciwych podlozach.

Stosuje si¢ Swiezo przygotowane roztwory badanego zwigzku. W razie wykorzystania podltoza w celu
ulatwienia dawkowania, nie moze ono wchodzi¢ w interakcje z badanym zwiazkiem ani wywiera¢ dzialania

toksycznego.
1.6.2. Warunki badania
1.6.2.1. Zwierzgta doswiadczalne

Wykorzystuje si¢ gatunki gryzoni, takie jak szczury, myszy lub chomiki chiniskie. Zdrowe, mlode, doroste
zwierzeta przydziela sie¢ w sposéb losowy do grup poddanych dzialaniu badanej substancji i grup
kontrolnych.

1.6.2.2. Liczba i ple¢

Wykorzystuje si¢ co najmniej po pig¢ samic i samcéw w kazdej grupie do$wiadczalnej i kontrolnej. W
zwigzku z tym po 10 zwierzat bedzie uSmiercane w okresie czasu w grupie, jezeli w programie
eksperymentu jest przewidzianych kilka okreséw badania po podaniu substangji.

Dla dodatniej grupy kontrolnej wystarczajace jest badanie wyrywkowe jednostopniowe.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Drogi podawania

Badane zwiazki nalezy na ogdt podawal jedynie raz. O ile uzasadniaja to informacje toksykologiczne,
mozna zastosowaé powtarzane podawanie substancji. Jednakze mozna je zastosowaé jedynie wtedy, gdy
badany zwiazek nie wywiera dzialania cytotoksycznego na szpik kostny. Zwykle stosowane drogi podania
to droga doustna i zastrzyk dootrzewnowy. Wiasciwe moga by¢ tez inne drogi podania.

Stosowanie dodatnich i ujemnych kontroli

Jako kontrole dodatnia stosuje si¢ zwigzek ze stwierdzona zdolno$cig do wywolywania aberracji chromo-
somalnych in vivo. Schemat kazdego eksperymentu obejmuje tez ujemng grupe kontrolng (otrzymujaca
rozpuszczalnik).

Wielkos¢ dawki

W przypadku podstawowego zestawu wykorzystuje si¢ jedng dawke badanego zwigzku, przy czym jest to
maksymalna dawka tolerowana lub dawka wywolujagca pewne objawy cytotoksycznosci (np. czeSciowe
zahamowanie mitozy).

Dla zwigzkéw ,nietoksycznych”, maksymalna (graniczna) dawka, ktéra nalezy zbadaé po podaniu dawki
pojedynczej, jest 2 000 mg/kg masy ciala.

Jezeli stosuje si¢ metode powtarzanej dawki, dawka graniczna wynosi 1 000 mg/kg masy ciala na dzien.
Moga zostaé zastosowane dodatkowe wielkosci dawek, gdy jest to uzasadnione wzgledami naukowymi.

Jezeli badanie wykorzystuje si¢ jako metode weryfikacji, nalezy uzy¢ co najmniej dwoch dodatkowych
wielko$ci dawek.

Procedura

Badanie mozna wykona¢ na dwa sposoby:

i) Zwierzeta otrzymujg badany zwigzek raz, w najwyzszej tolerowanej dawce. przede wszystkim, prébki
pobierane s3 24 godziny po traktowaniu. Jezeli wyniki na tym etapie s3 jednoznacznie pozytywne,
dalsze pobieranie probek nie jest konieczne. Jednakze jezeli wyniki s3 negatywne lub niejednoznaczne,
poniewaz kinetyka cyklu komérkowego mogla by¢ zaklécona badaniem chemicznym, stosuje si¢ jeden
wezeSniejszy i jeden pdzniejszy przedzial czasu pobierania probek odpowiednio rozmieszczony w
obrebie zakresu czasowego od szesciu do 48 godzin.

W przypadku zastosowania dodatkowych wielkosci dawek probki nalezy pobieraé w szczegdlnie
wrazliwych odstepach czasu, a jezeli nie s3 one znane, po 24 godzinach od podania substancji.

—
=:
=

W przypadku gdy informacje farmakokinetyczne i metaboliczne wskazuja na to, ze wlasciwe byloby
zastosowanie schematu wielodawkowego, mozna zastosowal taki schemat, przy czym probki nalezy
pobraé po szeciu i po 24 godzinach od ostatniego podania.

Przygotowanie szpiku kostnego:

Przed uspieniem, zwierzgta poddaje si¢ wstrzyknieciu dootrzewnowo wlasciwej dawki inhibitora wrzecion
w celu uzyskania stosownej liczby komoérek w metafazie-c. Szpik kostny jest uzyskiwany z obu kosci
udowych $wiezo zabitych zwierzat przez wyplukanie roztworem izotonicznym. Po odpowiednim potrakto-
waniu roztworem hipotonicznym komérki si¢ utrwala, a nastgpnie rozprowadza na szkietkach przedmio-
towych. Po wysuszeniu na powietrzu szkielka te nalezy zabarwié.

Analiza:

Szkielka przedmiotowe koduje si¢ przed przeprowadzeniem analizy mikroskopowej. W przypadku kazdego
zwierzgcia poddaje si¢ analizie co najmniej 50 dobrze rozlozonych metafaz z pelna liczba centromerdw,
pod katem strukturalnych aberracji chromosomalnych. Dodatkowo w przypadku kazdego zwierz¢cia mozna
ustali¢ indeksy mitotyczne.
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3.2

DANE

Dane przedstawia si¢ w formie tabelarycznej. Oddzielnie dla kazdego zwierz¢cia poddawanego dziataniu
zwiazku 1 wchodzacego w sklad grupy kontrolnej podaje si¢ informacje na temat aberracji chromatydowych
i izochromatydowych (przerwy, peknigcia, wymiany) oraz indekséw mitotycznych, o ile tylko zostang
obliczone. Podaje si¢ takze wartoSci $rednie i odchylenia standardowe dla kazdej grupy do$wiadczalnej i
kontrolnej. Dane poddaje si¢ ocenie przy uzyciu wlasciwych metod statystycznych.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badai zawiera w miar¢ mozliwo$ci nastepujace informacje:

gatunek, szczep i wiek zastosowanych zwierzat;
liczba zwierzat kazdej plci w grupach doswiadczalnych i kontrolnych;

warunki badania: szczegbtowy opis schematu podawania substancji i pobierania prébek, informacje na
temat wielkosci dawek, czas trwania czas stosowania i st¢zenie uzytego inhibitora podziatowego;

liczba metafaz przeanalizowanych u kazdego zwierzgcia;
indeksy mitotyczne, o ile zostaly ustalone;

rodzaj i liczba aberracji, podane oddzielnie dla kazdego zwierzgcia poddanego dzialaniu substangji i
stanowigcego kontrolg;

oznaki dzialania toksycznego w trakcie trwania badan;
ocena statystyczna;
omoéwienie wynikéw;

interpretacja wynikéw.

OCENA I INTERPRETACJA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢s¢ B (D).

LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

B.12. MUTAGENNOSC (BADANIE MIKROJADROWE)

METODA

WPROWADZENIE

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (A).
DEFINICJA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢s¢ B (C).
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Brak.

ZASADA METODY BADANIA

Badanie mikrojadrowe jest krétkoterminowym badaniem przeprowadzanym na ssakach in vivo w celu
wykrycia uszkodzenia chromosoméw lub uszkodzenia przyrzadu mitotycznego przez zwigzki chemiczne.
Postawg tego oznaczenia jest wzrost liczby mikrojader w erytrocytach polichromatycznych u zwierzat
otrzymujacych badany zwiazek w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych.

Mikrojadra tworza si¢ z fragmentéw chromosoméw lub calych chromosoméw opdznionych w mitozie.
Podczas przeksztalcania erytroblastow w erytrocyty gléwne jadro ulega wydaleniu, podczas gdy mikrojadro
moze pozostaC w cytoplazmie. W badaniu tym wykorzystuje si¢ mlode, wielobarwliwe erytrocyty w szpiku
kostnym ssakéw laboratoryjnych, ktére zostaly poddane ekspozycji na badane substancje wlasciwymi
drogami. Szpik kostny pobiera si¢ i sporzadza rozmazy, ktére nastepnie si¢ barwi. Przeprowadza sie
zliczanie pod mikroskopem liczby erytrocytéw polichromatycznych pod katem zawartosci mikrojader, po
czym oblicza si¢ stosunek liczby erytrocytéw polichromatycznych do monochromatycznych.

KRYTERIA JAKOSCI
Brak.

OPIS METODY BADANIA
Przygotowania

Badane substancje sa rozpuszczane w roztworze izotonicznym. Jezeli s3 one nierozpuszczalne, rozpuszcza
si¢ je lub zawiesza we wlasciwych podtozach. W razie wykorzystania podloza nie moze ono wchodzi¢ w
interakcje z badanym zwiazkiem chemicznym ani wywiera¢ dzialania toksycznego. Na ogél stosuje sie
$wiezo przygotowane roztwory badanego zwiazku.

Warunki badania

Zwierzgta doswiadczalne

Zaleca si¢ wykorzystanie myszy, jednak mogg zosta¢ wykorzystane takze inne ssaki. Zdrowe, mlode,
doroste zwierzgta przydziela si¢ w sposdéb losowy do grup poddanych dziataniu badanej substangji i grup
kontrolnych.

Liczba i plec

Wykorzystuje si¢ co najmniej po pig¢ samic i samcéw w kazdej grupie do$wiadczalnej i kontrolnej. W
zwigzku z tym po 10 zwierzat bedzie uSmiercane w okresie czasu w grupie, jezeli w programie
eksperymentu jest przewidzianych kilka okreséw badania po podaniu substancji. Dla dodatniej grupy
kontrolnej, czas badania wyrywkowe jednostopniowego jest wystarczajacy.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Drogi podawania

Badane zwiazki nalezy na ogdt podawal jedynie raz. O ile uzasadniaja to informacje toksykologiczne,
mozna zastosowal powtarzane podawanie substancji. Jednakze mozna je zastosowal jedynie wtedy, gdy
badany zwigzek nie wywiera dzialania cytotoksycznego na szpik kostny. Zwykle stosowane drogi podania
to droga doustna i zastrzyk dootrzewnowy. Wiasciwe moga by¢ tez inne drogi podania.

Stosowanie dodatnich i ujemnych kontroli

W kazdym eksperymencie nalezy zastosowaé zaréwno dodatnie, jak i ujemne (rozpuszczalnik) kontrole.

Wielkos¢ dawki

W przypadku podstawowego zestawu stosuje si¢ jedna dawke badanego zwigzku, przy czym powinna to
by¢ maksymalna dawka tolerowana lub dawka wywolujaca pewne objawy cytotoksycznosci, np. zmiang
stosunku erytrocytéw polichromatycznych do normochromatycznych.

Dla zwiazkéw ,nietoksycznych”, maksymalna dawka (graniczna) ktéra wymaga zbadania po podaniu dawki
pojedynczej wynosi 2 000 mg/kg masy ciala.

Jezeli stosuje si¢ procedure powtarzanej dawki, dawka graniczna wynosil 000 mg/kg masy ciala dziennie.

Moga zostaé zastosowane dodatkowe wielkosci dawek, gdy jest to uzasadnione wzgledami naukowymi.

Jezeli badanie wykorzystuje si¢ jako metode weryfikacji, nalezy uzy¢é co najmniej dwoch dodatkowych
wielkosci dawek.

Procedura

Badanie mozna wykona¢ na dwa sposoby:

i) Zwierzetom podaje si¢ jednorazowo badang substancja. Pobieranie probek powinno nastapi¢ w momen-
cie maksymalnej reakcji na badanie, przy czym czas jego wystapienia jest rozny w przypadku réznych
zwigzkéw. dlatego, probki szpiku kostnego sa pobierane co najmniej dwa razy na poczatku, nie
wezesniej niz 12 godzin po podaniu substangji, ale nie pdzniej niz 48 godzin.

W przypadku zastosowania dodatkowych wielko$ci dawek probki nalezy pobieraé w okresie maksymal-
nej wrazliwosci, a jezeli nie jest on znany, po 24 godzinach od podania substancji.

ii) Jezeli informacje farmakokinetyczne i metaboliczne wskazuja na uzycie metody powtarzanej dawki,
nalezy ja zastosowal, a prébki powinny by¢ pobrane raz, nie wcze$niej niz 12 godzin po ostatnim
podaniu.

Przygotowanie szpiku kostnego:

Szpik kostny uzyskuje si¢ z obu kosci udowych $wiezo zabitych zwierzat, przez przeplukanie tych kosci
roztworem izotonicznym. Komorki sprowadza si¢ do osadu metoda wirowania i odrzucenia cieczy znad
osadu. Krople jednorodnej zawiesiny komoérkowej naklada si¢ na szkietka przedmiotowe i rozsmarowuje.
Po wysuszeniu na powietrzu szkielka te nalezy zabarwic.

Analiza:

Szkietka przedmiotowe koduje si¢ przed przeprowadzeniem analizy mikroskopowej. Przeprowadza sig
oceng punktowg co najmniej 1000 polichromatycznych erytrocytéw u kazdego zwierzecia pod katem
wystepowania w nich mikrojader.

Stosunek erytrocytow normochromatycznych do polichromatycznych ustala si¢ dla kazdego zwierzgcia na
podstawie zliczenia ogétem 1 000 erytrocytow.
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2. DANE
Dane przedstawia si¢ w formie tabelarycznej. W ten sposéb liczba ocenionych punktowo polichromatycz-
nych erytrocytéw, liczba polichromatycznych erytrocytéw z mikrojadrami, i procent komorek jadrzastych
sa umieszczone oddzielnie dla kazdego zwierzgcia do$wiadczalnego i kontrolnego, jak réwniez stosunek
erytrocytow normochromatycznych do polichromatycznych. Podaje si¢ takze wartosci $rednie i odchylenia
standardowe dla kazdej grupy do$wiadczalnej i kontrolnej. Wymienione dane poddaje si¢ ocenie przy
uzyciu wlasciwych metod statystycznych.
3. SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
3.1. SPRAWOZDANIE Z BADANIA
Sprawozdanie z badan zawiera w miare mozliwosci nastepujace informacje:
— gatunek, szczep i wiek zastosowanych zwierzat;
— liczba zwierzat kazdej plci w badaniach kontroli eksperymentéw i kontroli;
— warunki badania: szczegdtowy opis schematu podawania substancji i harmonogramu pobierania probek,
wielko$ci dawek, danych na temat toksycznosci, ujemnych i dodatnich grup kontrolnych;
— kryteria obliczania mikrojader;
— o ile to mozliwe, wspdtzalezno$¢ skutku od dawki;
— oznaki dzialania toksycznego w czasie trwania przebiegu badania;
— ocena statystyczna;
— omowienie wynikow;
— interpretacja wynikow.
3.2. OCENA I INTERPRETACJA
Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢$¢ B (D).
4, LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$é B (E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

B.13. MUTAGENNOSC (ESCHERICHIA COLI - OZNACZENIE MUTACJI WSTECZNE]J)

METODA

WPROWADZENIE

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (A).
DEFINICJA

Patrz: Wprowadzenie ogélne czes¢ B (C).
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Brak.

ZASADY METODY BADANIA

System do badania rewersji tryptofanowej (trp) u bakterii Escherichia coli jest badaniem mikrobiologicznym
polegajacym na pomiarze rewersji (mutacji powrotnych) trpm —> trp* wskutek zastosowania zwigzkow
chemicznych powodujacych zmiany genomu organizmu.

Bakterie poddaje si¢ ekspozycji na badane zwiazki chemiczne z aktywacja metaboliczng lub bez. Po
odpowiednim okresie inkubacji w minimalnym podlozu zlicza si¢ kolonie z rewersjami i poréwnuje t¢
liczb¢ z liczba spontanicznych rewersji w hodowlach niepoddanych dzialaniu badanej substancji iflub
kulturach poddanych dziataniu rozpuszczalnika, stanowiacych kontrole.

KRYTERIA ]AKO§CI
Brak.
OPIS METODY BADANIA

Do przeprowadzenia badania mozna zastosowaé nastepujace metody: 1) metoda wstepnej inkubacji oraz 2)
metoda bezposredniego wprowadzenia, w ramach ktorej bakterie i substancje badang miesza si¢ w
powierzchniowym agarze i wylewa na powierzchnie wybidrczej plytki agarowe;.

Przygotowanie

Bakterie

Bakterie hoduje si¢ w temperaturze 37 °C do pdéinej wykladniczej lub wczesnej spoczynkowej fazy
wzrostu. Przyblizona gesto$¢ komorek powinna by¢ 10%-10° komorek na mililitr.

Aktywacja metaboliczna

Bakterie nalezy podda¢ ekspozycji na substancj¢ badang, zaréwno w obecnosci jak i bez odpowiedniego
systemu aktywacji metabolicznej. Najbardziej powszechnie uzywanym systemem jest kofaktor suplemento-
wany frakcja postmitochondrialna przygotowana z watroby gryzoni traktowanych $rodkami indukujacymi

enzymy.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Warunki badania

Badane szczepy

Nalezy uzy¢ trzech szczepow, WP2, WP2 uvr A i WP2 uvr A pKM 101. Stosuje si¢ uznane metody
przygotowania i przechowywania kultur podstawowych. Nalezy sprawdzi¢ wymagania wzrostu i genetycz-
nej tozsamosci szczepdw, ich wrazliwo$¢ na $wiatlo ultrafioletowe lub mitomycyne C i odporno$é na
ampicyling w szczepie WP2 uvr A pKM 101. W szczepach powinny takze si¢ pojawiaé spontaniczne
rewertanty z oczekiwanym zakresem czestotliwosci.

Pozywki

Stosuje si¢ kazde wlasciwe podloze dla ekspresji i selekcji mutantéw, z odpowiednia, powierzchniowa
warstwg agaru.

Stosowanie dodatnich i ujemnych kontroli

Nalezy przeprowadzi¢ réwnoczesne kontrole bez poddawania dzialaniu substancji i kontrole z rozpusz-
czalnikiem. Kontrole dodatnie nalezy zapewni¢ w dwdch celach:

(i) W celu potwierdzenia wrazliwosci szczepéw bakteryjnych.

Jako kontrole dodatnie bez aktywacji metabolicznej mozna wykorzysta¢ metanosulfonian metylu, tlenek
4-nitrochinoliny lub etylonitrozomocznik.

(ii) Aby zapewni¢ aktywno$¢ wiasciwych ukladéw metabolizujacych.

Dodatnia kontrolg aktywnosci jednego ukladu metabolizujgcego dla wszystkich szczepéw jest 2-
aminoantracen. O ile jest dostepna, mozna wykorzysta¢ dodatnig kontrole z tej samej klasy chemicznej,
co zwigzek chemiczny poddawany badaniu.

1lo$¢ substancji badanej na plytke

Badaniu poddaje si¢ co najmniej pie¢ roznych ilosci badanego zwigzku chemicznego, z pétlogarytmicznymi
odstepami pomiedzy plytkami. Substancje bada si¢ do granicy ich rozpuszczalno$ci lub toksycznosci.
Toksyczno$¢ wykazuje si¢ na podstawie zmniejszenia liczby spontanicznych rewertantéw, zniknigcia
bakterii tla, lub na podstawie stopnia przezycia potraktowanych substancjg kultury. Substancje nietoksyczne
nalezy podda¢ badaniu do st¢zenia 5 mg na plytke, zanim uzna si¢ je za ujemne w tym badaniu.

Warunki inkubacji
Plytki inkubuje si¢ przez 48 do 72 godzin w temperaturze 37 °C.
Procedura

W przypadku metody bezposredniego naniesienia na plytke bez aktywacji enzymatycznej, zwiazek
chemiczny i 0,1 ml $wiezej kultury bakteryjnej dodaje si¢ do 2 ml nawarstwianego agaru. W przypadku
badan z aktywacja metaboliczng do wierzchniej warstwy agaru dodaje si¢ 0,5 ml mieszaniny aktywacyjnej
enzyméw watrobowych zawierajacej odpowiednia ilo§¢ frakcji przesgczu znad mitochondriéw, po dodaniu
badanego zwigzku chemicznego i bakterii. Zawarto$¢ kazdej probéwki miesza si¢ i wylewa na powierz-
chnie wybidrezej plytki agarowej. Nawarstwiony agar pozostawia si¢ do zestalenia i plytki inkubuje si¢ w
temperaturze 37 °C przez 48 do 72 godzin. Pod koniec okresu inkubacji wykonuje si¢ liczenie kolonii
rewertantéw na plytke.

W przypadku metody inkubacji wstepnej mieszaning badanego zwiazku chemicznego, 0,1 ml $wiezej
kultury bakteryjnej i odpowiednia ilo$¢ mieszaniny aktywacyjnej enzyméw watrobowych lub taka sama
ilo§¢ roztworu buforowego inkubuje si¢ wstepnie przed dodaniem 2 ml powierzchniowego agaru. Wszy-
stkie inne procedury sa takie same, jak w przypadku metody bezposredniego naniesienia na plytke.

Wszystkie plytki w przypadku obu metod sporzadza si¢ co najmniej w trzech egzemplarzach.
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3.2

DANE

Przedstawia si¢ liczby kolonii rewertantéw na plytke zaréwno w przypadku serii kontrolnych, jak i
traktowanych substancja. Nalezy poda¢ liczby kolonii na poszczegdlnych plytkach, Srednia liczbe kolonii
rewertantéw na plytke oraz odchylenia standardowe dla badanego zwiazku chemicznego i kontroli.

Dane nalezy oceni¢ przy uzyciu wlasciwych metod statystycznych.

Przeprowadza si¢ przynajmniej dwa niezalezne do$wiadczenia. Nie jest konieczne przeprowadzenie drugie-
go w identyczny sposoéb do do$wiadczenia poczatkowego. Faktycznie bardziej zalecane jest zmienienie
pewnych warunkéw badan w celu uzyskania bardziej uzytecznych danych.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badai zawiera w miar¢ mozliwosci nastgpujace informacje:
— bakterie, uzyte szczepy;

— warunki badania: wielkosci dawek, toksyczno$¢, sklad podloza; procedury traktowania (preinkubacji,
inkubacji); system aktywacji metabolicznej; substancje odniesienia; kontrole ujemne;

— liczby kolonii na poszczegdlnych plytkach, srednia liczba kolonii rewertantéw na plytke, odchylenie
standardowe, o ile to mozliwe — zwigzek miedzy wielkoScig dawki i efektem;

— omowienie wynikow;

— interpretacja wynikow.

OCENA I INTERPRETACJA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢$¢ B (D).
LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne czes¢ B (E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.14. MUTAGENNOS(C (SALMONELLA TYPHIMURIUM - OZNACZENIE MUTAC]I WSTECZNEJ)

METODA

WPROWADZENIE

Patrz: Wprowadzenie ogélne czes¢ B (A).
DEFINICJA

Patrz: Wprowadzenie ogdlne cz¢$é B (C).
SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Brak.

ZASADA METODY BADANIA

System rewersji histydynowej (his) Salmonella typhimurium jest badaniem mikrobiologicznym, ktéry mierzy
liczbe rewersji (mutacji powrotnych) his — his* w wyniku zadzialania zwigzkéw chemicznych powodu-
jacych substytucje zasad lub mutacje przesunigcia fazy odczytu w genomie omawianego organizmu.

Bakterie poddaje si¢ dzialaniu badanego zwigzku chemicznego z aktywacja metaboliczna i bez, po czym
posiewa je na minimalnej pozywce. Po odpowiednim okresie inkubagji liczy si¢ kolonie rewertantéw i
poréwnuje z liczbg spontanicznych rewertantéw w hodowlach niepoddanych dziataniu substancji i/lub
kontrolnych hodowlach z rozpuszczalnikiem.

KRYTERIA JAKOSCI
Brak.
OPIS METODY BADANIA

Przygotowania

Bakterie

Swieze bakterie hoduje si¢ w temperaturze 37 °C do pdznej wyktadniczej lub wezesnej spoczynkowej fazy
wzrostu. Przyblizona gesto$¢ komorek powinna wynosi¢ od 10* do 10° komérek na mililitr.

Aktywacja metaboliczna

Bakterie nalezy podda¢ ekspozycji na substancj¢ badana, zaréwno w obecnosci jak i bez odpowiedniego
systemu aktywacji metabolicznej. Najbardziej powszechnie uzywanym systemem jest kofaktor suplemento-
wany frakcja postmitochondrialng przygotowang z watroby gryzoni traktowanych $rodkami indukujgcymi

enzymy.

Warunki badania

Badane szczepy

Nalezy uzy¢ co najmniej czterech szczepéw, TA 1535, TA 1537 lub TA 97, TA 98 i TA 100; inne
szczepy, takie jak TA 1538 i TA 102 mozna uzy¢ dodatkowo. Stosuje si¢ uznane metody przygotowania i
przechowywania kultur podstawowych. Nalezy sprawdzi¢ wymagania wzrostowe i tozsamo$¢ genetyczng
szczepow, ich wrazliwo$¢ na promieniowanie UV i fiolet krystaliczny, jak tez oporno§¢ na ampicyling. W
szczepach powinny takze si¢ pojawia spontaniczne rewertanty z oczekiwanym zakresem czgstotliwosci.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Pozywki

Wykorzystuje si¢ wlasciwa pozywke selektywna z odpowiednig powierzchniowa warstwa agaru.

Stosowanie dodatnich i ujemnych kontroli

Nalezy przeprowadzi¢ réwnoczesne kontrole bez poddawania dzialaniu substancji i kontrole z rozpusz-
czalnikiem. Kontrole dodatnie nalezy zapewni¢ w dwdch celach:

(i) W celu potwierdzenia wrazliwosci szczepéw bakteryjnych.

Do badan bez aktywacji metabolicznej mozna wykorzysta¢ nastepujace zwigzki:

Szczepy Rewertanty szczepow z
TA 1535, TA 100 azydek sodu

TA 1538, TA 98, TA 97 2- nitrofluoren

TA 1537 9-aminoakrydyna

TA 102 wodoronadtlenek kumenu

(i) Aby zapewni¢ aktywno$¢ wiasciwego ukladu metabolizujacego.

Dodatnia kontrolg aktywnosci jednego ukladu metabolizujacego dla wszystkich szczepéw jest 2-
aminoantracen. O ile jest dostgpna, mozna uzy¢ dodatnig kontrole z tej samej klasy chemicznej, co
zwigzek chemiczny poddawany badaniu.

Tlos¢ substancji badanej na plytke

Badaniu poddaje si¢ co najmniej pie¢ réznych ilosci badanego zwiazku chemicznego, z pétlogarytmicznymi
odstepami pomiedzy plytkami. Substancje bada si¢ do granicy ich rozpuszczalnosci lub toksycznosci.
Toksyczno$¢ wykazuje si¢ na podstawie zmniejszenia liczby spontanicznych rewertantéw, zniknigcia
bakterii tla, lub na podstawie stopnia przezycia potraktowanych substancja kultury. Substancje nietoksyczne
nalezy podda¢ badaniu do st¢zenia 5 mg na plytke, zanim uzna si¢ je za ujemne w tym badaniu.

Warunki inkubagji
Plytki inkubuje si¢ przez 48 do 72 godzin w temperaturze 37 °C.
Procedura

W przypadku metody bezposredniego naniesienia na plytke bez aktywacji enzymatycznej, zwigzek
chemiczny i 0,1 ml $wiezej kultury bakteryjnej dodaje si¢ do 2 ml nawarstwianego agaru. W przypadku
badan z aktywacja metaboliczng do wierzchniej warstwy agaru dodaje si¢ 0,5 ml mieszaniny aktywacyjnej
enzyméw watrobowych zawierajacej odpowiednig ilo§¢ frakcji przesgczu znad mitochondriéw, po dodaniu
badanego zwiazku chemicznego i bakterii. Zawartos¢ kazdej probéwki miesza si¢ i wylewa na powierz-
chni¢ wybidrczej plytki agarowej. Nawarstwiony agar pozostawia si¢ do zestalenia i plytki inkubuje si¢ w
temperaturze 37 °C przez czas od 48 do 72 godzin. Pod koniec okresu inkubacji wykonuje si¢ liczenie
kolonii rewertantéw na plytke. W przypadku metody inkubacji wstepnej mieszaning badanego zwiazku
chemicznego, 0,1 ml $wiezej kultury bakteryjnej i odpowiednia ilo§¢ mieszaniny aktywacyjnej enzyméw
watrobowych lub takg samg ilo$¢ roztworu buforowego inkubuje si¢ wstepnie przed dodaniem 2 ml
powierzchniowego agaru. Wszystkie inne procedury sg takie same, jak w przypadku metody bezposrednie-
go naniesienia na plytke.

Wszystkie plytki w przypadku obu metod sporzadza si¢ co najmniej w trzech egzemplarzach.
DANE

Przedstawia si¢ liczby koloni rewertantéw na plytke zaréwno w przypadku serii kontrolnych, jak i
poddanych dziataniu substanciji.

Nalezy poda¢ liczby kolonii na poszczegélnych plytkach, $rednig liczbe kolonii rewertantéw na plytke oraz
odchylenia standardowe dla badanego zwiazku chemicznego i kontroli.

Dane nalezy oceni¢ przy uzyciu wlasciwych metod statystycznych.

Przeprowadza si¢ przynajmniej dwa niezalezne do$wiadczenia. Nie jest konieczne przeprowadzenie drugie-
go w identyczny sposob do do$wiadczenia poczatkowego. Faktycznie bardziej zalecane jest zmienienie
pewnych warunkéw badan w celu uzyskania bardziej uzytecznych danych.
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3.2

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miarg mozliwosci nastgpujace informacje:

bakterie, uzyte szczepy;

warunki badania: wielkosci dawki, toksycznos¢, sklad no$nika, procedury traktowania (preinkubacja,
inkubacja) systemu aktywacji matabolicznej, substancje odniesienia, kontrole ujemne;

liczby kolonii na poszczeglnych plytkach, $rednia liczba kolonii rewertantéw na plytke, odchylenie
standardowe, o ile to mozliwe — zwigzek migdzy wielkoscig dawki i efektem,;

omoéwienie wynikéw;

interpretacja wynikow.

OCENA I INTERPRETACJA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢s¢ B (D).

LITERATURA

Patrz: Wprowadzenie ogélne cz¢$¢ B (E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

CZESC C: METODY USTALANIA EKOTOKSYCZNOSCI

C.1. TOKSYCZNOSC OSTRA DLA RYB

METODA
WPROWADZENIE

Celem niniejszego badania jest ustalenie ostrej toksycznoSci $miertelnej substancji dla ryb w wodach
stodkich. Pozadane jest posiadanic, w mozliwym zakresie, informacji na temat rozpuszczalno$ci
w wodzie, ci$nienia pary, stabilno$ci chemicznej, statych dysocjacji i rozkladu biologicznego substancji
badanej, co pomoze w wybraniu najwlasciwszej metody badania (statycznej, potstatycznej lub przeplywo-
wej), tak aby zapewni¢ zadowalajgce, stale stezenia substancji badanej w czasie wykonywania badania.

Przy planowaniu i interpretacji wynikéw badania nalezy takze wzig¢ pod uwage dodatkowe informacje (np.
wzor strukturalny, stopiefi czysto$ci, charakter i zawarto$¢ procentowa istotnych zanieczyszczefi, obecno$¢ i
ilo§¢ substancji pomocniczych oraz wspélczynnik podzialu n-oktanol/woda).

DEFINICJE T JEDNOSTKI

Toksyczno$¢ ostra to rozpoznawalne dzialanie niepozadane na organizm w ciagu krétkiego okresu
ekspozycji (rzgdu dni) na substancje. W niniejszym badaniu toksyczno$¢ ostra wyraza si¢ jako mediang
stezenia $miertelnego (LC, ), tj. stezenie w wodzie, ktére powoduje Smier¢ 50% badanego stada ryb podczas
okresu statej ekspozydji, 15<tc')ry musi zosta¢ podany.

Wszystkie stezenia substancji badanej podano jako waga na objeto$¢ (miligramy na litr). Moga by¢ réwniez
wyrazone jako stosunek wagi do wagi (mg/kg).

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Substancj¢ odniesienia mozna zbada¢ w celu zademonstrowania, ze w warunkach laboratoryjnego badania,
reakcja badanych gatunkéw nie zmienita si¢ znaczaco.

Dla niniejszego badania nie wyszczegdlniono zadnych substancji odniesienia.
ZASADA METODY BADANIA

Badanie graniczne mozna przeprowadzi¢ przy 100 mg na litr w celu zademonstrowania ze LC, jest
wigkszy niz to stezenie.

Ryby sg poddawane ekspozycji na substancje badang dodana do wody w danym zakresie stezeni na okres
96 godzin. Odnotowuje si¢ liczby zgonéw w odstepach co najmniej 24-godzinnych i oblicza si¢ ste¢zenia
u$miercajace 50% ryb (LC,) w kazdym momencie obserwadji, o ile to mozliwe.

KRYTERIA JAKOSCI
Kryteria jakosciowe nalezy odnie$¢ do badania granicznego, jak réwniez do pelnej metody badania.

Smiertelnos¢ w grupach kontrolnych nie moze przekraczaé 10% (lub jednej ryby, o ile stosuje si¢ mniej niz
10) na koniec badania.

Stezenie rozpuszczonego tlenu musi by¢ wyzsza niz 60% wartosci nasycenia powietrzem przez caly czas.
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1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

Stezenia substancji badanej powinny by¢ utrzymywane do 80% wstepnych stezeri poprzez czas trwania
badania.

Dla substangji tatwo rozpuszczalnych w podlozu badanym, roztwory podatne na stabilno$¢, to jest te ktore
nie wykazuja zadnego znacznego stopnia ulatniania, rozkladu, hydrolizy lub absorpcji, poczatkowe stezenie
uwazane jest za rownowazne nominalnemu ste¢zeniu. Nalezy przedstawi¢ dowody, ze utrzymano stezenia
poprzez cale badanie i spelniono kryteria jakosciowe.

Dla substancji ktére sa:
(i) stabo rozpuszczalne w podtozu badawczym, lub
(i) zdolne do tworzenia stabilnych emulsji lub zawiesin, lub

(i) nie stabilne w roztworach wodnych,

poczatkowe stezenie musi by¢ pobrane jako zmierzone st¢zenie w roztworze (lub, jesli to technicznie
niemozliwe, zmieszone w slupie wody) na poczatku badania. Stezenie nalezy oznaczyé po okresie
réwnowagi, lecz przed wprowadzeniem badanych ryb.

W kazdym z tych przypadkéw, musza by¢ prowadzone dalsze pomiary w czasie trwania badania dla
potwierdzenia rzeczywistych stezeni ekspozycji lub spelnienia kryteriéw jakoSciowych.

pH nie moze si¢ zmienia¢ wigcej niz jedng jednostke.
OPIS METODY BADANIA

Mozna zastosowa¢ trzy rodzaje procedury:

Badanie statyczne:

Badanie toksycznosci, w ktorym nie zachodzi przeplyw badanego roztworu. (Roztwory pozostaja bez
zmian w trakcie calego badania.)

Badanie pélstatyczne:

Badanie bez przeplywu roztworu, jednak z regularnymi odnowieniami roztworéw badanych z tej samej
serii po wydtuzonych odstepach czasu (np. co 24 godziny).

Badanie przeplywowe:

Badanie toksyczno$ci, w ktorym wode stale si¢ odnawia w komorach badawczych, przy czym badany
zwiazek chemiczny jest transportowany z woda wykorzystywana do odnowy podloza badawczego.

Odczynniki

Roztwory substancji badanych

Przygotowuje si¢ roztwory podstawowe o wymaganej mocy przez rozpuszczenie substancii w wodzie
dejonizowanej lub w wodzie przygotowanej wedlug opisu w ppkt. 1.6.1.2.

Wybrane stezenia badane przygotowuje si¢ przez rozcienczanie roztworu podstawowego. W przypadku
badania wysokich stezen substancj¢ mozna rozpusci¢ bezposrednio w wodzie do rozcienczania.

Substancje zwykle nalezy bada¢ tylko do granicy rozpuszczalnosci. Dla niektérych substancji (na przyktad
dla substancji posiadajacych niska rozpuszczalnos¢ w wodzie, lub o wyzszym P lub tych tworzacych
raczej stabilne zawiesiny niz roztwory rzeczywiste w wodzie), jest dopuszczalne stezenie badania powyzej
granicy rozpuszczalno$ci celem zapewnienia, Ze uzyskano maksymalne stezenie rozpuszczenia/stabilnosci.
Jest wazne jednakze, zeby to stezenie w Zaden sposéb nie zakldcalo systemu badania (np. warstwa
substancji na powierzchni wody zapobiegajaca utlenianiu wody, itp.).

Stosuje si¢ ultradZzwigkowe rozpraszanie, rozpuszczalniki organiczne, emulsyfikatory lub dyspergatory jako
srodki do przygotowania roztworéw podstawowych substancji o niskiej rozpuszczalnosci lub w celu
ulatwienia rozproszenia tych substancji w podlozu badawczym. Jezeli stosuje si¢ takie substancje pomocni-
cze, wszystkie badane stezenia musza zawieral t¢ samga ilo$¢ substancji pomocniczej, oraz dodatkowa
grupa kontrolna ryb powinna by¢ poddana ekspozycji przy tym samym stezeniu substancji pomocniczej,
ktére uzyto w badanych seriach. Stezenie takich substancji nalezy zminimalizowaé, lecz w zadnym
przypadku nie moze przekracza¢ 100 mg na litr w podtozu badawczym.
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

Badanie nalezy przeprowadzi¢ bez regulacji pH. Jezeli istnieja oznaki zaznaczonej zmiany pH, doradza si¢
powtérzenie badania z odpowiednim dostosowaniem jego wartosci i przedstawienie uzyskanych wtedy
wynikéw. W takim przypadku warto$¢ pH roztworu podstawowego nalezy doprowadzi¢ do pH wody do
rozcieiczenia, chyba ze istnieja powody, dla ktérych nie nalezy tego robi¢. HCl i NaOH sg zalecane w tym
celu. Regulacje pH nalezy przeprowadzi¢ w taki sposob, aby nie zmieni¢ w istotnym stopniu stezenia
substancji badanej w roztworze podstawowym. W przypadku gdyby zaszla reakcja chemiczna lub doszlo
do fizycznego wytracania si¢ osadu badanego zwigzku z powodu ustawiania pH, nalezy podaé ten fakt.

Woda hodowlana i woda do rozcieficzania

Mozna zastosowaé wode do picia z sieci wodociggowej (niezanieczyszczong przez chlor, metale cigzkie lub
inne substancje w niebezpiecznym stezeniu), dobrej jakosci woda zwykla lub woda odtworzona (patrz:
woda o calkowitej twardosci pomigdzy 10 i 250 mg na litr (jako CaCO,) i o pH 6,0-8,5 jest zalecana.

Przyrzad

Wszystkie elementy przyrzadu musza by¢ wykonane z materialu obojetnego chemicznie.
— automatyczny uklad rozcienczajacy (do badania przeplywowego),

— miernik tlenu,

— wyposazenia do oznaczania twardosci wody,

— odpowiednie urzadzenia do regulacji temperatury,

— miernik pH.

Badane ryby

Ryby powinny by¢ zdrowe i wolne od jakichkolwiek widocznych wad rozwojowych.

Stosowane gatunki nalezy wybra¢ na podstawie kryteriéw praktycznych, takich jak stala dostgpno$é w
ciggu roku, fatwo$¢ utrzymania, dogodno$¢ badania, wzgledna wrazliwo$¢ na substancje chemiczne i
wszystkie czynniki ekonomiczne, bilogiczne lub $rodowiskowe majace posiadajace jakickolwiek znaczenie.
Przy doborze gatunkéw ryb musi zrodzi¢ si¢ réwniez przemyslenie potrzeby poréwnywalnosci uzyskanych
danych do istniejacych uznanych danych miedzynarodowych (pozycja 1).

Wykaz zalecanych gatunkéw ryb do przeprowadzenia niniejszego badania podano w dodatku 2; najlep-
szymi gatunkami sg pstrag teczowy i danio pregowany.

Hodowla

Najkorzystniej, aby stosowane w badaniu ryby pochodzily z pojedynczego stada o podobnej diugosci i
wieku. Nalezy je hodowal przez co najmniej 12 dni w nastgpujacych warunkach:

napelnienie:

wlasciwe dla systemu (recyrkulacyjnego lub przepltywowego) i gatunku ryb,
woda:

patrz 1.6.1.2,

Swiatlo:

12 do 16 godzin naswietlenia dziennie,
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1.6.3.2.

1.6.4.

1.6.5.

steZenie rozpuszczonego tlenu:
co najmniej 80% warto$ci nasycenia powietrzem,
karmienie:

trzy razy tygodniowo lub codziennie, przerwal 24 godzin przed rozpoczeciem badania.

Smiertelnos¢
Po 48-godzinnym okresie przyzwyczajania odnotowuje si¢ $miertelnos¢ i stosuje nastgpujace kryteria:
— wigksza niz 10% populacji w ciggu siedmiu dni:
odrzuci¢ cale stado,
— pomiedzy 5 i 10% populacji:

okres hodowli kontynuuje si¢ przez nastepnych siedem dni. Jezeli nie stwierdzi si¢ dodatkowych
zgonéw, stado mozna zaakceptowaé; w przeciwnym razie nalezy je odrzucié,

— ponizej 5% populacji:
stado mozna zaakceptowac.
Adaptacja

Wszystkie ryby musza pozostawaé w kontakcie z wodg o jakosci i temperaturze odpowiadajacej wodzie
wykorzystywanej w badaniu przez co najmniej siedem dni przed ich zastosowaniem.

Procedura badania

Badanie ostateczne mozna poprzedzi¢ przeprowadzeniem badania stuzacego wyznaczeniu zakresu stezen,
aby uzyska¢ informacje na temat zakresu stezen, ktdry zostanie wykorzystany w zasadniczym badaniu.

Dodatkowo do badanych serii przeprowadza si¢ réwniez badanie jednej grupy kontrolnej bez badanej
substancji i jesli stosowne, jednej grupy kontrolnej dla substancji pomocniczej.

Zaleznie od wiasciwoéci fizycznych i chemicznych badanego zwigzku nalezy wybral badanie statyczne,
poistatyczne lub przeplywowe, tak aby zapewni¢ spelnienie kryteriéw jako$ciowych.

Ryby poddaje si¢ ekspozycji na substancje w sposéb opisany ponizej:

— czas trwania: 96 godzin

— liczba zwierzat: co najmniej 7 na stezenie,

— zbiorniki: o odpowiedniej pojemnosci w relacji do zalecanego napelnienia,

— napelnienie: zaleca si¢ maksymalne napelnienie 1 g na litr w przypadku bada statycznych i
pélstatycznych; w przypadku systeméw przeplywowych mozna zaakceptowal wigksze napelnienie,

— stezenie badania: co najmniej pieé stezen réznigcych sie stalym czynnikiem nieprzekraczajgcym 2,2 i
tak dalece jak to mozliwe, rozpigtosci zakresu $miertelnosci od 0 do 100%,

— woda: patrz 1.6.1.2,
— o$wietlenie: 12 do 16 godzin dziennie,

— temperatura: wlasciwa dla gatunkéw (dodatek 2), jednak utrzymana w granicach + 1 °C w przypadku
kazdego z badan,

— stezenie rozpuszczonego tlenu: nie mniej niz 60% wartoSci nasycenia powietrzem w wybranej
temperaturze,

— karmienie: zadne.

Ryby kontroluje si¢ po uplywie pierwszych 2 do 4 godzin, a nastgpnic w odstgpach co najmniej 24-
godzinnych. Uwaza si¢ je za martwe, gdy dotknigcie nasady ogona nie prowadzi do reakcji i nie widaé
ruchéw oddechowych. Martwe ryby usuwa si¢ podczas obserwacji i odnotowuje liczbe zgonéw.
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Dokumentuje si¢ wszelkie widoczne nieprawidtowosci (np. utratg réwnowagi, zmiany zachowania podczas
plywania, zmiany czynnosci oddechowej, pigmentadji itp.).

Nalezy wykonywa¢ codzienne pomiary pH, rozpuszczonego tlenu i temperatury.

Badanie graniczne

Stosujac procedury opisane w niniejszej metodzie badania, przeprowadza si¢ badanie graniczne przy
stezeniu 100 mg na litr w celu pokazania ze LC, jest wigkszy niz dla danego stezenia.

Jezeli natura badanej substangji jest taka, Ze nie mozna uzyskac stezenia 100 mg na litr w wodzie, badanie
graniczne nalezy przeprowadzi¢ w stezeniu réwnym rozpuszczalnosci substancji (lub w maksymalnym
stezeniu tworzacym stabilng zawiesing) w uzytym podlozu (patrz takze ppkt. 1.6.1.1.).

Badanie graniczne nalezy przeprowadzi¢ stosujagc 7 do 10 ryb, wraz z ta samg liczbg w kontroli(-ach).
Teoria rozkladu dwumianowego pokazuje, ze gdy stosuje si¢ 10 ryb o $miertelnosci rownej zeru, to jest
99,9% pewnosci, ze LC, jest wickszy niz stezenie uzyte w badaniu granicznym. Dla 7, 8 lub 9 ryb, brak
$miertelnosci daje co najmniej 99% pewnosci, ze LC, jest wigkszy niz uzyte stezenie.

Jezeli wystepuje $miertelno$¢, nalezy przeprowadzi¢ pelne badanie. Jezeli obserwowane sa dzialania
subletalne, powinny by¢ zapisywane.

DANE I OCENA

Dla kazdego okresu czasu, gdzie zapisywano obserwacje (24, 48, 72 i 96 godzin), nalezy wykresli¢ procent
$miertelnosci dla kazdego zalecanego okresu czasu ekspozycji w stosunku do stezenia na papierze
logarytm- prawdopodobiefistwo.

Jezeli to mozliwe, dla kazdego czasu obserwacji, nalezy oszacowaé LC, i granice ufnosci (p = 0,05)
stosujgc  standartowe procedury; wartosci te nalezy zaokragli¢ do jednosci, lub najwyzej do dwodch
znaczacych cyfr (przyklady zaokraglania: 170 dla 173,5; 0,13 dla 0,127; 1,2 dla 1,21).

W przypadkach gdy kat nachylenia krzywej zaleznosci stezenia od odpowiedzi procentowej jest zbyt
stromy, aby bylo mozliwe obliczenie LC,, wystarczy graficzna ocena szacunkowa tej wartosci.

W przypadku gdy kolejne dwa stezenia w stosunku 2,2 daja jedynie umieralno$¢ 0 i 100%, wystarczaja
one do wskazania zakresu, w ktorym znajduje si¢ LC, .

W razie zaobserwowania, ze nie da si¢ utrzymac stabilnosci lub jednorodnosci substancji badanej, nalezy to
zglosi¢ i wziaé pod uwage przy interpretacji wynikow.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miare mozliwosci nastepujace informacje:

— informacje na temat uzytych do badania ryb (nazwa naukowa, szczep, dostawca, wszelkie wezesniejsze
kontakty z innymi substancjami, rozmiary i liczba wykorzystana w przypadku kazdego badanego
stezenia);

— zrédlo wody do rozcieficzenia i jej najwazniejsze parametry chemiczne (pH, twardo$¢, temperatura);

— w przypadku substancji o niskiej rozpuszczalnodci w wodzie, metoda przygotowania roztworu
podstawowego i badanego;

— stezenie wszelkich substancji pomocniczych;
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— wykaz zastosowanych stezen i wszelkie dostgpne informacje na temat stabilnosci w danych st¢zeniach
badanego zwiazku chemicznego w roztworze badanym;
— jesli przeprowadzono analizy chemiczne, zastosowane metody i uzyskane wyniki;
— wyniki badania granicznego, jesli przeprowadzono;
— uzasadnienie wyboru i szczegélowe dane na temat zastosowanej procedury badania (np. badanie
statyczne, polstatyczne, szybko$¢ dawkowania, szybko$¢ przeplywu, czy stosowano napowietrzanie,
napelnienie rybami itp.);
— opis urzadzen;
— rezim o$wietlenia;
— stezenia rozpuszczonego tlenu, wartosci pH i temperatury roztworéw badanych co 24 godziny;
— dowody spelnienia kryteriow jako$ciowych;
— tabele pokazujacg Smiertelno$¢ skumulowang przy kazdym stezeniu i dla roztworéw kontrolnych (oraz
kontrolnych z substancja pomocnicza, je$li wymagane) przy kazdym z zalecanych czaséw obserwacji;
— wykres zaleznoci stezenia od odpowiedzi procentowej pod koniec badania;
— jezeli mozliwe, wartosci LC, w kazdym z zalecanych czaséw obserwacji (o granicach ufnosci 95%);
— procedury statystyczne wykorzystywane do ustalania wartosci LC,;
— uzyskane wyniki jezeli zastosowano substancje odniesienia;
— najwyzsze stezenie badane niepowodujace zgonéw w czasie trwania badania;
— najnizsze stezenie badane powodujace 100% zgonéw w czasie trwania badania.
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Dodatek 1

Woda po regeneracji
Przyklad whasciwej wody rozciericzajgcej
Wszystkie zwigzki chemiczne muszg by¢ czystosci analitycznej.

Woda powinna by¢ wodg destylowang dobrej jako$ci, lub woda dejonizowana o przewodnictwie elektrycz-
nym ponizej 5 pSjem’.

Przyrzad do destylacji wody nie moze zawiera¢ jakichkolwick czgsci miedzianych.

Roztwory podstawowe

CaCl,. 2H,0 (diwodny chlorek wapnia): 11,76 g
Rozpusci¢, dopehni¢ woda do jednego litra.
MgSO,. 7H,0 (heptawodny siarczan magnezu): 493 g
Rozpusci¢, dopehni¢ woda do jednego litra.
NaHCO, (wodorowgglan sodu): 2,59 ¢
Rozpusci¢, dopehi¢ woda do jednego litra.
KCl (chlorek potasu): 0,23 g

Rozpusci¢, dopehni¢ woda do jednego litra.

Regenerowana woda do rozciericzania

Zmiesza¢ po 25 ml kazdego z czterech roztworéw podstawowych i uzupetni¢ wodg do 1 litra.
Napowietrzaé, az stgzenie rozpuszczonego tlenu osiagnie warto$¢ nasycenia powietrzem.
Warto$¢ pH powinna wynosi¢ 7,8 + 0,2.

W razie potrzeby nalezy wyregulowaé pH przy uzyciu NaOH (wodorotlenku sodowego) lub HCl (kwasu
solnego).

Tak przygotowana wodg do rozcieficzania odstawia si¢ na okoto 12 godzin, przy czym nie nalezy jej dalej
napowietrzac.
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Suma zawarto$ci jonéw Ca i Mg w tym roztworze wynosi 2,5 mmola na litr. Stosunek jonéw Ca:Mg
wynosi 4:1 i jonéw Na:K wynosi 10:1. Catkowita zasadowos¢ niniejszego roztworu jest 8 mmol na litr.

Wszelkie odchylenia w przygotowaniu wody do rozcienczania nie moga zmieniaC jej skladu ani whasci-

woSci.

Dodatek 2

Gatunki ryb zalecane do przeprowadzania badan

Zalecane gatunki

Zalecany zakres temperatur

Zalecana catkowita dtugos¢
badanych zwierzat

0 (cm)
Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton-Bu- 20 do 24 3,0+ 0,5
chanan) Danio pregowany
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) (Rafinesque) 20 do 24 50 % 2,0
Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) (Linneaus 1758) 20 do 24 6,0 £ 2,0
Karp zwykly
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) Cyprinodontidae 20 do 24 30+ 1,0
(Tomminck and Schiegel 1850) Ryzowka
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) (Peters 1859) 20 do 24 30+ 1,0
Gupik
Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) (Rafines- 20 do 24 50+ 2,0
que Linneaus 1758) Okon blekitnoskrzeli
Onchorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae) (Wal- 12 do 17 6,0 £ 2,0
baum 1988) Pstrag teczowy
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) (Linneaus 1758) 20 do 24 6,0 £ 2,0
Jaz
Zbiér

Wymienione ponizej ryby sa tatwe w hodowli i szeroko dostepne w ciagu calego roku. Nadaja si¢ one do
hodowli i rozmnazania albo w gospodarstwach rybnych, albo w laboratoriach, w warunkach chroniacych je

od chordb i pasozytéw. Ryby te dostepne sa w wielu miejscach na $wiecie.
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Dodatek 3

Przyklad stezenia: procent $miertelnosci

Przyktad oznaczenia LC, z uzyciem papieru log-probit (logarytm-prawdopodobienistwo)
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

C.2. TOKSYCZNOSC OSTRA DLA ROZWIELITKI

METODA

WPROWADZENIE

Celem niniejszego badania jest oznaczenie mediany skutecznego stezenia immobilizacji (unieruchomienia)
(EC,) substancji w odniesieniu do rozwielitek w wodzie stodkiej. Przed przystapieniem do badania
pozadane jest posiadanie, w mozliwym zakresie, informacji na temat rozpuszczalnosci w wodzie, ci$nienia
pary, stabilnoci chemicznej, statych dysocjacji i rozkladu biologicznego substancji badanej.

Przy planowaniu i interpretacji wynikow badania nalezy takze wzia¢ pod uwage dodatkowe informacje (np.
wzor strukturalny, stopiefi czystosci, charakter i zawarto§¢ procentowa istotnych zanieczyszczefi, obecno$¢ i
ilo§¢ substancji pomocniczych oraz wspélczynnik podzialu n-oktanol/woda).

DEFINICJE 1 JEDNOSTKI

Uwaza si¢, ze oznaczenie EC,) w sposob podany w opisie niniejszej metody badania spetnia wymagania
dyrektywy dotyczace LC,, u rozwielitek.

W tym badaniu toksyczno$¢ ostra wyraza si¢ jako mediang stezenia skutecznego (EC,) wywolujacego
immobilizacj¢. Jest to stezenie, w warunkach wartosci poczatkowych, ktére immobilizuje 50% rozwielitek
w badanej kapieli w obrebie stalego okresu ekspozycji, ktéry musi by¢ ustalony.

Immobilizacja:

Te zwierzeta, ktére nie sa w stanie plywaé przez 15 sekund po lagodnym potrzasnigciu zbiornika
badawczego sa uznane za unieruchomione.

Wszystkie stezenia substancji badanej sa podane wagowo do objetosci (miligramy na litr). Moga by¢
réwniez wyrazone jako waga do wagi (mg/kg?).

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Mozna przeprowadzi¢ badanie substancji odniesienia w celu wykazania, Ze reakcja badanych gatunkéw nie
ulegla istotnej zmianie w laboratoryjnych warunkach badania.

Podsumowanie wynikéw EWG préby pierScieniowej, stosujacej rzne substancje, podano w dodatku 2.

ZASADA METODY BADANIA

Mozna przeprowadzi¢ badanie graniczne przy 100 mg na litr w celu zademonstrowania, ze EC, jest
wieksze od stezenia.

Rozwiclitki sa eksponowane na substancje badang dodana do wody w danym zakresie stezen przez 48
godzin. Jezeli stosowane jest krotsze badanie, nalezy podal w sprawozdaniu z badan uzasadnienie.

W identycznych pod innymi wzgledami warunkach badania oraz w odpowiednim zakresie stezen substancji
badanej odmienne stezenia takiej substancji wywieraja roznego stopnia wplyw na zdolno§¢ rozwielitek do
plywania. Odmienne st¢zenia powoduja, ze rézne odsetki rozwielitek moga nie by¢ juz w stanie plywal
pod koniec badania. Stgzenia powodujace zerowa lub 100% immobilizacje s3 wyprowadzane bezposrednio
z obserwacji badania, przy ktorym oznacza si¢ 48-godzinne EC,  metodg obliczen, o ile to mozliwe.
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1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

W przypadku tej metody uzywa si¢ ukladu statycznego, gdyz badane roztwory nie sa wymieniane podczas
okresu ekspozycji.

KRYTERIA JAKOSCI

Kryteria jako$ciowe nalezy stosowa¢ do badania granicznego jak réwniez do pelnej metody badania.
Wskaznik immobilizacji w grupie kontrolnej nie moze przekracza¢ 10% pod koniec badania.
Badane rozwielitki w grupach kontrolnych nie moga by¢ wylapywane z powierzchni roztworu.

Pozadane jest by stezenie rozpuszczonego tlenu w naczyniach badawczych pozostawato ponad 3 mglflitr w
trakcie calego przebiegu badania. Jednakze bezwarunkowo, stezenie rozpuszczonego tlenu nie moze spasé
ponizej 2 mgllitr.

Stezenie substancji badanej nalezy utrzymywaé w obrebie 80% stezenia poczatkowego poprzez caly czas
trwania badania.

Dla substancji latwo rozpuszczalnych w podlozu badawczym, dajacych stabilne roztwory, to jest takie,
ktore zadnych istotnych zmian obejmujacych ulatnianie si¢, rozklad, hydrolize lub absorpcje, stezenie
poczatkowe mozna przyjaé za réwnowazne stezeniu nominalnym. Nalezy udowodnié, Ze utrzymywano
stezenia przez caly okres przebiegu badania i spelniono kryteria jakosciowe.

Dla substangji, ktére sa:
(i) stabo rozpuszczalne w podlozu badawczym, lub
(ii) zdolne do tworzenia stabilnych emulsji lub zawiesin, lub

(i) nie stabilne w roztworach wodnych,

poczatkowe stezenie musi by¢ pobrane jako zmierzone stezenie w roztworze (lub, jesli to technicznie
niemozliwe, zmieszone w stupie wody) na poczatku badania. Stezenie nalezy oznaczyé po okresie
réwnowagi, lecz przed wprowadzeniem badanych ryb.

W kazdym z tych przypadkow, musza by¢ prowadzone dalsze pomiary w czasie trwania badania dla
potwierdzenia rzeczywistych stezent ekspozycji lub spelnienia kryteriéw jakoSciowych.

pH nie moze si¢ zmienia¢ wigcej niz jedng jednostke.
OPIS METODY BADANIA

Odczynniki

Roztwory substancji badanych

Przygotowuje si¢ roztwory podstawowe o wymaganej mocy przez rozpuszczenie substancii w wodzie
dejonizowanej lub w wodzie przygotowanej wedlug opisu w ppkt 1.6.1.2.

Wybrane stezenia badane przygotowuje si¢ przez rozcienczanie roztworu podstawowego. W przypadku
badania wysokich stezen substancj¢ mozna rozpusci¢ bezposrednio w wodzie do rozcienczania.

Substancje zwykle nalezy bada¢ tylko do granicy rozpuszczalnosci. Dla niektorych substancji (na przyktad
dla substancji posiadajacych niskg rozpuszczalnos¢ w wodzie, lub o wyzszym P lub tych tworzacych
raczej stabilne zawiesiny niz roztwory rzeczywiste w wodzie), jest dopuszczalne stezenie badania powyzej
granicy rozpuszczalnoSci celem zapewnienia, ze uzyskano maksymalne stezenie rozpuszczenia/stabilnosci.
Jest wazne jednakze, zeby to stezenie w Zaden sposéb nie zakldcalo systemu badania (np. warstwa
substancji na powierzchni wody zapobiegajaca utlenianiu wody, itp.).

Stosuje si¢ ultradZzwigkowe rozpraszanie, rozpuszczalniki organiczne, emulsyfikatory lub dyspergatory jako
srodki do przygotowania roztworéw podstawowych substancji o niskiej rozpuszczalnosci lub w celu
ulatwienia rozproszenia tych substancji w podlozu badawczym. Jezeli stosuje si¢ takie substancje pomocni-
cze, wszystkie badane stezenia musza zawieral t¢ samg ilo$¢ substancji pomocniczej, oraz dodatkowa
grupa kontrolna ryb powinna by¢ poddana ekspozycji przy tym samym stezeniu substancji pomocniczej,
ktére uzyto w badanych seriach. Stezenie takich substancji nalezy zminimalizowaé, lecz w zadnym
przypadku nie moze przekracza¢ 100 mg na litr w podlozu badawczym.
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Badanie nalezy przeprowadzi¢ bez regulacji pH. Jezeli istnieja oznaki zaznaczonej zmiany pH, doradza si¢
powtérzenie badania z odpowiednim dostosowaniem jego wartosci i przedstawienie uzyskanych wtedy
wynikéw. W takim przypadku warto$¢ pH roztworu podstawowego nalezy doprowadzi¢ do pH wody do
rozcieficzenia, chyba Ze istnieja powody, z ktérych nie nalezy tego robi¢. Zalecane s3 w tym celu HCl i
NaOH. Regulacje pH nalezy przeprowadzi¢ w taki sposéb, aby nie zmieni¢ w istotnym stopniu steZenia
substancji badanej w roztworze podstawowym. W przypadku gdyby zaszla reakcja chemiczna lub doszlo
do fizycznego wytracania si¢ osadu badanego zwigzku z powodu ustawiania pH, nalezy podaé ten fakt.

Woda badana

W niniejszym badaniu zalecana jest regenerowana woda (patrz dodatek 1 i pozycja 2): ISO 6341). W celu
zapobiezenia konieczno$ci aklimatyzacji przed badaniem, zalecane jest by kultura wodna byla podobnej
jakosci (pH, twardo$¢) jak woda uzyta w badaniu.

Przyrzad

Nalezy stosowal zwykle przyrzady i sprzet laboratoryjny. Najkorzystniej byloby, gdyby urzadzenia wcho-
dzgce w kontakt z roztworami badanymi byly wykonane catkowicie ze szkla:

— miernik tlenu (z mikroelektrodg lub innymi, odpowiednimi urzadzeniami do pomiaréw steZenia tlenu
rozpuszczonego w malych prébkach),

— odpowiednie urzadzenia do regulacji temperatury,
— pH metr,

— wyposazenie do oznaczenia twardoci wody.
Badane organizmy

Zalecanym gatunkiem jest rozwielitka magna, chociaz réwniez dozwolona jest takze rozwielitka pulex.
Zwierzgta badane powinny by¢ w wieku nizszym od 24 godzin na poczgtku badania, hodowane
laboratoryjnie, wolne od widocznych chordb, o znanej historii (np. hodowla — wszystkie pierwotne zabiegi

itp.).
Procedura badania

Badanie ostateczne mozna poprzedzi¢ przeprowadzeniem badania stuzacego wyznaczeniu zakresu stezen,
aby uzyska¢ informacje na temat zakresu stezen, ktory zostanie wykorzystany w zasadniczym badaniu.

Do serii badan wiacza si¢ dodatkowo jedng grupe kontrolng bez badanej substancji, a takze jedng grupe
kontrolng zawierajaca substancje pomocnicza.

Rozwielitki poddaje si¢ ekspozycji na substancje w nastepujacych warunkach:
— czas trwania: najkorzystniej 48 godzin,

— liczba zwierzgt: co najmniej po 20 zwierzat na kazde stgzenie badane, najkorzystniej podziclone na
cztery stada po pie¢ zwierzat lub dwa stada po 10 z nich,

— napetnienie: nalezy przewidzie¢ co najmniej 2 ml roztworéw badanych na kazde zwierze,

— stezenie badania: roztwér badany nalezy sporzadzi¢ bezposrednio przed wprowadzeniem rozwielitek,
najlepiej bez dodawania jakiegokolwiek innego rozpuszczalnika niz woda. Stezenia przygotowywane sa
w szeregu geometrycznym o stosunku stezen nieprzekraczajagcym 2,2. Badaniu nalezy poddaé, wraz z
grupami kontrolnymi, stezenia wystarczajace do dania immobilizacji 0 i 100% po 48 godzinach i
zakresach Srednich immobilizacji pozwalajacymi na obliczenie 48 godzinnego EC, .

— woda: patrz 1.6.1.2,
— oSwietlenie: cykl Swiatlo-ciemnos$¢ jest dowolny,

— temperatura: temperatura przeprowadzania badania powinna zamyka¢ si¢ w granicach od 18 do 22 °C,
jednak w przypadku kazdego pojedynczego badania powinna by¢ utrzymywana na stalym poziomie, w
granicach wahania + 1 °C,
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— napowietrzenie: roztwory badane nie moga by¢ napowietrzane z wytwarzaniem pecherzykow powietrza,

— karmienie: zadne.

Pod koniec badania nalezy zmierzy¢ pH i stezenie tlenu w kontrolach i we wszystkich roztworach
badanych; pH roztworéw badanych nie powinno by¢ modyfikowane.

Zwigzki lotne nalezy bada¢ w calkowicie napelnionych, zamknietych pojemnikach, na tyle duzych, aby
zapobiec brakowi tlenu.

rozwielitki sg kontrolowane co najmniej po 24 godzinach ekspozycji i ponownie po 48 godz.
Badanie graniczne

Stosujac procedury opisane w niniejszej metodzie badania, przeprowadza si¢ badanie graniczne przy
stezeniu 100 mg na litr w celu pokazania, ze LC, jest wickszy niz dla danego stezenia.

Jezeli natura badanej substangji jest taka, Ze nie mozna uzyskac stezenia 100 mg na litr w wodzie, badanie
graniczne nalezy przeprowadzi¢ w stezeniu réwnym rozpuszczalnosci substancji (lub w maksymalnym
stezeniu tworzacym stabilng zawiesing) w uzytym podlozu(patrz takze pkt 1.6.1.1.).

Badanie graniczne nalezy przeprowadzi¢ stosujac 20 rozwielitek, podzielonych na dwie lub cztery partie,
wraz z ta samg liczbg w kontroli(-ach). Jezeli zachodzi immobilizacja, nalezy wykona¢ pelne badania.

DANE I OCENA

Dla kazdego okresu czasu, gdzie zapisywano obserwacje (24 i 48 godzin), nalezy wykresli¢ procent
$miertelno$ci w stosunku do stezenia na papierze logarytm- prawdopodobiefistwo.

Gdy to mozliwe, dla kazdego czasu obserwacji, nalezy oszacowac EC i granice ufnosci (p = 0,05) stosujac
standartowe procedury; warto$ci te nalezy zaokragli¢ do jednosci, lub najwyzej do dwoch znaczacych cyfr
(przyklady zaokraglania: 170 dla 173,5; 0,13 dla 0,127; 1,2 dla 1,21).

W przypadkach gdy kat nachylenia krzywej zaleznosci stezenia od odpowiedzi procentowej jest zbyt
stromy, aby bylo mozliwe obliczenie EC_, wystarczy graficzna ocena szacunkowa tej wartosci.

W przypadku gdy kolejne dwa stezenia w stosunku 2,2 daja jedynie immobilizacje wynoszaca 0 i 100%,
wystarczaja one do wskazania zakresu, w ktérym znajduje si¢ EC, .

Jezeli zaobserwowano, Ze nie mozna utrzymac stabilnosci lub jednorodnosci substancji badanej, nalezy to
przedstawi¢ w sprawozdaniu i zachowaé ostrozno$¢ w interpretacji wynikow.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badan zawiera w miare mozliwosci nastepujace informacje:

— informacje na temat badanego organizmu (nazwa naukowa, szczep, dostawca lub Zrédlo, wszelkie
weze$niejsze kontakty z innymi substancjami, metoda hodowli, wlacznie ze Zrédlem, rodzajem i iloscig
karmy, czestotliwo$¢ karmienia);

— irédlo wody rozcieficzajacej i gléwne charakterystyki chemiczne (to jest pH, temperatura, twardos¢);

— w przypadku substancji o niskiej rozpuszczalno$ci w wodzie, metode przygotowania roztworu
podstawowego i badanego;

— stezenie wszelkich substancji pomocniczych;

— wykaz zastosowanych stezen i wszelkie dostgpne informacje na temat stabilno$ci w danych st¢zeniach
badanego zwiazku chemicznego w roztworze badanym;
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— jesli przeprowadzano analizy chemiczne, metody uzyte i uzyskane wyniki;

— wyniki badania granicznego, o ile prowadzono;

— opis urzadzen badawczych;

— rezim o$wietlenia;

— stezenia rozpuszczonego tlenu, warto$ci pH i temperatury roztworéw badanych;

— dowody spetnienia kryteriow jakosciowych;

— tabele pokazujaca immobilizacje skumulowang przy kazdym stezeniu i dla roztworéw kontrolnych
(oraz kontrolnych z substancja pomocnicza, jeSli wymagane) przy kazdym z zalecanych czasoéw
obserwacji (24 i 48 godzin);

— wykres zaleznosci stezenia od odpowiedzi procentowej pod koniec badania;

— jesli mozliwe wartosci EC,; w kazdym z zalecanych okreséw obserwacji (z granicami ufnosci 95%);

— procedury statystyczne wykorzystywane do ustalania wartosci EC, ;

— jesli stosowano substancj¢ odniesienia, uzyskane wyniki;

— najwyzsze badane stezenie niepowodujace immobilizacji w okresie badania;

— najnizsze zbadane stezenie powodujace 100% immobilizacji w okresie badania.
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Dodatek 1

Regenerowana woda

Przyktad odpowiedniej wody rozcieficzajgcej (zgodnie z 1SO 6341)
Wszystkie substancje chemiczne musza by¢ czystosci analitycznej.

Woda powinna by¢ dobrej jakosci woda destylowana lub woda dejonizowang o przewodnosci nizszej od 5
pSem™.

Przyrzad do destylacji wody nie moze zawieral zadnych czgsci wykonanych z miedzi.
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Roztwory podstawowe

CaCl,. 2 H,0 (diwodny chlorek wapnia): 11,76 g
rozpusci¢ i dopemi¢ do 1 litra woda
MgSO,. 7H,0 (heptawodny siarczan magnezu): 493 g
rozpusci¢ i dopemi¢ do 1 litra woda
NaHCO, (wodorowgglan sodu): 2,59 ¢
rozpuscié, i dopelni¢ do 1 litra woda
KC1 (chlorek potasu): 023 g

rozpusci¢ i dopetni¢ do 1 litra woda

Odtworzona woda do rozcieficzania

Zmiesza¢ po 25 ml kazdego z czterech roztworéw podstawowych i uzupelni¢ woda do 1 litra.
Napowietrzaé, az stgzenie rozpuszczonego tlenu osiagnie warto$¢ nasycenia powietrzem.

pH powinno wynosi¢ 7,8 + 0,2.

W razie potrzeby nalezy wyregulowal pH przy uzyciu NaOH (wodorotlenku sodowego) lub HCl (kwasu
solnego).

Tak przygotowana wode do rozcieficzania odstawia si¢ na okoto 12 godzin, przy czym nie nalezy jej dalej
napowietrzac.

Suma zawartoéci jonéw Ca i Mg w tym roztworze wynosi 2,5 mmola na litr. Stosunek jonéw Ca:Mg
wynosi 4:1 oraz jonéw Na:K wynosi 10:1. Catkowita zasadowo$¢ niniejszego roztworu wynosi 0,8 mmola
na litr.

Wszelkie odchylenia w przygotowaniu wody do rozcieficzania nie moga zmienia¢ jej sktadu ani whasci-
wosci.

Dodatek 2

Podsumowanie wynikéw EWG préby pierScieniowej przeprowadzone w 1978 r. (takze cytowane w
pozycji 2)

Uwaga: celem niniejszej préby pierscieniowej byto oznaczenie EC, 24 godzinnego.
Uzyte substangje:

1) dichromian potasu

2) kwas tetrapropylobenzenosulfonowy

3) kwas tetrapropylobenzenosulfonowy, sl sodu

4) kwas trichloro-2,4,5-fenoksyoctowy, sél potasu

Substancja Liczba Ltl)czestni'c,zqcych la- | Tlos¢ Wynik(’)va na oblicze- Srednie EC, -24 godziny
oratoriow nie mg|l
1 46 129 1,5
2 36 108 27
3 31 84 27
4 32 72 770
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1.1.

1.2.

1.3.

C.3. BADANIE INHIBICJI GLONOW

METODA
WPROWADZENIE

Celem niniejszego badania jest oznaczenie wplywu substancji na wzrost gatunkéw jednokomorkowych
glonéw zielonych. Wzglednie szybkie (72 godziny) badania moga oszacowaé wplywy na niektore generacje.
Niniejsza metoda moze by¢ zaadoptowana do uzycia niektérych gatunkéw jednokomérkowych glonéw, w
przypadku ktérych opis zastosowanej metody musi by¢ przedstawiony w raporcie z badan.

Niniejsza metoda jest latwo stosowana do substancji rozpuszczalnych w wodzie, ktére zgodnie z
warunkami badania, prawdopodobnie pozostang w wodzie.

Metode nalezy stosowa¢ dla substancji ktore nie powoduja bezposredniego zaklocenia pomiaru wzrostu
glondw.

Przed przystapieniem do badania pozadane jest posiadanie, w mozliwym zakresie, informacji na temat
rozpuszczalno$ci w wodzie, ci$nienia pary, stabilno$ci chemicznej, statych dysocjacji i rozkladu biologicz-
nego substancji badane;.

Przy planowaniu i interpretacji wynikow badania nalezy takze wzia¢ pod uwage dodatkowe informacje (np.
wzor strukturalny, stopiefi czystosci, charakter i zawarto$¢ procentowa istotnych zanieczyszczeni, obecno$¢ i
ilo§¢ substancji pomocniczych oraz wspélczynnik podzialu n-oktanol/woda).

DEFINICJE 1 JEDNOSTKI

Gestos¢ komorek: liczba komérek na mililitr;

Wazrost: wzrost gestosci komorek w okresie czasu badania;
Szybko$¢ wzrostu: wzrost gestosci komoérek na jednostke czasu;

EC,: w niniejszej metodzie, stezenie substancji badanej, ktére daje 50% zmniejszenie albo wzrostu (E,C; )
albo szybkosci wzrostu (EC,) wzgledem kontroli;

NOEC (nieobserwowany wplyw stezenia): w niniejszej metodzie, najwyzsze badane stezenie przy ktérym
nie obserwuje si¢ znaczgcej inhibicji wzrostu wzgledem kontroli.

Wszystkie stezenia substancji badanej podano w wadze na objeto$¢ (miligramy na litr). Moga by¢ takze
wyrazone w wadze do wagi (mg/kg).

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Mozna przeprowadzi¢ badanie substancji odniesienia w celu wykazania, ze reakcja badanych gatunkéw nie
ulegla istotnej zmianie w laboratoryjnych warunkach badania.

Jezeli zastosowano substancje odniesienia, wyniki nalezy podaé w sprawozdaniu z badania. Potasu
dichromian moze by¢ uzyty jako substancja odniesienia, lecz jego kolor wplywa na jako$¢ o$wietlenia i
dopuszczalng intensywno$¢ dla komoérek, a takze na ewentualne oznaczenia spektrofotometryczne. Dichro-
mian potasu stosowano w badaniu migdzylaboratoryjnym (patrz pozlit. (3) i dodatek 2).
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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

ZASADA METODY BADANIA

Badanie graniczne przeprowadzane jest przy 100 mg na litr w celu zademonstrowania ze EC, jest wigksze
od stezenia.

Wykladniczo wzrastajace kultury wybranych zielonych glonéw sa poddawane ekspozycji przy réznych
stezeniach badanej substancji przez kilka generacji w pokreslonych warunkach.

Badane roztwory sa inkubowane przez okres 72 godziny, w trakcie ktérego gesto$¢ komoérek w kazdym z
roztworéw jest mierzona, co najmniej co 24 godziny. Oznacza si¢ inhibicje wzrostu w odniesieniu do
kultury kontrolnej.

KRYTERIA JAKOSCI
Do badania granicznego, jak réwniez do pelnej metody badania nalezy zastosowaé kryteria jako$ciowe.

Gestos¢ komorek w kulturach kontrolnych musi wzrosnagé o wspélezynnik co najmniej 16 w ciagu okresu
trzech dni.

Stezenia substancji badanej nalezy utrzymywal w obrebie 80% stezen poczatkowych poprzez czas
odpowiadajacy czasowi trwania badania.

Dla substancji tatwo rozpuszczalnych w podlozu badanym, roztwory podatne na stabilno$¢, to jest te ktore
nie wykazujg zadnego znacznego stopnia ulatniania, rozkladu, hydrolizy lub absorpcji, poczatkowe stezenie
uwazane jest za réwnowazne nominalnemu stezeniu. Nalezy przedstawi¢ dowody, ze utrzymano stezenia
poprzez cale badanie i spelniono kryteria jako$ciowe.

Dla substangji ktére sa:
(i) stabo rozpuszczalne w podtozu badawczym, lub
(ii) zdolne do tworzenia stabilnych emulsji lub zawiesin, lub

(i) niestabilne w roztworach wodnych,

poczatkowe stezenie musi by¢ pobrane jako zmierzone stezenie w roztworze na poczatku badania. Stezenie
nalezy oznaczy¢ po okresie rownowagi.

Znany jest fakt, ze znaczne ilosci badanej substancji sa wlaczane w biomas¢ glonéw w czasie trwania
okresu badania.

Zatem w celu zademonstrowania zgodno$ci z powyzszymi kryteriami jakosci, zaréwno ilo§¢ substancji
badanej wlaczonej do biomasy glondw jak i substancji w roztworze (lub jesli to niemozliwe ze wzgledéw
technicznych, zmierzone w stupie wody) musza by¢ wzigte pod uwage. Jednakze jesli oznaczenie stezenia
substancji w biomasie glonéw napotyka na powazne trudnosci techniczne, odpowiednio$¢ z kryteriami
jakosciowymi, mozna przedstawi¢ poprzez wiaczenie do procesu zbiornika badawczego z najwyzszym
stezeniem substangji, lecz bez glonoéw i pomiary stezen w roztworze (lub, jesli niemozliwe to technicznie,
w stupie wody) na poczatku i na koficu okresu czasu badania.

OPIS PROCEDURY BADANIA

Odczynniki

Roztwory substancji badanych

Przygotowuje si¢ roztwory podstawowe o wymaganym stezeniu przez rozpuszczenie substancji w wodzie
dejonizowanej lub w wodzie przygotowanej wedlug opisu w 1.6.1.2.

Wybrane stezenia badane s3 przygotowywane przez dodawanie odpowiednich podwielokrotnosci do
prekultur glonéw (patrz dodatek 1). Substancje zwykle nalezy badaé tylko do granicy rozpuszczalnosci.
Dla niektorych substangji (na przyktad dla substancji posiadajacych niska rozpuszczalno$¢ w wodzie, lub o
wysokim POw lub tych tworzacych raczej stabilne zawiesiny niz roztwory rzeczywiste w wodzie), jest
dopuszczalne stezenie badania powyzej granicy rozpuszczalnosci celem zapewnienia ze uzyskano maksy-
malne steZenie rozpuszczenia/stabilnosci. Jest wazne jednakze, zeby to stezenie w zaden sposéb nie
zaktécalo systemu badania (np. warstwa substancji na powierzchni wody zapobiegajaca utlenianiu wody,

itp.).
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1.6.1.2.

Stosuje si¢ ultradZwigkowe rozpraszanie, rozpuszczalniki organiczne, emulsyfikatory lub dyspergatory jako
$rodki do przygotowania roztworéw podstawowych substancji o niskiej rozpuszczalnosci lub w celu
ulatwienia rozproszenia tych substancji w podtozu badawczym. Jezeli stosuje si¢ takie substancje pomocni-
cze, wszystkie badane stezenia musza zawiera¢ t¢ samga ilo$¢ substancji pomocniczej, oraz dodatkowa
grupa kontrolna powinna by¢ poddana ekspozycji przy tym samym stezeniu substancji pomocniczej, ktére
uzyto w badanych seriach. Stezenie takich substancji nalezy zminimalizowa¢, lecz w zadnym przypadku nie
moze przekracza¢ 100 mg na litr w podlozu badawczym.

Badanie nalezy przeprowadzi¢ bez regulacji pH. Jezeli istnieja oznaki zaznaczonej zmiany pH, doradza si¢
powtérzenie badania z odpowiednim dostosowaniem jego wartosci i przedstawienie uzyskanych wtedy
wynikéw. W takim przypadku warto$¢ pH roztworu podstawowego nalezy doprowadzi¢ do pH wody do
rozcieficzenia, chyba ze istnieja powody, z ktérych nie nalezy tego robi¢. Najlepsze s3 HCl i NaOH w tym
celu. Regulacje pH nalezy przeprowadzi¢ w taki sposob, aby nie zmieni¢ w istotnym stopniu stezenia
substancji badanej w roztworze podstawowym. W przypadku gdyby zaszla reakcja chemiczna lub doszlo
do fizycznego wytracania si¢ osadu badanego zwiazku z powodu ustawiania pH, nalezy poda¢ ten fakt.

Podtoze badania

Woda powinna by¢ dobrej jakosci woda destylowana lub woda dejonizowang o przewodnosci nizszej od 5
uSem Przyrzad do destylacji nie moze zawiera¢ zadnych czgsci wykonanych z miedzi.

Zalecane jest nastgpujace podioze.

Cztery roztwory podstawowe s3 przygotowywane zgodnie z nastepujacg tabelg. Roztwory podstawowe sg
sterylizowane poprzez filtrowanie przez membrang i autoklawizowanie, i przechowywanie w ciemnym
miejscu w 4 °C. Roztwor podstawowy nr 4 nalezy sterylizowaé tylko membranows filtracja. Te roztwory
podstawowe rozciencza si¢ do uzyskania koficowych stezen skladnikéw pokarmowych w badanych
roztworach.

Sktadnik pokarmowy Stezenie w roztworze podstawowym Koficowe stezenie w roztworze badanym
Roztwér podstawowy 1: makroskladniki
NH,CI 1,5 g/l 15 mg/1
MgCl,.6H,0 1,2 gl 12 mg/1
CaCl,.2H,0 1,8 g/1 18 mg/1
MgSO,.7H,0 1,5 g/1 15 mg/1
KH, PO, 0.16 g/l 1,6 mg/1
Roztwér podstawowy 2: Fe-EDTA
FeCl,.6H, 80 mg/1 0,08 mg/1
Na EDTA.2H,0 100 mg/1 0,1 mg/1
Roztwér podstawowy 3: pierwiastki $ladowe
H,BO, 185 mg/1 0,185 mg1
MnCl_.4H,0 415 mg1 0,415 mg1
Zndl, 3 mg/1 3 x 107 mg/1
Co(l,.6H,0 1,5 mg/1 1,5 x 10° mg/1
CuCl,.2H,0 0,01 mg(1 10° mg/1
Na,MoO,.2H,0 7 mg/1 7 x 10 mg/1
Roztwoér podstawowy 4: NaHCO,
NaHCO, 50 g/1 50 mg/1

pH podloza po ustaleniu si¢ rownowagi z powietrzem jest okoto 8.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Przyrzad.
— Zwykly sprzet laboratoryjny,

— Kolby do badai o stosownej objetosci (np. kolby stozkowe 250 ml sa odpowiednie dla objetosci
badanego roztworu réwnej 100 ml). Wszystkie kolby do badan powinny by¢ identyczne materiatowo i
Wymiarowo.

— Przyrzad do rozwoju kultur: szafka lub komora w ktérej temperatura wynosi w zakresie 21 °C do
25 °C i jest utrzymywana z dokladnoscig + 2 °C, o stalym, jednorodnym o$wietleniu, dajace zakres
widma 400 do 700 nm. Jezeli glony w kulturach kontrolnych osiggng zalecang szybkos¢ wzrostu,
uznaje si¢, ze warunki wzrostu, wlaczajac intensywno$¢ o$wietlenia, zostaly spelnione.

Zalecane jest uzycie dla $redniego poziomu badanych roztwordw, intensywno$¢ o$wietlenia w zakresie
60 do 120 itEm™s? (35 do 70 x 10 fotonéw m™s") przy pomiarze w zakresie dtugosci fali $wiatta
400 do 700 nm stosujgc odpowiedni czujnik. Dla przyrzadéw mierzacych $wiatlo, skalibrowanych w
luksach, akceptowalnym réwnowaznym zakresem jest 6 000 do 10 000 luks6w.

Intensywno$¢ $wiatla moze by¢ uzyskana przez zastosowanie od czterech do siedmiu lamp fluorescen-
cyjnych o mocy 30 W typu uniwersalnego bialego (temperatura barwy okolo 4 300 K), w odlegtosci
0,35 m od kultury glonéw.

— Pomiary gesto$ci komoérek powinny by¢ wykonywane uzywajac bezposrednig metode zliczania zywych
komoérek, np.za pomoca mikroskopu z komora liczacy. Jednakze mozna zastosowal inne procedury
wystarczajagco czule i wystarczajaco dobrze skorelowane z gestoscig komérek (np. fotometria, turbidy-
metria).

Badane organizmy

Sugeruje si¢ uzywanie takich gatunkéw glonéw zielonych, ktére sa gatunkami szybko wzrastajagcymi co jest
wygodne dla kulturowania i badania. Najlepszymi gatunkami sg:

— Selenastrum capricornutum, np. ATCC 22662 lub CCAP 278/4,

— Scenedesmus subspicatus, np. 86.81 SAG,

Uwaga:

ATCC = American Type Culture Collection (U.S.A.)

CCAP = Culture Centre of Algae and Protozoa (UK.)

SAG = Collection of algal culture (Gottingen, F.R.G.)

Jezeli uzyto innych gatunkéw, nalezy umiesci¢ nazwe szczepu w sprawozdaniu.
Procedura badania

Zakres stezenia w ktérym prawdopodobnie zajdzie wplyw jest ustalany na podstawie wynikow z badan
znalezienia zakresu.

Dwa pomiary wzrostu (biomasy i szybko$¢ wzrostu) moga daé szeroko rozbiezne pomiary wzrostu
inhibicji; obydwa nalezy uzy¢ w badaniu znalezienia zakresu dla zapewnienia ze geometryczny ciag stezen
umozliwi oszacowanie zaréwno E,C. jak i EC, .

Poczgtkowa gestosé komérek

Jest zalecane, aby poczatkowa gesto§¢ komérek w badanych kulturach byla okoto 10 komérek/ml dla
Selenastrum capricorn utum i Scenedesmus subspicatus. Jesli stosuje si¢ inne gatunki, biomasa musi by¢
poréwnywalna.

Stezenia substancji badanej

Do badania, przygotowuje si¢ co najmniej pigé stezenn w seriach geometrycznych przy stosunku stezenia
nieprzekraczajagcym 2,2. Najnizsze badane stezenie powinno nie dawal obserwowalnego efektu wzrostu
glonéw. Najwyzsze stezenie badane powinno hamowaé wzrost o co najmniej 50% w stosunku do kontroli,
i najkorzystniej calkowicie zatrzymaé wzrost.
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Repliki i kontrole

Projekt badania powinien zawieraé trzy kopie badania przy kazdym badanym stezeniu. Dolgczane sg trzy
kontrole badania bez substancji badanej, oraz jesli stosowne trzy kontrole zawierajace substancje pomocni-
cza. O ile jest to uzasadnione, projekt moze by¢ zmieniony w celu zwigkszenia liczby stezen i zmniejszenia
liczby replik na dane st¢zenie.

Przeprowadzenie badania

Badane kultury zawierajace pozadane stgzenia badanej substancji i pozadang ilo§¢ inokulum glonowych sa
przygotowywane przez dodanie podwielokrotnosci roztworu podstawowego substancji badanej do odpo-
wiednich iloci prekultur glonéw (patrz dodatek 1).

Kolby z kulturami sg wstrzgsane i umieszczane w aparacie do hodowania kultur. Komoérki glonéw sg
utrzymywane w stanie zawiesiny poprzez wstrzgsanie, wirowanie lub przepuszczaniem pecherzykéw
powietrza w celu poprawy wymiany gazu z zmniejszenia zmian pH w badanych roztworach. Kultury
powinny by¢ utrzymywane w temperaturze w zakresie 21 do 25 °C, kontrolowanej w tolerancji + 2 °C.

Gestos¢ komorkowa jest ustalana co najmniej w 24, 48 i 72 godziny po rozpoczeciu badania. Filtrowanie
podloza glonéw zawierajacego odpowiednie stezenia badanej substancji jest stosowane celem ustalenia tla,
gdy prowadzone s3 pomiary gestoSci komérek, inne od bezposrednich metod zliczania.

Warto$¢ pH jest mierzona na poczatku badania i w 72 godzinie.

Warto$ci pH w zbiornikach kontrolnych nie powinno zwykle odchyla¢ si¢ wiecej niz 1,5 jednostki w czasie
trwania badania.

Badanie substangji lotnych

Nie ma obecnie ogdlnej uznanej drogi badania substancji lotnych. Jezeli substancja jest znana z tendencji
do parowania, uzywa si¢ zamknigtych kolb badawczych ze zwigkszong przestrzenig glowicy. Zapropono-
wano zmiany do tej metody (patrz poz. lit. (4)).

Nalezy podjaé proby do ustalenia ilosci substancji ktéra pozostaje w roztworze, i zwrdci¢ ekstremalng
uwage przy interpretacji wynikéw badan z lotnymi zwigzkami chemicznymi przy zastosowaniu systemow
zamknietych.

Badanie graniczne

Stosujac procedury opisane w niniejszej metodzie badania, przeprowadza si¢ badanie graniczne przy
stezeniu 100 mg na litr w celu pokazania ze EC_ jest wigkszy niz dla danego stezenia.

Jezeli natura badanej substangji jest taka, ze nie mozna uzyskac stezenia 100 mg na litr w badanej wodzie,
badanie graniczne nalezy przeprowadzi¢ w stezeniu réwnym rozpuszczalno$ci substancji (lub w maksy-
malnym stezeniu tworzacym stabilng zawiesing) w uzytym podlozu(patrz takze 1.6.1.1).

Badanie graniczne nalezy przeprowadzi¢ w co najmniej potrojonej ilosci, z taka sama iloscig kontroli. Do
badania granicznego nalezy wykona¢ dwa pomiary wzrostu (biomasy i szybkosci wzrostu).

Jezeli w badaniu granicznym znajduje si¢ $redni spadek o 25% lub wigcej, biomasy albo szybkosci wzrostu
migdzy badaniem granicznym i kontrolg, nalezy przeprowadzi¢ pelne badanie.

DANE I OCENA

Zmierzone gestoSci komérek w badanych kulturach i kontrolach ujmuje si¢ w postaci stabelaryzowanej
wraz ze stezeniami substancji badanej i czasami pomiaréw. Warto$¢ $rednia gestosci komorek dla kazdego
stezenia substancji badanej oraz kontroli jest wykreslana w zaleznosci od czasu (0-72 godz.) dla uzyskania
krzywych wzrostu.

Dla ustalenia zaleznoSci steZenie[skutek nalezy zastosowaé dwa podejscia. Niektore substancje moga
stymulowaé wzrost przy niskich stezeniach. Nalezy rozwazy¢ tylko punkty danych wskazujacych hamowa-
nie migdzy 0 i 100%.
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2.1.

2.2

POROWNANIE POWIERZCHNI POD KRZYWYMI WZROSTU

Obszar miedzy krzywymi wzrostu i poziomg linig N = N, oblicza si¢ zgodnie ze wzorem:

N; = No +N1+N2—2N0 Ny-1+ Ny = 2Ny

A=——xt X (ta—ty)+ ...+ X (tg = to—
—xt : (t-1) : (th = ta-1)
gdzie

A = powierzchnia,

N, = ilos¢ komoérek/ml w czasie t (poczatek badania),o,

N, = zmierzona liczba komérek/ml w czasie t,

N = zmierzona liczba komérek/ml w czasie t,

t, = czas pierwszego pomiaru po rozpoczeciu badania,

t = czas n-tego pomiaru po rozpoczeciu badania.

liczba pomiaréw zdjetych po rozpoczeciu badania.

=1
I

Procentowe hamowanie wzrostu komoérek przy kazdym stezeniu substancji badanej (IA) jest obliczane
zgodnie ze wzorem:

Ac - A

IA = x 100
C
gdzie
A = powierzchnia miedzy krzywg wzrostu kontroli i linig poziomg N = N_.
A = powierzchnia miedzy krzywa wzrostu przy stezeniu t i linia poziomg N = N,

Wartosci I, s3 wykreslane na potogarytmicznym papierze lub péHogarytmicznym probitowym papierze w
relacji do odpowiadajacych stezeri. Jezeli wykresla si¢ na papierze probitowym, punkty laczone sg prosta
linig albo wizualnie, albo regresja obliczeniows.

EC,, oszacowuje si¢ z linii regresji przez odczyt stezenia réwnowaznego 50% inhibicji (IA = 50%). Do
oznaczenia niniejszej wartosci jednoznacznie w odniesieniu do tej metody obliczeniowej, proponuje si¢
uzycie symbolu E,C, . Jest podstaws, ze E,C,  jest dzielone przez odpowiedni okres czasu ekspozydcji, np.
E C, (0-72 godz.).

b 50
POROWNANIE SZYBKOSCI WZROSTU
Srednia whasciwa szybko$¢ wzrostu (u) dla wyktadniczo rosnacej kultury moze by¢ obliczona jako

In N, - In Ny
e
n 0

gdzie t_jest czasem poczatku badania.

Alternatywnie, $rednia whasciwa szybko$¢ wzrostu moze by¢é wyprowadzona z nachylenia linii regresji z
wykresu N w stosunku do czasu.

Procentowe hamowanie whasciwej szybkosci wzrostu przy kazdym stezeniu substancji badanej (L) jest
obliczane zgodnie ze wzorem:

Le =< 100

gdzie

$rednia wlasciwa szybko$¢ wzrostu dla kontroli

F
I

1, $rednia wiasciwa szybkos$¢ wzrostu dla stezenie badania ¢
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2.3.

Procentowe zmniejszenie $redniej wlaSciwej szybkodci wzrostu przy kazdym stezeniu substancji badanej
poréwnane do wartosci kontroli jest wykreslane w odniesieniu do logarytmu stezenia. EC, odczytuje si¢ z
wynikowego wykresu. Dla jednoznacznego oznaczenia EC_| wyprowadzonego z niniejszej metody propo-
nowane jest uzycie symbolu EC, . Czasy pomiaru muszg by¢ wskazane, na przyklad jezeli wartos¢ jest
odniesiona do czaséw 0 i 72 godziny, symbol staje si¢ EC, (0-72 godz.).

Uwaga: wiasciwa szybko$¢ wzrostu jest czlonem logarytmicznym, czyli malta zmiana w szybkosci wzrostu
prowadzi do wielkiej zmiany w biomasie. Wartosci E,.C i EC s3 zatem poréwnywalne nienumerycznie.

OBLICZENIE NOEC

Stezenie bez Obserwowanego Dziatania Toksycznego jest oznaczane odpowiednig procedura statystyczna
dla wieloprobkowego poréwnania (np. analizy wariancji i badaniem Dunnett'a), stosujac poszczegélne
replikowane wartosci powierzchni spod krzywych wzrostu A (patrz 2.1) lub wiasciwych szybkosci wzrostu
i (patrz 2.2).

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z badai zawiera w miare mozliwosci nastgpujace informacje:
— substancja badana: dane tozsamosci chemicznej;
— badane organizmy: pochodzenie, kultura laboratoryjna, numer szczepu, metoda hodowli;
— warunki badania:
— data startu i zakonczenia badania i jego czas trwania,
— temperatura,
— skfad podtoza,
— przyrzad do hodowania kultur,

— pH roztworéw na poczatku oraz na koncu badania (nalezy wyjasni¢ jezeli obserwowano odchylenia
pH powyzej 1,5 jednostki),

— no$nik i metoda stosowana do rozpuszczenia substancji badanej i stgzenie no$nika w roztworach

badanych,
— jako$¢ oraz intensywno$¢ o$wietlenia,
— badane stezenia (zmierzone lub nominalne).
— wyniki:

— gesto$¢ komoérek dla kazdej kolby w kazdym punkcie pomiarowym oraz metoda pomiaru gestosci
komérek

— warto$¢ Srednia gestosci komorek,

— krzywe wzrostu,

— graficzne przedstawienie zaleznosci wplywu steZenia,
— warto$ci EC i metody obliczenia,

— NOEC,

— inne obserwowane dzialania.
LITERATURA
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Dodatek 1

Przyklad procedury hodowli glonéw
Uwagi ogélne

Celem hodowli glonéw na podstawie niniejszej procedury jest uzyskanie kultur glonéw dla badan
toksycznosci.

Nalezy uzy¢ odpowiednich metod dla zapewnienia, ze kultury glonéw nie sa zainfekowane bakteriami (ISO
4833). Podstawowe jest dla kultur glonéw by byly wolne od pasozytow.

Wszystkie operacje powinny by¢ prowadzone w warunkach sterylnych w celu zapobiezenia zanieczysz-
czeniu bakteriami i innymi glonami. Zanieczyszczone kultury nalezy odrzucié.

Procedury uzyskania kultur glonéw
Przygotowanie roztworow sktadnikow pokarmowych (podtoza):

Podloze przygotowuje si¢ przez rozcieficzenie stgzonych roztworéw podstawowych skladnikéw pokarmo-
wych. Dla stalego podloza dodaje 0,8% agaru. Uzywane podloze powinno by¢ sterylne. Sterylizacja za
pomoca autoklawéw prowadzi do strat amoniaku..

Kultura podstawowa:

Kultury podstawowe sa kulturami malych glonéw, ktére sa regularnie przenoszone do $wiezego podioza
dzialajg jako material poczatkowy badania. Jezeli kultury nie s3 regularnie uzywane tworza pasma na
nachylonych kanalikach agaru. Kultury sa przenoszone do $wiezego podloza co najmniej raz na dwa
miesigce.

Kultury podstawowe wzrastajg w stozkowych kolbach zawierajacych odpowiednie podloze(objetosé okoto
100 ml). Gdy glony sa inkubowane w 20 °C ze stalym o$wietleniem, wymagane jest cotygodniowe
przenoszenie.

W czasie trwania przenoszenia, ilo§¢ starej kultury jest przenoszona za pomocs sterylnych pipet do kolby
ze $wiezym podlozem, tak ze wraz z szybkim wzrostem gatunku, poczatkowe st¢zenie jest okoto 100 razy
mniejsze niz w starej kulturze.

Szybko$¢ wzrostu gatunku moze by¢ okreSlona przez krzywa wzrostu. Jest wiadome, ze jest mozliwe
oszacowanie gestosci przy ktorej kulture nalezy przenie$¢ do nowego podloza. Nalezy to wykonaé zanim
kultura osiagnie faz¢ martwa.

Prekultura:

Przeznaczeniem prekultury jest danie odpowiedniej ilosci glonéw dla inokulacji badanych kultur. Prekultura
jest inkubowana w warunkach badania i stosowana gdy wciaz wykladniczo narasta, zwykle po czasie
inkubacji okolo trzech dni. Jezeli kultury glonéw zawieraja zdeformowane lub nienormalne komorki,
nalezy je odrzucié.

Dodatek 2

ISO 8692 - Jako$¢ wody - badanie zahamowania wzrostu glonéw stodkowodnych Scenedesmus subspicatus i
Selenastrum capricornutum przedstawia nastgpujace wyniki badania miedzylaboratoryjnego migdzy 16 labo-
ratoriami, przy badaniu dichromianu potasu

Srednie (mg/l) Zakres (mg]l)

EC,, (0-72 godz) 0,84 0,60-1,03

E.C. (0-72 godz) 0,53 0,20-0,75

b 50
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L1.

C.4. OZNACZENIE BIODEGRADOWALNOSCI

ROZWAZANIA OGOLNE
WPROWADZENIE

Opisano sze§¢ metod pozwalajacych na sortowanie substancji chemicznych w celu biodegradowalnoscii w
aerobowych wodnych podiozach:

a) Rozpuszczalny wegiel organiczny (DOC) metoda ,Die-Away”(Metoda C.4-A)

b) Zmodyfikowane badanie przesiewowe OECD - DOC metoda ,Die-Away”(Metoda C.4-B)
¢) Wydzielanie ditlenku wegla (CO,) (Zmodyfikowane badanie Sturma) (Metoda C.4-C)

d) Respirometria manometryczna (Metoda C.4-D)

¢) Zamknigtej butli (Metoda C.4-E)

f) MITI (Ministerstwo Handlu Migdzynarodowego i Przemystu - Japonia) (Metoda C.4-F)

Zwykle i ogblne rozwazania do wszystkich szeSciu badaii podano w czgsci I metody. Punkty specyficzne
dla poszczegdlnych metod podano w czesci II do VII Dodatki zawierajg definicje, wzory i material
wiodacy.

Cwiczenie poréwnawcze migdzynarodowego laboratorium OECD, przeprowadzone w 1988 r., pokazaly ze
metody daja zgodne wyniki. Jednakze w zaleznosci od fizycznych charakterystyk badanych substancji, jedna
lub inne metody s3 zalecane.

WYBOR ODPOWIEDNIE] METODY

W celu wybrania najbardziej odpowiedniej metody, podstawowe jest posiadanie informacji na temat
rozpuszczalnodci chemicznej, preznosci pary i charakterystyk adsorpcji. Powinna by¢ znana struktura
chemiczna i wzér w celu obliczenia teoretycznych wartosci iflub sprawdzenia wartosci pomierzonych
parametréw, na przyklad ThOD, ThCO,, DOC, TOC, COD (patrz zatacznik I i II).

Badania substancji chemicznych rozpuszczalnych w wodzie w co najmniej 100 mg/l moga by¢ oszacowane
wszystkimi metodami, pod warunkiem Ze sa one nielotne i nieabsorbujace. Dla tych substancji chemicz-
nych, ktdre sa stabo rozpuszczalne w wodzie, lotne lub adsorbujace, odpowiednie metody wskazano w
tabeli 1. Sposéb w ktéry substancje chemiczne stabo rozpuszczalne w wodzie mozna przygotowaé opisano
w zalgczniku 111 Srednio lotne substancje chemiczne moga by¢ badane metoda DOC (metoda ,Die-Away”)
jezeli jest wystarczajgca przestrzen na gaz w naczyniach pomiarowych(ktére powinny by¢ odpowiednio
zakorkowane). W tym przypadku nalezy ustawi¢ kontrole abiotyczng, by nie pozwoli¢ na jakickolwiek
straty fizyczne.

Tabela 1: Stosowalno$¢ metod badania

Odpowiednio$¢ dla substancji ktére sa:
Badanie Metoda analityczna
stabo roz- .
lotne adsorbujace
puszczalne
DOC Die-Away Rozpuszczalny wegiel or- — — +-
ganiczny
Zmod. OECD Die-Away Rozpuszczalny wegiel or- — — +-
ganiczny
Wydzielanie CO, Respirometria: wydzielanie + — +
co,
Respirometria ~manome- | Respirometria manome- + +- +
tryczna tryczna: zuzycie tlenu
Zamknietej butla Respirometria: rozpusz- +/- + +
czony tlen
MITI Respirometria: zuzycie tle- + +- +
nu
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Wymagane s3 informacje na temat czystosci lub wzglednych stosunkéw gtownych skladnikéw badanego
materiatu w celu interpretacji uzyskanych wynikéw, szczeg6lnie gdy wyniki sa niskie lub marginalne.

Informacje na temat toksycznoSci badanej substancji w stosunku do bakterii (zalacznik IV) sa bardzo
uzyteczne dla wyboru odpowiednich stezen badania i moga by¢ podstawowe dla prawidlowej interpretacji
niskich wartosci biodegradacji.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

W celu sprawdzenia procedury, chemiczne substancje odniesienia spehniajace kryteria fatwej biodegradowal-
noéci sg badane przez umieszczenie w odpowiedniej kolbie rownolegle do zwyklego przebiegu badania.

Odpowiednimi substancjami chemicznymi s3 anilina (§wiezo destylowana), octan sodu i benzoesan sodu. Te
chemiczne substancje odniesienia catkowicie degraduja si¢ w tych metodach, nawet gdy nie dodano
przezornie inokulum.

Zasugerowano, ze nalezy szuka¢ chemicznej substancji odniesienia, ktéra by byla fatwo biodegradowalna,
lecz wymagataby dodania inokulum. Zaproponowano wodoroftalan potasu lecz potrzeba uzyskaé wiecej
dowod6w dla tej substancji przed jej zaakceptowaniem jako substancji odniesienia.

W badaniach respirometrycznych, zwigzki zawierajgce azot oddzialywuja na pobieranie tlenu z powodu
procesu nitryfikacji (patrz zalacznik II i V).

ZASADA METOD BADAN

Roztwér lub zawiesing substancji badanej na podlozu mineralnym jest zaszczepiany i inkubowany w
warunkach aerobowych w ciemnosci lub rozproszonym §wietle. Illos¢ DOC w roztworze badanym powinna
by¢ utrzymywana tak mala jak to mozliwe w pordéwnaniu z iloscig DOC spodziewanej w substancji
badanej. Wykonuje si¢ poprawke na aktywno$¢ endogeniczna inokulum przez prowadzenie réwnoleglych
badan $lepych z inokulum ale bez substancji badanej, chociaz endogeniczna aktywno$¢ komoérek w
obecnosci substancji nie tak samo dokladnie odpowiada tej w kontroli endogenicznej. Substancja odniesie-
nia jest rownolegle badana w celu sprawdzenia operacji procedury.

Ogolnie biorac, degradacja jest wykonywana przez oznaczanie parametréw takich jak DOC, tworzenie CO,
i pobrany tlen, wykonywane s3 pomiary w dostatecznie czestych odstgpach czasu pozwalajacych na
identyfikacje poczatku i konca biodegradacji. Przy zastosowaniu automatycznych respirometréw pomiar
staje si¢ ciagly. DOC jest czasem mierzony dodatkowo do innych parametréw, lecz jest to zwykle
wykonywane tylko na poczatku i konicu badania. Stosuje si¢ takze specyficzng analiz¢ chemiczng do oceny
pierwotnej degradacji substancji badanej, i do oznaczenia stezenia wszystkich utworzonych substancji
posrednich (obligatoryjne w badaniu MITI).

Zwykle badanie biegnie przez 28 dni. Badanie jednakze mozna zakoniczy¢ przed uplywem 28 dni, to jest
wtedy kiedy krzywa biodegradacji osigga plateau dla co najmniej 3 oznaczen. Badania mozna takze
wydtuzy¢ ponad 28 dni, jezeli krzywa pokazuje ze biodegradacja rozpoczela si¢ natomiast nie osiggnigto
plateau 28 dnia.

KRYTERIA JAKOSCI

Odtwarzalnoséé

Z powodu istoty biodegradacji oraz stosowania mieszanych populacji bakteryjnych, oznaczenia przeprowa-
dza¢ co najmniej zdublowane.

Ze zwyklego doswiadczenia wynika, iz im wigksze jest stezenie drobnoustrojéw wstepnie dodanych do
podloza badawczego, tym mniejsze bedg zmiany migdzy replikami. Badanie obraczkowe réwniez pokazuje,
ze moga wystepowal duze zmiany miedzy wynikami uzyskanymi przez rozne laboratoria, lecz zwykle
uzyskuje si¢ dobrg zgodno$¢ przy zastosowaniu fatwo degradowalnych zwigzkéw.
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1.5.2.

Wazno$¢ badania

Badanie uznaje si¢ za wazne jezeli réznica ekstreméw wartosci replikowanych zdjetych z plateau badanej
substancji pod koniec badania, lub pod koniec badania 10-dniowego ,okiennego”, jest na koniec badania
odpowiednio, mniejsza od 20%, oraz jezeli procentowa degradacja substancji odniesienia osiggnela poziom
fatwej biodegradacji przez 14 dni. Jezeli jeden z tych warunkéw nie jest spelniony badanie nalezy
powtérzy¢. Z powodu ostrosci tych metod, niskie wartosci niekoniecznie oznaczajg, ze substancja badana
nie jest biodegradowalna w warunkach $rodowiskowych, lecz wskazuje ze konieczne jest wigcej wysitkow
do ustalenia biodegradowalnosci.

Jezeli w badaniu toksyczno$ci, zawierajgcym zaréwno substancj¢ badang jak i chemiczna substancje
odniesienia, zachodzi mniej niz 35% degradacji (w oparciu o DOC) lub mniej niz 25% (w oparciu o
ThOD lub ThCO,) w ciggu 14 dni, badang substancj¢ mozna oceni¢ jako inhibitor (patrz takze zalacznik
IV). Nalezy powtorzy¢ serie badaf, jezeli mozliwe jest uzycie nizszego stezenia badanej substancji iflub
wyzszego stezenia inokulum, lecz nie wigkszego niz 30 mg ciala stalego/litr.

PROCEDURY OGOLNE I PRZYGOTOWANIA

Ogolne warunki stosowane w badaniach podsumowano w tabeli 2. Przyrzad oraz inne warunki ekspery-
mentalne specyficznie wiasciwe dla poszczegdlnych badai opisano dalej, pod nagléwkami dla danego
badania.

Tabela 2: Warunki badania

. dyfiko-
DOC (meto- . Respirome- #mo .
Badanie da ,Die- co, WYdZIC’ tria mano- wane OECD zamknigta MITT (1)
Away” lanie badanie prze- butla
way”) metryczna .
siewowe
Stezenie badanej 2-10 100
substangji jako
mgl 100 V
mg DOC/] 10-40 10-20 10-40
mg ThOD/I 50-100 5-10
Stezenie inoku- < 30 mg/l SS 0,5 ml < 5 ml 30 mg/l SS
lum (komorek/l, : wtorny wyciekul (107-10%)
przyblizone) ub < 100 ml wyciekul wyciek/] (10* -10°)
(107 - 107) (109
Stezenie pierw-
iastkéw w pod-
fozu mineralnym
(w mgfl)
P 116 11,6 29
N 1.3 0,13 1.3
Na 86 8,6 17,2
K 122 12,2 36,5
Mg 2,2 2,2 6,6
Ca 9,9 9,9 29,7
Fe 0,05-0,1 V 0,05-0,1 0,15
pH 7.4 £ 0,2 korzystnie
7,0
Temperatura 22 £ 2°C 25 +1°C
DOC = rozpuszczony wegiel ThOD = teoretyczne zapotrzebowanie SS = zawieszone ciala

organiczny tlenu stale
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L.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Woda rozcieficzajgca

Stosuje si¢ dejonizowang lub destylowana wode, wolne od inhibujacych stezet substancji toksycznych (np.
jonéw Cu + +). Musi zawiera¢ nie wiecej niz 10% zawartosci wegla organicznego wprowadzanego w
badanym materiale. Konieczna jest woda do badan o wysokiej czystosci w celu eliminacji wysokich
warto$ci dla Slepej proby. Zanieczyszczenia moga pochodzi¢ z naturalnych zanieczyszczen wody ale
réwniez z zywic jonowymiennych oraz lizowanych materialéw bakteryjnych i glonéw. Dla kazdej serii
badan stosuje si¢ tylko jedna parti¢ wody, sprawdzona uprzednio analiza DOC. Takie sprawdzenie nie jest
konieczne dla badania ,zamknigtej butli” lecz zapotrzebowanie wody na tlen musi by¢ niskie.

Roztwory podstawowe skladnikéw mineralnych

Do sporzadzenia roztworéw badanych, sporzadzane sa roztwory podstawowe o odpowiednich stezeniach
sktadnikéw mineralnych. Nastepujace roztwory podstawowe sa uzywane(o réznych wspélezynnikach
rozcieniczenia) dla metod DOC Die-Away, zmodyfikowanego badania przesiewowego OECD, wydzielanie
CO2, respirometrii manometrycznej i badania ,zamknietej butli”. Wspélezynniki rozcieiczenia oraz, dla
badania MITI, wlasciwie przygotowane podioza mineralne podano pod nagtéwkami wilasciwych badan.

Roztwory podstawowe: Przygotowal nastepujace roztwory podstawowe, stosujac odczynniki czystoSci anali-
tycznej.

a) Diwodoroortofosforan monopotasu, KH,PO, 8,50 g
Monowodoroortofosforan dipotasu, K,HPO, 21,75 g
Diwodny monowodoroortofosforan disodium Na ,HPO,. 2 H,0O 33,40 g
Chlorek amonu, NH,CI 0,50 g
Rozpusci¢ w wodzie i dopelni¢ do 1 litra. Warto$¢ pH roztworu powinna by¢ 7,4.

b) Chlorek wapnia, bezwodny, CaCl, 27,50 g
lub chlorek wapnia diwodny, CaCl,. 2 H,0 36,40 g

Rozpusci¢ w wodzie i dopelni¢ do 1 litra

0 Heptawodny siarczan magnezu, MgSO,. 7 H,0O 22,50 g
Rozpusci¢ w wodzie i dopelni¢ do 1 litra

d) Heksawodny chlorek zelaza (Ill), FeC1,. 6 H,0 025¢g

Rozpusci¢ w wodzie i dopelni¢ do 1 litra.

Uwaga: aby nie przygotowywac niniejszego roztworu bezposrednio przed uzyciem, doda¢ krople stezonego
kwasu solnego lub 0,4 grama soli disodowej kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) na litr.

Roztwory podstawowe substancji chemicznych

Przyktadowo, rozpusci¢ 1-10 g, odpowiednio badanej substancji chemicznej lub chemicznej substancji
odniesienia w wodzie dejonizowanej i dopetni¢ do 1 litra gdy rozpuszczalno$¢ przekracza 1 g[l. Z drugiej
strony przygotowal roztwory podstawowe w podozu mineralnym lub dodaé substancje chemiczng
bezposrednio do podtoza mineralnego. Postgpowanie ze stabo rozpuszczalnymi substancjami chemicznymi
- patrz zafacznik III, ale w badaniu MITI (Metoda C.4-F), nie stosuje si¢ ani rozpuszczalnikéw ani Srodkéw
emulsyfikujacych.

Material inokulacyjny

Inokulum moze pochodzi¢ z réznych Zrédel: aktywowany osad, Scieki kanalizacyjne (niechlorowane), wody
powierzchniowe i gleby lub ich mieszaniny. Dla badai DOC Die-Away, wydzielania CO, i respirometrii
manometrycznej, jezeli stosowany jest aktywowany osad, powinien by¢ pobrany z oczyszczalni Sciekow i
urzadzen skali laboratoryjnej przyjmujacych gléwnie Scieki domowe. Material inokulacyjny z innych Zrédel,
okazal si¢ dawal bardziej rozproszone wyniki. Dla zmodyfikowane OECD badania przesiewowego i
badania zamknigtej butli potrzebne jest bardziej rozcieiczone inokulum bez klaczkéw osadu i zalecanym
zrodtem jest Sciek drugiego stopnia oczyszczalnia Scickéw domowych lub urzadzen skali laboratoryjnej. Dla
badania MITI inokulum jest otrzymywane z mieszanych Zrddel i opisane jest pod nagléwkiem tego
specyficznego badania.
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1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

1.6.6.

Inokulum z aktywowanych osadow

Zebraé $wiezo pobrang probke aktywowanego osadu z komora napowietrzania oczyszczalni Sciekéw lub
urzadzenia skali laboratoryjnej przerabiajacego gléwnie Scieki domowe. Odrzuci¢ duze czastki, jezeli
konieczne poprzez filtracje przez siatkg o drobnym oczku i utrzymywad napowietrzanie.

Alternatywnie, zsedymentowa¢ lub odwirowa¢ (np. 1 100 rpm, 10 min,) po usunieciu wszystkich duzych
czastek. Odrzuci¢ nadsacz. Mozna przemy¢ osad w podlozu mineralnym. Zawiesi¢ stezony osad w podlozu
mineralnym dla uzyskania stezenia 3-5 g zawiesiny ciat stalych/l i napowietrza¢ do wymaganego momen-
tu.

Osad powinien by¢ pobrany z prawidlowo dzialajacej konwencjonalnej oczyszczalni Sciekéw. Jezeli pobrano
osad z oczyszczalni o wysokiej szybkosci oczyszczania, lub podejrzewa si¢ zawarto$¢ inhibitoréw, nalezy
go przemy¢. Zsedymentowac lub odwirowaé ponownie zawieszony osad po energicznym mieszaniu,
odrzuci¢ nadsgcz i ponownie zawiesi¢ umyty osad w dalszej objgtosci podloza mineralnego. Powtarzal te
procedure do czasu, gdy uzna si¢ iz jest wolny od nadmiaru substratéw lub inhibitoréw.

Po zakoniczeniu ponownego zawieszenia lub niepoddany obrébee osad, odstawi¢ ich probke do momentu
jej uzycia do ustalenia suchej masy ciat stalych w zawiesinie.

Dalszg alternatywa jest homogenizacja aktywowanego osadu (3-5 g zawiesiny cial stalych/l). Rozdrobnié
osad w mechanicznym rozdrabniaczu przy $redniej szybkosci przez 2 minuty. Zsedymentowaé rozdrob-
niony osad przez 30 minut lub dluzej, gdy trzeba, i zdekantowaé ciecz do uzycia jako inokulum przy
szybkosci 10 ml/l podloza mineralnego.

Inne Zrédta inokulum

Mozna je uzyskaé ze Sciekéw drugiego stopnia oczyszczalni $ciekéw lub urzadzer skali laboratoryjnej
przyjmujacych gltownie $cieki domowe. Zebra¢ $wiezg prébke i utrzymywaé napowietrzana w czasie
transportu. Pozwoli¢ osadzi¢ si¢ przez 1 godzing lub przefiltrowal przez gruba bibule filtracyjng i
zatrzymaé zdekantowany wyciek lub jesli wymagane przefiltrowaé z napowietrzaniem. Do 100 ml tego
typu inokulum moze by¢ uzyte na litr podloza.

Nastgpnym Zrodlem inokulum sa wody powierzchniowe. W tym przypadku zebraé prébke z odpowiedniej
wody powierzchniowej, np. rzeki, jeziora i utrzymywaé w napowietrzeniu przez wymagany czas. Jezeli
konieczne, zatgzy¢ inokulum przez filtracje lub odwirowanie.

Wstepne sezonowanie inokulum

Material inokulacyjny moze by¢ wstepnie sezonowany do warunkéw eksperymentalnych, lecz niewstgpnie
adoptowany do badanej substancji. Wstgpne sezonowanie sktada si¢ z napowietrzania aktywowanego osadu
w podlozu mineralnym lub Scieku drugiego stopnia, przez 5-7 dni w temperaturze badania. Wstepne
sezonowanie poprawia czasem precyzje metod badania przez zmniejszenie wartoSci dla Slepej préby.
Uwazane jest za niekonieczne wstgpne sezonowanie inokulum dla metody MITIL.

Kontrole abiotyczne

Gdy wymagane, sprawdzi¢ mozliwa abiotyczng degradacj¢ badanej substancji przez oznaczenie usunigtego
DOC, pobieranie tlenu lub wydzielania ditlenku wegla w sterylnych kontrolach niezawierajacych inokulum.
Sterylizowal za pomoca filtracji przez membrang (0,2-0,45 mikrona) lub przez dodanie odpowiedniej
toksycznej substancji o odpowiednim stezeniu. Jezeli stosuje si¢ filtracje membranowa, pobraé prébki
aseptycznie dla utrzymania sterylno$ci. Chociaz absorpcje badanej substancji wykluczono z goéry, badania
ktére mierza biodegradacj¢ jako usuwanie DOC, szczegolnie dla inokulum aktywowanego osadu, powinny
zawieraé kontrole abiotyczne, zaszczepione i intoksykowane.
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1.6.7.

L.7.1.

Liczba kolb

Liczba kolb w typowym badaniu jest opisana pod nagléwkiem kazdego badania.

Stosuje si¢ nastgpujace typy kolb:

Zawiesina badana: zawierajacych substancje badang i inokulum

Slepa préba inokulum: zawierajace tylko inokulum

Kontrola procedury: zawierajacych substancje odniesienia i inokulum

Kontrola sterylnosci abiotycznej: sterylne, zawierajacych substancj¢ badana(patrzl.6.6)
Kontrola adsorpcji: zawierajacych substancje badang inokulum i $rodek sterylizujacy
Kontrola toksycznosci: zawierajagcych substancje badang substancje odniesienia i inokulum

Obowigzkowe jest by oznaczenia w zawiesinie badanej i w $lepej probie inokulum byly wykonywane
réwnolegle. Wskazane jest wykonywanie oznaczeti w innych kolbach réwniez w oznaczeniach réwnoleg-
tych.

To jednakze niezawsze jest mozliwe. Upewnic sig, ze pobrano wystarczajaca ilo$¢ prébek lub odczytéw do
oceny procentowego usunigcia DOC w 10-dniowym badaniu ,okiennym”.

DANE I OCENA

W obliczeniu DOC, zastosowano procent degradacji, Srednie wartosci zdublowanych pomiaréw parametréw
w obu badanych naczyniach i w $lepej prébie inokulum. Wzory s3 przedstawione w sekcjach ponizej
wlasciwych badan. Przebieg degradacji jest zobrazowany graficznie i badanie 10-dni okno jest wskazane.
Nalezy obliczy¢ i przedstawi¢ w sprawozdaniu usunigcie procentowe uzyskane na koniec 10-dniowego
,okna” i warto$¢ w plateau, lub pod koniec badania, w zaleznosci od tego, co jest odpowiednie.

W badaniach respirometrycznych zwiazki zawierajgce azot moga wplywal na pobieranie tlenu z powodu
nitryfikacji (patrz zafacznik I i V).

Degradacja zmierzona za pomoca oznaczenia DOC

Procentowy degradacje D przy kazdym czasie pobierania probki nalezy obliczy¢ oddzielnie dla kolb
zawierajacych substancje badang stosujac Srednie wartosci zdublowanych pomiaréw DOC w celu oszaco-
wania waznosci badania (patrz 1.5.2.). Oblicza si¢ to stosujac nastepujace réwnanie:

C - Cbt
Di=(1- 100
' ( Co - Cbo .

gdzie:

D, = % degradacji w czasie t,

C, = Srednie poczatkowe stezenie DOC w zaszczepionym podlozu kultury zawierajgcym substancje
badang (mg DOCY)),

C, = Srednie stezenie DOC w zaszczepionym podtozu kultury zawierajgcym substancje badang w czasie
t (mg DOC/l),

C, = Srednie poczatkowe stezenie DOC w zaszczepionym podloze mineralnym $lepej proby (mg
DOCY),

C, = Srednie stezenie DOC w zaszczepionym podiozu mineralnym $lepej proby w czasie t (mg DOCI).

Wszystkie stezenia sa mierzone eksperymentalnie.
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1.7.2.

1.7.3.

Degradacja mierzona w pojeciu wlasciwej analizy

Gdy dostgpne sa dane z wlasciwej analizy, mozna obliczy¢ pierwotng biodegradacje z:

Sy - S
Dl:%xloo

b

gdzie:

D, = % degradacja w czasie t, zwykle 28 dni,

S, = ilo$¢ pozostatosci substancji badanej w zaszczepionym podiozu na koniec badania (mg),

S, = ilos¢ pozostalosci substancji badanej w badaniu $lepej préby woda/podioze do ktérego dodano

tylko substancj¢ badang (mg).
Abiotyczna degradacja

Gdy stosuje si¢ kontrole sterylng abiotyczna, obliczy¢ procentowa abiotyczng degradacje stosujac

Cs o) — Cs
% abiotyczna degradacja = % x 100
s(0)

gdzie
Cyy = DOC stezenie w sterylnej kontroli w dniu 0
C,, = DOC stezenie w sterylnej kontroli w dniu t

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

W miar¢ mozliwosci, sprawozdanie z badan zawiera nastgpujace elementy:

— badana i chemiczne substancje odniesienia, i ich czystos¢;

— warunki badania;

— inokulum: natura i miejsce probkowania(-1), stezenie i wszystkie operacje przygotowania wstepnego;
— proporcja i charakter odpadu przemystowego obecnego w Scieku jesli znany;

— czas trwania badania i temperatura;

— w przypadku stabo rozpuszczalnych badanych substancji, zastosowane operacje;

— zastosowana metoda badania; dla kazdej zmiany procedury nalezy podal przyczyny uzasadnione
naukowo i uzasadnienie;

— arkusz danych;

— wszystkie obserwowane zjawiska inhibicji;

— wszystkie obserwowane abiotyczne degradacje;

— dane whasciwej analizy chemicznej, jesli dostepne;
— dane analityczne etapéw posrednich, jesli dostepne;

— wykres procentowy degradacji w stosunku do czasu dla substancji badanych i odniesienia; fazy
opéznienia, fazy degradacji, 10-dniowe ,okno” oraz nachylenie wykresu nalezy wyraznie wskazaé
(zalacznik ). Jezeli badanie odpowiadalo kryteriom waznosci, mozna uzy¢ do wykresu Sredni procent
degradacji w kolbach zawierajacych substancje badana.

— procentowe usunigcie po 10-dniach ,okna”, i w plateau lub na koniec badania.
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CZESC 1. BADANIE DOC METODA, , DIE-AWAY” (Metoda C.4-A)

IL1.

I1.2.

I1.2.1.

11.2.2.

11.2.3.

11.2.4.

ZASADA METODY

Zmierzong objeto$¢ zaszczepionego podloza mineralnego zawierajacego znane stezenie substancji badanej
(10-40 mg DOC/]) jako pojedyncze nominalne Zrédto wegla organicznego napowietrza si¢ w ciemnosci lub
w rozproszonym $wietle w 22 £ 2 °C.

Postepujaca degradacje okresla si¢ analizg DOC w czgstych przedzialach czasowych przez 28 dni. Stopien
biodegradacji jest obliczany przez wyrazenie stezenia usunigtego DOC (skorygowanego do tego ze Slepej
préby inokulum w kontroli) jako procent stezenia obecnego poczatkowo. Stopieri pierwotnej biodegradacji
moze by¢ takze obliczony z dodatkowych analiz chemicznych wykonanych na poczatku i pod koniec
inkubacji.

OPIS METODY
Przyrzad

a) Kolby stozkowe, np. 250 ml do 21, w zaleznosci od objeto$ci wymaganej dla analizy DOG;

=

Wytrzgsarka do akomodacji kolb stozkowych, albo z automatyczna kontrolg temperatury albo uzywang
w stalej temperaturze pokojowej, oraz wystarczajgca moc dla utrzymania aerobowych warunkow we
wszystkich kolbach;

Ke¥

Przyrzad filtracyjny z odpowiednimi membranami;

Analizator DOC;

&

&

Przyrzad dla oznaczania rozpuszczonego tlenu;

f) Wiréwka.
Przygotowanie podloza mineralnego
W celu przygotowania roztworéw podstawowych, patrzl.6.2.

Zmiesza¢ 10 ml roztworu (a) z 800 ml wody rozcienczajacej, doda¢ 1 ml roztworu (b) do (d) i dopeni¢
do 11 woda rozcieficzajaca.

Przygotowanie wstepne inokulum

Inokulum moze by¢ otrzymane z réznych Zrddel: aktywowany osad; $cieki kanalizacyjne; wody powierz-
chniowe; gleb lub z mieszaniny tu wymienionych.

Patrz 1.6.4., 1.6.4.1., 1.6.4.2. 1 1.6.5.
Przygotowanie kolb

Jako przyklad, wprowadzi¢ porcje 800 ml podloza mineralnego do 21 kolb stozkowych i doda¢
wystarczajace objetosci roztwordw podstawowych substancji badanej i odniesienia do oddzielnych kolb
dla uzyskania stgzenia réwnowaznika chemicznego do 10-40 mg DOC/l. Sprawdzi¢ warto$¢ pH i ustawic,
gdy konieczne do 7,4. Przygotowaé material inokulacyjny w kolbach z aktywowanym osadem lub innym
zrodtem inokuli (patrz 1.6.4.), do uzyskania stezenia koncowego wigkszego niz 30 mg zawiesiny ciat
statych/litr. Przygotowal takze kontrole inokulum w podiozu mineralnym lecz bez badanej substangji i
chemicznej substancji odniesienia.

Jesli wymagane, uzy¢ jedno naczynie dla sprawdzenia mozliwych dziatan inhibicyjnych substancji badanej
przez inokulagje roztworu zawierajacego w podlozu mineralnym, poréwnywalne stezenia substancji tak
badanej, jak i chemicznej substancji odniesienia.

Takze jezeli jest to wymagane, ustawi¢ nastgpna sterylng kolbe dla sprawdzenia czy badana substancja
degraduje si¢ abiotycznie, uzywajac niezaszczepiony roztwoér substancji chemicznej (patrz 1.6,6.).
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I.2.5.

11.2.6.

I.3.

11.3.1.

1.3.2.

11.3.3.

Dodatkowo, jezeli podejrzewa si¢ Ze badana substancja zostanie zaabsorbowana znaczaco w szkle, osadzie
itp., wykona¢ wstepng oceng¢ prawdopodobnego wzrostu absorpcji, a zatem przydatnosci badania dla
substancji chemicznej (patrz tabela 1). Nastawi¢ kolby zawierajace substancje badang, inokulum i $rodek
sterylizujacy.

Dopehié¢ objetos¢ we wszystkich kolbach do 1 1 podiozem mineralnym i, po wymieszaniu, pobraé¢ probke
z kazdej kolby do oznaczenia poczatkowego stezenia DOC (patrz zalacznik I1.4). Przykry¢ otwory kolb np.
aluminiowg folig, w taki sposéb by umozliwi¢ swobodng wymiane powietrza miedzy kolbg i otaczajaca
atmosferg. Nastepnie wlozy¢ naczynia do wytrzgsarki celem rozpoczecia badania.

Liczba kolb w typowym przebiegu
Kolby 1 i 2: Zawiesina badana

Kolby 3 i 4: Slepa préba inokulum
Kolba 5: Kontrola procedury

Zalecane oraz gdy konieczne:

Kolba 6: Kontrola sterylnosci abiotycznej
Kolba 7: Kontrola adsorpcji

Kolba 8: Kontrola toksycznosci

Patrz takze 1.6.7.

Przeprowadzenie badania

Poprzez cale badanie oznaczal stezenia DOC w kazdej kolbie duplikatu w znanych odstgpach czasu,
wystarczajaco czgsto, by mozna bylo oznaczy¢ 10-dniowe ,o0kno” i usunigcie procentowe na koniec 10-
dniowego ,okna”. Pobra¢ tylko minimalng objgtos¢ zawiesiny badanej konieczna dla kazdego oznaczenia.

Przed pobieraniem probek zmniejszy¢ straty parowania z kolb przez dodanie wody rozcieficzajacej (1.6.1)
w wymaganej ilosci, jesli konieczne. Zamieszaé energicznie podloze kultury przed pobraniem probki i
upewni¢ si¢ ze material przylegajacy do $cianek naczynia jest rozpuszczony lub zawieszony, przed
pobieraniem prébek. Przefiltrowaé przez filtr membranowy lub odwirowal (patrz zalacznik 11.4) natych-
miast po pobraniu probek. Analizowal odfiltrowane lub odwirowane prébki tego samego dnia, w innym
razie przechowaé w 2-4 °C przez maksimum 48 godzin, lub w nizszej temperaturze - 18 °C przez czas

dluzszy.
DANE I SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
Obrébka wynikéow

Obliczy¢ procentowy degradacje w czasie t jak podano w 17.1. (oznaczanie DOC) i do wyboru, wedlug
1.7.2. (wlaSciwa analiza).

Zapisa¢ wszystkie wyniki na dolaczonych arkuszach danych.
Wazno$¢ wynikow

Patrz 1.5.2.

Sporzadzanie sprawozdania

Patrz 1.8.
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11.4.

ARKUSZ DANYCH
Przyktad arkusza danych podano ponizej.
BADANIE DOC METODA ,DIE-AWAY”
1. LABORATORIUM
2. DATA ROZPOCZECIA BADANIA
3. SUBSTANCJA BADANA
Nazwa:
Stezenie roztworu podstawowego:... mgfl jako substancja chemiczna
Poczgtkowe stezenie w podlozu, t,:... mgfl jako substancja chemiczna
4. INOKULUM
Zrodto:
Poddano traktowaniu:
Wstepne sezonowanie, jesli wykonano:
Stezenie zawiesiny cial stalych w mieszaninie reakcyjnej:... mgl

5. OZNACZENIA WEGLA

Analizator wegla:

DOC po n dniach (mg/1)
Kolba nr
nl nZ n3
al
1 a,
Badana substancja a, $rednia C_
chemiczna plus ino-
kulum b,
2 b,
b, $rednia Co
Cl
3 c,
¢, $rednia Co
‘ , d,
Slepa proba inoku-
lum bez badanej q
substangji 4 2
d, $rednia C "
Cen +Cy
Coiyy = M
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6. OCENA DANYCH PIERWOTNYCH

% degradacja po n dniach
Kolba nr
0 n, n, n,
Cyn - C
Dl:(l,u)xmo
1 Cato) = Ghl(o) 0
Cpy — C
Dzz(l—M> %« 100
2 Cp(o) = Chi(o) 0
D, -D,
Srednia’ D= 2 0

() "D, iD, nie nalezy usredniac jesli znacznie si¢ réznig.

Uwaga: podobne arkusze mozna uzy¢ dla chemicznej substancji odniesienia i kontroli toksycznosci.

7. KONTROLA ABIOTYCZNA (do wyboru)

Czas (dni)

trola sterylnosci

DOC cone, (mg/1) kon- C,

Cso) = C
% abiotyczna degradacja = M x 100
s(0)

8. WEASCIWA ANALIZA CHEMICZNA (do wyboru)

ilo$¢ pozostalosci badanej substancji
na koniec badania (mg/1)

% pierwotna degradacja

Kontrola sterylnosci S,
Zaszczepione podloze badaw- S, Sp — Sa % 100
cze S,

CZFtS’(f III. ZMODYFIKOWANE BADANIE PRZESIEWOWE OECD (Metoda C.4-B)

IL1.

ZASADA METODY

Zmierzong objeto$¢ podloza mineralnego zawierajace znane stezenie substancji badanej (10-40 mg
DOC/litr) jako nominalne pojedyncze zrédto wegla organicznego, zaszczepiono za pomocg 0,5 ml wycieku
na litr podioza. Mieszaning napowictrza si¢ w ciemnosci lub w rozproszonym $wietle w 22 £ 2 °C.

Postepujaca degradacje okresla si¢ analiza DOC w czgstych przedziatach czasowych przez 28 dni. Stopient
biodegradacji jest obliczany przez wyrazenie stezenia usunigtego DOC (skorygowanego do tego ze Slepej
préby inokulum w kontroli) jako procent st¢zenia obecnego poczatkowo. Stopieri pierwotnej biodegradacji
moze by¢ takze obliczony z dodatkowych analiz chemicznych wykonanych na poczatku i pod koniec

inkubacji.
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1I1.2.

11.2.1.

I1.2.2.

11.2.3.

111.2.4.

OPIS METODY

Przyrzad

a) Kolby stozkowe, np. 250 ml do 2 1, w zaleznosci od objeto$ci wymaganej dla analizy DOG;

b) Wytrzasarka do akomodacji kolb stozkowych, albo z automatyczng kontrola temperatury albo uzywang
w stalej temperaturze pokojowej, oraz wystarczajaca moc dla utrzymania aerobowych warunkéw we
wszystkich kolbach;

¢) Przyrzad filtracyjny z odpowiednimi membranami;

d) Analizator DOG;

e) Przyrzad dla oznaczania rozpuszczonego tlenu;

f) Wiréwka.

Przygotowanie podloza mineralnego

W celu przygotowania roztworéw podstawowych, patrz 1.6.2.

Zmiesza¢ 10 ml roztworu (a) z 80 ml wody rozcienczajacej, doda¢ 1 ml roztworu (b) do (d) i dopeni¢ do
1 litra wodg rozcienczajaca.

Niniejsza metoda wykorzystuje tylko 0,5 ml wycieku/litr jako inokulum i dlatego podloze moze wymagaé
wzmocnienia $ladowymi pierwiastkami i czynnikami wzrostu. Wykonuje si¢ to przez dodanie 1 ml
kazdego z nastepujacych roztwordw, na litr koficowego podioza:

Roztwér pierwiastkow $ladowych:

Siarczan manganu tetrawodny, MnSO,. 4H,0 39,9 mg
Kwas borowy, H.BO, 57,2 mg
Siarczan cynku heptawodny, ZnSO,. 7H,0 42,8 mg
Heptamolibdenian amonu (NH,), Mo.O,, 34,7 mg
Fe-chelata (FeCl)kwasu etylenodiaminotetraoctowego) 100,0 mg

Rozpusci¢ w, i dopelni¢ do 1 000 ml wodg rozcieficzajaca

Roztwoér witaminowy:

Ekstrakt drozdzy 15,0 mg

Rozpusci¢ ekstrakt drozdzy w 100 ml wody. Sterylizowal przez przepuszczenie przez membrang 0,2
mikrona, lub przygotowal na $wiezo.

Przygotowanie wstepne inokulum

Inokulum moze by¢ otrzymane z $ciekéw drugiego stopnia oczyszczalni $ciekéw lub urzadzen skali
laboratoryjnej przyjmujacych glownie Scieki domowe (patrz 1.6.4.2. i 1.6.5.)

Stosuje si¢ 0,5 ml na litr podloza mineralnego.
Przygotowanie kolb

Jako przyktad, wprowadzi¢ porcje 800 ml podioza mineralnego do 2 litrowych kolb stozkowych i dodaé
wystarczajace objetosci roztworéw podstawowych substancji badanej i odniesienia do oddzielnych kolb dla
uzyskania stezenia rownowaznika chemicznego do 10-40 mg DOC/L. Sprawdzi¢ warto$¢ pH i ustawié, gdy
konieczne do 7,4. Zaszczepi¢ kolby wyciekiem Sciekowym 0,5 mlflitr (patrz 1.6.4.2). Przygotowaé takze
kontrole inokulum w podlozu mineralnym lecz bez badanej substancji i chemicznej substancji odniesienia.

Jesli wymagane, uzy¢ jedno naczynie dla sprawdzenia mozliwych dziatan inhibicyjnych substancji badanej
przez inokulacje roztworu zawierajacego w podlozu mineralnym, poréwnywalne stezenia substancji tak
badanej, jak i chemicznej substancji odniesienia. Takze jezeli jest to wymagane, ustawi¢ nastgpna sterylng
kolbe¢ dla sprawdzenia czy badana substancja degraduje si¢ abiotycznie, uzywajac niezaszczepiony roztwor
substancji chemicznej (patrz 1.6,6.).
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I1.2.5.

111.2.6.

IIL.3.

1L.3.1.

11.3.2.

111.3.3.

Dodatkowo, jezeli podejrzewa si¢ Ze badana substancja zostanie zaabsorbowana znaczaco w szkle, osadzie
itp., wykona¢ wstepng oceng¢ prawdopodobnego wzrostu absorpcji, a zatem przydatnosci badania dla
substancji chemicznej (patrz tabela 1). Nastawi¢ kolby zawierajace substancje badang, inokulum i $rodek
sterylizujacy.

Dopehi¢ objetos¢ we wszystkich kolbach do 1 litra podfozem mineralnym i, po wymieszaniu, pobraé
probke z kazdej kolby do oznaczenia poczatkowego stezenia DOC (patrz zalgcznik I1.4). Przykry¢ otwory
kolb np. aluminiowa folig, w taki sposéb by umozliwi¢ swobodng wymiane powietrza miedzy kolbg i
otaczajacg atmosferg. Nastepnie wlozy¢ naczynia do wytrzasarki celem rozpoczecia badania.

Liczba kolb w typowym przebiegu
Kolby 1 i 2: Zawiesina badana

Kolby 3 i 4: Slepa préba inokulum
Kolba 5: Kontrola procedury

i zalecane oraz gdy konieczne:

Kolba 6: Kontrola sterylnosci abiotycznej
Kolba 7: Kontrola adsorpcji

Kolba 8: Kontrola toksycznosci

Patrz takze 1.6.7.

Przeprowadzenie badania

Poprzez cale badanie oznaczal stezenia DOC w kazdej kolbie duplikatu w znanych odstgpach czasu,
wystarczajaco czgsto, by mozna bylo oznaczy¢ 10-dniowe ,okno” i usunigcie procentowe na koniec 10-
dniowego ,okna”. Pobra¢ tylko minimalng obj¢tos¢ zawiesiny badanej konieczna dla kazdego oznaczenia.

Przed pobieraniem probek zmniejszy¢ straty parowania z kolb przez dodanie wody rozcieficzajacej (1.6.1)
w wymaganej ilosci, jesli konieczne. Zamieszaé energicznie podloze kultury przed pobraniem probki i
upewni¢ si¢ ze material przylegajacy do $cianek naczynia jest rozpuszczony lub zawieszony, przed
pobieraniem prébek. Przefiltrowaé przez filtr membranowy lub odwirowal (patrz zalacznik 11.4) natych-
miast po pobraniu probek. Analizowal odfiltrowane lub odwirowane prébki tego samego dnia, w innym
razie przechowaé w 2-4 °C przez maksimum 48 godzin, lub w nizszej temperaturze - 18 °C przez czas

dluzszy.
DANE AND SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
Obrébka wynikéw

Obliczy¢ procentows degradacje w czasie t jak podano w 1.7.1. (oznaczanie DOC) i, do wyboru, pod 1.7.2.
(whasciwa analiza).

Zapisa¢ wszystkie wyniki na dolaczonych arkuszach danych.
Wazno$¢ wynikow

Patrz 1.5.2.

Sporzadzanie sprawozdania

Patrz 1.8.
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111.4.

ARKUSZ DANYCH
Przyktad arkusza danych podano ponizej.
ZMODYFIKOWANE OECD BADANIE PRZESIEWOWE
1. LABORATORIUM
2. DATA ROZPOCZECIA BADANIA
3. SUBSTANCJA BADANA
Nazwa:
Stezenie roztworu podstawowego: mg/litr jako substancja chemiczna
Poczatkowe stezenie w podlozu, t: mgflitr jako substancja chemiczna
4. INOKULUM
Zrodto:
Poddano traktowaniu:
Wstepne sezonowanie, jesli wykonano:
Stezenie zawiesiny cial stalych w mieszaninie reakcyjnej: mg|l

5. OZNACZENIA WEGLA

Analizator wegla:

DOC po n dniach (mg/1)
Kolba nr
nl nZ n3
al
1 a,
Badana substancja a, $rednia C_
chemiczna plus ino-
kulum b,
2 b,
b, $rednia Co
Cl
3 c,
¢, $rednia Co
‘ , d,
Slepa proba inoku-
lum bez badanej q
substangji 4 2
d, $rednia C "
Cen +Cy
Coiyy = M
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6. OCENA DANYCH PIERWOTNYCH

% degradacja po n dniach

Kolba nr
0 n, n, n,
Gy — Cb](t))
Di=|1-——=] x100
1 ! ( Cato) = Ghl(o) 0
Coy — Cbl(t))
Dy=|1-——>] x100
2 : ( Coi0) = Coio) 0
D, -D;
Srednia () - 0

() D, iD, nie mogg by¢ usredniane jezeli znacznie si¢ réznia.

Uwaga: podobne arkusze mozna stosowa¢ dla chemicznej substancji odniesienia i kontroli toksycznosci.

7. KONTROLA ABIOTYCZNA (do wyboru)

Czas (dni)

DOC cone, (mg/l) kontrola
sterylnosci

% abiotyczna degradacja =

8. WLASCIWA ANALIZA CHEMICZNA (do wyboru)

G0 =G0 & 100
Cs(o)

ilo$¢ pozostalosci badanej substancji
na koniec badania (mg/1)

% pierwotna degradacja

Kontrola sterylnosci S,
Zaszczepione podloze badaw- S, Sp — Sa % 100
cze )
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CZESC IV. BADANIE WYDZIELANIA CO, (Metoda C.4-C)

IV.1.

V.2,

IV.2.1.

IV.2.2.

IV.2.3.

IV.2.4.

ZASADA METODY

Zmierzong objeto$¢ zaszczepionego podloza mineralnego zawierajgcego znane stezenie badanej substancji
(10-20 mg DOG lub TOC/l) jako nominalne pojedyncze zrédto wegla organicznego jest napowietrzane
przez przepuszczanie powietrza wolnego od ditlenku wegla z kontrolowana szybkoscia w ciemnosci lub
rozproszonym $wietle. Degradacja jest prowadzona przez 28 dni przez oznaczanie wytwarzanego ditlenku
wegla, ktory jest pochlaniany w wodorotlenku sodowym lub barowym i mierzony za pomoca miareczko-
wania pozostalego wodorotlenku lub jako nieorganiczny wegiel. Ilo$¢ ditlenku wegla wydzielonego z
badanej substancji (skorygowana dla tej uzyskanej ze $lepej proby inokulum) jest wyrazana jako procent
ThCO,. Stopien biodegradacji mozna takze obliczy¢ z dodatkowej analizy DOG wykonanej na poczatku i
koricu inkubacji.

OPIS METODY

Przyrzad

a) Kolby, 2-5 litra, kazda zaopatrzona w rurke napowietrzajaca siggajaca blisko dna naczynia i w wylot;
b) Mieszadla magnetyczne przy ocenie stabo rozpuszczalnych substancji chemicznych;

¢) butle absorpcji gazu;

d) Urzadzenia do kontroli i pomiaru przeplywu powietrza;

e) Przyrzad do przemywania ditlenku wegla, dla przygotowania powietrza wolnego od ditlenku wegla;
alternatywnie mieszanina tlenu i azotu wolnych od ditlenku wegla z butli gazowych, uzywane w

prawidowej proporcji (20% 0,:80% N.);

f) Przyrzad do oznaczania ditlenku wegla, albo miareczkowaniem albo jedna z postaci analizatora wegla
nieorganicznego;

g) Urzadzenie filtracji membranowej (do wyboru);

=

Analizator DOG (do wyboru).

Przygotowanie podloza mineralnego

W celu przygotowania roztworéw podstawowych, patrz 1.6.2.

Zmiesza¢ 10 ml roztworu (a) z 800 ml wody rozcienczajacej, doda¢ 1 ml roztworu (b) do (d) i dopehic¢
do 11 wodg rozcienczajaca.

Przygotowanie wstepne inokulum

Inokulum mozna otrzymaé z réznych zZrédel: aktywowany osad; Scieki kanalizacyjne; wody powierzchnio-
we; gleby lub z mieszaniny tu wymienionych.

Patrz 1.6.4., 1.6.4.1., 1.6.4.2. i 1.6.5.

Przygotowanie kolb

Przykladowo wskazano nastepujace objetosci i wagi dla 5 litrowych kolb zawierajacych 3 litry zawiesiny.
Jezeli uzywa si¢ mniejszych objetosci, nalezy je odpowiednio zmodyfikowaé, ale nalezy zapewnié ze
utworzony ditlenek wegla zostanie zmierzony dokladnie.

Do kazdej 5 litrowej kolby doda¢ 2 400 ml podloza mineralnego. Dodaé odpowiednia objgtos¢ przy-
gotowanego aktywowanego osadu (patrz 1.6.4.1. i 1.6.5) dla otrzymania stezenia zawiesiny cial stalych
niewigkszego niz 30 mg/l w koficowej 3-litrowej zaszczepionej mieszaninie.



460

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

13/t 11

IV.2.5.

IV.2.6.

Alternatywnie, rozcieniczy¢ wpierw przygotowany osad do uzyskania zawiesiny 500-1 000 mg/l w podtozu
mineralnym przed dodaniem podwielokrotnosci do zawartosci 5 litrowej kolby, dla uzyskania stezenia 30
mg/l; zapewnia to wigksza dokladno$¢. Mozna uzy¢ innych Zrédet inokulum (patrz 1.6.4.2.).

Napowietrzaé te zaszczepione mieszaniny powietrzem wolnym od ditlenku wegla przez noc celem
przeplukania systemu z ditlenku wegla.

Dodaé badany material oraz substancje odniesienia oddzielnie, jako znang objeto$¢ roztworéw podstawo-
wych, do replikowanych kolb dla uzyskania stezen wnoszacych udzial przez dodane substancje chemiczne,
10 do 20 mg DOC lub TOC/l; pozostawic¢ kilka kolb bez dodawania substancji chemicznych jako kontrole
inokulum. Doda¢ badane stabo rozpuszczalne substancje bezposrednio do kolb na podstawie masy lub
objetosci lub postepowac jak opisano w zalgczniku III.

Jezeli wymagane, uzy¢ jedna kolbe do sprawdzenia mozliwego dzialania inhibicyjnego badanej substancji
przez dodanie zaréwno badanej jak i substancji odniesienia, w tych samych stezeniach jak obecne w innych
kolbach.

Takze, jezeli wymagane, uzy¢ sterylnej kolby do sprawdzenia czy badana substancja jest degradowana
abiotycznie przez uzycie niezaszczepionego roztworu substancji chemicznej (patrz 1.6.6.). Sterylizowad
przez dodanie substancji toksycznej o odpowiednim stezeniu.

Dopehié¢ objetosci zawiesin we wszystkich kolbach do 31 dodajac podtoze mineralne uprzednio napowie-
trzone powietrzem wolnym od CO,. Jako alternatywa, mozna pobra¢ probki do analizy DOC (patrz
zalgeznik 114.) iflub wlasciwej analizy. Podlaczy¢ butle absorpcyjne do wylotéw powietrza kolb.

Jezeli uzywany jest wodorotlenek baru, polaczy¢ trzy butle absorpcyjne, kazda zawierajaca 100 ml 0,0125
M roztworu wodorotlenku baru, w seriach do kazdej 5-litrowej kolby. Roztwér musi by¢ wolny od
wytraconych siarczanéw oraz weglandw i jego stezenie musi by¢ oznaczone bezposrednio przed uzyciem.
Jezeli uzywa si¢ wodorotlenek sodu, podlaczy¢ dwie pulapki, druga dziala jako kontrola pokazania ze caly
ditlenek wegla zostal zaabsorbowany w pierwszej. Butle absorpcyjne wyposazone w zamknigcia typu
kropléwkowego sa odpowiednie. Doda¢ 200 ml 0,05 M wodorotlenku sodu do kazdej butli, ktéra jest
odpowiednia do zaabsorbowania calkowitej ilosci ditlenku wegla wydzielonego po catkowitej degradacji
badanej substancji. Roztwory wodorotlenku sodu, nawet $wiezo przygotowane moga zawicral Slady
weglanéw; jest to korygowane przez odjecie weglanéw ze Slepej proby.

Liczba kolb w typowym przebiegu
Kolby 1 i 2: Zawiesina badana

Kolby 3 i 4: Slepa préba inokulum
Kolba 5: Kontrola procedury

oraz zalecane i gdy konieczne:

Kolba 6: Kontrola sterylnosci abiotycznej
Kolba 7: Kontrola toksycznosci

Kolba 8: Kontrola toksycznosci

Patrz takzel.6.7.

Przeprowadzenie badania

Rozpoczaé badanie przez wpuszczenie pecherzykow powietrza wolnego od ditlenku wegla przez zawiesiny
z szybkoscia 30-100 ml/min. Pobiera¢ probki absorbenta ditlenku wegla okresowo do analiz na zawarto§é
CO,. W trakcie pierwszych dziesieciu dni, zalecane jest by analizy byly wykonywane co drugi lub trzeci
dzien, a nastgpnie co piaty, az do 28 dnia, tak by okres 10-dniowego okna byt zidentyfikowany.

W dniu 28, pobra¢ prébki (do wyboru) do analizy DOC iflub wiasciwej analizy, pomierzy¢ pH zawiesin i
doda¢ 1 ml stezonego kwasu solnego do kazdej kolby; napowietrzaé przez noc do wypedzenia ditlenku
wegla obecnego w badanych zawiesinach. Dnia 29 wykona¢ analize wydzielonego ditlenku wegla.
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IV.3.

IV.3.1.

W dniu pomiaru CO,, rozlaczy¢ absorber wodorotlenku baru najblizszy kolby i zmiareczkowaé roztwor
wodorotlenku za pomocg HCl 0,05 M stosujgc fenoloftaleing jako wskaznik. Przesunaé pozostate absorbery
0 jedno miejsce blizej kolby i umiescié nowy absorber zawierajgcy 100 ml $wiezego 0,0125 M
wodorotlenku baru na dalszym kofcu serii. Wykona¢ miareczkowania wedlug potrzeby, na przyklad, gdy
podstawowe stracenie jest widoczne w pierwszej pulapce i przed straceniem w drugim, lub co najmniej co
tydzien. Alternatywnie, z NaOH jako absorbentem, pobra¢ strzykawka malg probke (w zaleznosci od
charakterystyki stosowanego analizatora wegla) roztworu wodorotlenku sodu z absorbera najblizszego
kolbie. Wstrzykna¢ probke do czeéci IC analizatora wegla do bezposredniej analizy wydzielonego ditlenku
wegla.

Analizowa zawarto§¢ drugiej pulapki tylko na koniec badania dla skorygowania przenoszenia ditlenku
wegla.

DANE I SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
Obrébka wynikéow
llo$¢ CO, zatrzymana w absorberze przy miareczkowaniu jest dana przez:

mgCO, = (100 x C, 0,5 x V x C,) x 44

gdzie:

V= objetos¢ HCl uzytego do miareczkowania 100 ml w absorberze (ml),
C, = stezenie roztworu wodorotlenku baru (M),

C, = stezenie roztworu kwasu solnego (M),

jesli C, wynosi 0,0125 M i C, jest 0,05 M, miareczkowanie 100 ml wodorotlenku baru daje 50 ml, a waga
CO, jest dana przez:

,0
OTS x 44 x ml HCl miareczkujacego = 1.1 x ml HCl

Zatem, w tym przypadku, dla przeliczenia objetosci HCl miareczkujgcego na wytworzone miligramy CO,
wspotczynnik wynosi 1,1. Y

Obliczy¢ wagi wytworzonego CO, z samego inokulum oraz z inokulum plus badana substancja uzywajac
odnosne warto$ci miareczkowania, a réznica jest waga CO, wytworzonego przez samg badang substancje.

Przyktadowo, jezeli samo inokulum daje zmiareczkowane 48 ml oraz inokulum plus badana substancja
daje 45 ml,

CO, z inokulum = 1,1 x (50-48) = 2,2 mg
CO, z inokulum plus badana substancja = 1,1 x (50-45) = 5,5 mg
Zatem waga CO, wytworzonego z badanej substancji wynosi 3,3 mg.

Procentowa biodegradacja jest obliczana z:

mg CO, wytworz x 100
ThCO; x mg dodanej substancji badanej

% degradacja =

lub,

mgCO, wytwrozory x 100
mg TOC dodanego w badaniu x 3,67

% degradacja =

3,67 istniejacy wspolczynnik konwersji (44/12) wegla do ditlenku wegla.
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IV.3.2.

IV.3.3.

V4.

Uzyskal procentowa degradacje po kazdym przedziale czasu przez dodanie stosunkéw procentowych
warto$ci ThCO, obliczonych dla kazdego z dni, do czasu w ja zmierzono.

Dla absorberéw z wodorotlenkiem sodu, obliczy¢ ilos¢ wytworzonego ditlenku wegla, wyrazajac jako IC
(mg), przez pomnozenie stezenia IC w absorbencie przez objetos¢ absorbenta.

Obliczy¢ procentowa degradacje z:

mg IC z badanej kolby - mg IC zeSlepej proby o

% ThCO, =
¥ : mg TOC dodanego jako substancja badana

100

Obliczy¢ usunigcie DOC (do wyboru) jak opisano pod L7. Zapisa¢ te i wszystkie inne wyniki na
przygotowanych arkuszach danych.

Wazno$¢ wynikéw

Zawarto$¢ IC zawiesiny badanej substancja w podtozu mineralnym na poczatku badania musi by¢ mniejsza
niz 5% wartosci TC, a calkowite wydzielanie CO, w $lepej probie z inokulum na koncu badania nie
powinna zwykle przekracza¢ 40 mg/l podioza. Jezeli uzyskuje si¢ wartosci wyzsze niz 70 mg CO,[litr,
dane i technika eksperymentalna muszg by¢ krytycznie przebadane.

Patrz takze 1.5.2.
Sporzadzanie sprawozdania
Patrz 1.8.
ARKUSZ DANYCH
Przyktad arkusza danych podano ponizej.
BADANIE WYDZIELANIA DITLENKU WEGLA
1. LABORATORIUM
2. DATA ROZPOCZECIA BADANIA
3. SUBSTANCJA BADANA
Nazwa:
Stezenie roztworu podstawowego: mgllitr jako substancja chemiczna
Wstepne stezenie. w podtozu: mg/litr jako substancja chemiczna
Calkowity C dodany do kolby: mg C
ThCO,: mg CO,
4. INOKULUM
Zrédto:
Poddano traktowaniu:
Przygotowanie wstepne o ile stosowano:

Stezenie zawiesiny cial stalych w mieszaninie reakcyjnej: mg/litr
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5. WYTWARZANIE DITLENKU WEGLA I DEGRADOWALNOSC

Metoda: Ba(OH) /NaOH/inne

CO, utworzone- CO,utworzonego CO, utworzony ThCO,
go w badaniu w $lepej probie bi
(mg) (mg) oo () zbiorczo CO
s 8 (badanie minus 2 100
Czas $rednia Slepej ThCO,
(dziefi) 1 3 proby)
$rednia Srednia
2 4 1 2 1 2 $rednia
0
nl
nZ
n}
28

Uwaga: podobne arkusze moga by¢ uzywane dla chemicznej substancji odniesienia i kontroli toksycznosci

6. ANALIZA WEGLA (do wyboru)

Analizator wegla:

Czas (dzien) Slepa préba mgl Badana substancja chemiczna mg/[1
0 Cbto) Co
28 () C C

bit)

t

() lub w konicu inkubacji

% DOC usunietego = (1 -

7. DEGRADACJA ABIOTYCZNA (do wyboru)

% abiotycznej degradacji =

M) % 100
Co - Cb(o)

CO, — CO; utworzonego w kolbie (starlite)po 28 dniach(mg)

x 100

ThCO; (mg)
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CZF¢S’C’ V. BADANIE RESPIROMETRII MANOMETRYCZNE] ( Metoda C.4.D)

V.1.

V2.

V.2.1.

V.2.2.

V.2.3.

V.2.4.

ZASADA METODY

Zmierzona objeto$¢ zaszczepionego podioza mineralnego, zawierajacego znane stezenie badanej substancji
(100 mg/litr substancji badanej, dajaca co najmniej 50-100 mg ThOD/litr) jako nominalnego pojedynczego
zrodla wegla organicznego, jest mieszana w zamknigtej kolbie w stalej temperaturze (+ 1° C lub blizej) do
28 dnia wlgcznie. Zuzycie tlenu jest oznaczane albo przez pomiary iloSci tlenu (wytwarzanego elektroli-
tycznie) wymaganego do utrzymania stalej objetosci gazu w kolbie respirometru, lub przez zmiang w
objetosci lub ci$nieniu (lub w kombinacji dwdch) w aparacie. Wydzielany ditlenek wegla jest absorbowany
w roztworze wodorotlenku potasu lub w innym odpowiednim absorbencie. Ilo§¢ tlenu pobrana przez
badang substancje (skorygowana o pobdr w Slepej prébie z inokulum, biegnacej réwnolegle) jest wyrazana
jako stosunek procentowy ThOD lub COD. Alternatywnie, pierwotna biodegradacja moze by¢ takze
obliczona z dodatkowych wiasciwych analiz wykonanych na poczatku i koricu inkubacji, i ostatecznie
przez analize DOC.

OPIS METODY

Przyrzad

a) odpowiedni respirometr;

b) regulator temperatury, utrzymujacy + 1 °C lub lepsza;
¢) urzadzenie do filtracji membranowej (do wyboru);

d) analizator wegla (do wyboru).
Przygotowanie podloza mineralnego
W celu przygotowania roztworéw podstawowych, patrz 1.6.2.

Zmiesza¢10 ml roztworu (a) z 800 ml wody rozcienczajacej, doda¢ 1 ml roztworu (b) do (d) i dopelni¢ do
1 litra wodg rozcieficzajaca.

Przygotowanie i przygotowanie wstepne inokulum

Inokulum moze by¢ uzyskane z réznych Zrddel: aktywowany osad; Scieki kanalizacyjne; wody powierz-
chniowe i gleby lub mieszanina wymienionych.

Patrz 1.6.4., 1.6.4.1., 1.6.4.2. 1 1.6.5.
Przygotowanie kolb

Przygotowal roztwory badane oraz chemicznej substancji odniesienia, w oddzielnych partiach, w podlozu
mineralnym réwnowaznym stezeniu, zwykle 100 mg substancji chemicznej/litr (dajacy co najmniej 50-100
mg ThOD/litr), stosujac roztwory podstawowe.

Obliczy¢ ThOD na podstawie tworzenia si¢ soli amonowych, poza spodziewang nitryfikacja, dla ktorej
nalezy oprze¢ obliczenia na tworzeniu si¢ azotanéw (patrz zalacznik 11.2.)

Oznaczy¢ wartoéci pH i jedli konieczne ustawi¢ na 7,4 + 0,2.
Substancje stabo rozpuszczalne nalezy dodawaé na dalszym etapie (patrz ponizej).

Jezeli ma by¢ ustalona toksyczno$¢ badanej substancji, przygotowaé dalszy roztwoér z podloza mineralnego
zawierajacego zaréwno substancj¢ badana jak i chemiczng substancje odniesienia o tych samych stezeniach
co w poszczegdlnych roztworach.

Jezeli wymagany jest pomiar fizyko - chemicznego poboru tlenu, przygotowaé roztwér badanej substancji
zwykle 100 mg ThOD/litr kt6ry zostat sterylizowany dodatkiem odpowiedniej toksycznej substancji (patrz
1.6,6.).
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V.2.5.

V.2.6.

V.3.

Wprowadzi¢ konieczne objetosci roztworéw badanej substancji i chemicznej substancji odniesienia, od-
powiednio, w co najmniej zdublowanych kolbach. Doda¢ do nastgpnych kolb tylko podloze mineralne (dla
kontroli inokulum) i, jesli wymagane zmieszane roztwory substancja badana/substancja odniesienia i
roztwér sterylny.

Jesli badana substancja chemiczna jest stabo rozpuszczalna, dodac ja bezposrednio na niniejszym etapie na
podstawie wagi lub objetosci lub postgpowac jak opisano w dodatku III. Dodaé wodorotlenek potasu,
tabletki wapna sodowanego lub innego absorbenta do zbiornikéw absorbera CO,.

Liczba kolb w typowym przebiegu

Kolby 1 i 2: Zawiesina badana

Kolby 3 i 4: Slepa préba inokulum

Kolba 5: Kontrola procedury

Zalecane i gdy konieczne:

Kolba 6: kontrola sterylna

Kolba 7: Kontrola toksycznosci

Kolba 8: Kontrola toksycznosci

Patrz takze 1.6.7.

Przeprowadzenie badania

Pozwoli¢ na uzyskanie przez naczynia Zadanej temperatury i zaszczepi¢ odpowiednie naczynia przygoto-
wanym aktywowanym osadem lub innym Zrédlem inokulum by otrzyma¢ stezenie zawiesiny cial statych
niewicksze niz 30 mg/litr. Zestawi¢ wyposazenie, wlaczy¢ mieszanie i sprawdzi¢ szczelno$é, rozpoczaé
pomiar pobierania tlenu. Zwykle niewymagana jest dalsza uwaga inna niz zbieranie koniecznych danych i
wykonywanie codziennych sprawdzen czy jest utrzymywane sa wlasciwa temperatura i stosowne mieszanie.
Obliczy¢ pobieranie tlenu z odczytéw zbieranych w regularnych i czestych przedziatach czasowych,
stosujac metody podane przez producenta wyposazenia. Pod koniec inkubacji, zwykle 28-dniowej, zmierzy¢

pH zawartosci kolb, szczegdlnie jesli pobieranie tlenu jest nizsze lub wigksze niz ThOD, (dla zwigzkow
zawierajacych azot).

Jezeli wymagane, pobraé prébki z kolb respiratora, poczatkowej i konicowej, do analizy DOC lub wiasciwej
chemicznej (patrz zalacznik I1.4). Przy poczatkowym pobieraniu, upewnic si¢ ze objeto$¢ zawiesiny badanej
pozostajacej w kolbie jest znana. Gdy tlen zostanie pobrany przez substancje badang zawierajaca azot,
oznaczy¢ wzrost stgzenia azotyndw oraz azotanéw przez okres 28 dni i obliczy¢ poprawke dla tlenu
zuzytego przez nitryfikacje (zalacznik V).

DANE I SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
Obrobka wynikéw
Podzieli¢ pobér tlenu (mg) przez badang substancje po danym czasie (skorygowal o te ze $lepej kontroli

inokulum po tym samym czasie) przez wage uzytej badanej substancji. Da to BOD wyrazone jako mg
tlenu/mg badanej substandji, czyli

_ mg0, pobdér przez badang substancje - mg O, pobrane w $lepej probie

BOD
mg badanej substancji w kolbie

= mg O, na mg badanej substancji.

obliczy¢ procentowy biodegradacje albo z:

BOD(mg O,/mg subst. badanej)

% biodegradacja = %ThOD = ThOD (mg O,/mg subst badanej)

x 100

lub postaci

BOD (mg O;/mg subst. badanej)

0 _
% COD = ThOD (mg Oz/mg subst. badanej)

x 100
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Nalezy zauwazy¢ ze te dwie metody niekoniecznie musza dawaé te same wartosci; korzystniejsze jest
uzycie pierwszej metody.

Dla badanych substancji zawierajacych azot stosuje si¢ odpowiednie ThOD (NH, lub NO,) zgodnie z tym
co jest znane lub oczekiwane o zaj$ciu nitryfikacji (zatacznik I1.2). Jezeli nitryfikacja zachodzi, lecz nie jest
catkowita, obliczy¢ poprawke dla tlenu zuzytego przez nitryfikacje ze zmian w steZeniu azotynéw i
azotanéw (zalgcznik V).

Gdy wykonano alternatywne oznaczenia wegla organicznego i/lub wlasciwej substancji chemicznej, obliczy¢
procentows degradacje, jak opisano pod L7.

Zapisa¢ wszystkie wyniki na dolaczonych arkuszach danych.
Wazno$¢ wynikow

Pobieranie tlenu w $lepej prébie z inokulum jest zwykle 20-30 mg O,[litr i powinno by¢ niewigksze niz
60 mg/litr w ciagu 28 dni. Wartoici wyzsze od 60 mgflitr wymagaja krytycznego sprawdzenia danych i
technik eksperymentalnych. Jezeli warto§¢ pH jest poza zakresem 6-8,5 a zuzycie tlenu przez badang
substancje jest mniejsze niz 60%, nalezy powtérzy¢ badanie z nizszym stezeniem badanej substangji.

Patrz takzel.5.2.
Sporzadzanie sprawozdania
Patrz 1.8.
ARKUSZ DANYCH
Przyklad arkusza danych podano ponizej.
BADANIE RESPIROMETRII MANOMETRYCZNE]
1. LABORATORIUM
2. DATA ROZPOCZECIA BADANIA
3. SUBSTANCJA BADANA
Nazwa:
Stezenie roztworu podstawowego: mg/litr
Poczatkowe stezenie w podtozu, C: mg/litr
Objetos¢ w kolbie do badan (V): ml
ThOD lub COD: mg O,/mg substancji badanej(NH,, NO,)
4. INOKULUM
Zrédto:
Poddano traktowaniu:
Wstepne sezonowanie, o ile wykonano:

Stezenie zawiesiny ciat stalych w mieszaninie reakcyjnej: mg/l
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5. POBOR TLENU: BIODEGRADOWALNOSC

Czas (dni)
0 7 14 21 28
02 pobdr (mg) 1
badana substan-
cja b
a, Srednia
02 pobdr (mg) 3
4
b, $rednia
skorygowane @-b,)
BOD (mg) b
(a-b,)
BOD na mg ba- _
danej substancji (a1 ~b)
GV
(a = b)
GV
% degradacja D ()
BOD
——x 100
ThoD D, a)
$rednia (')

V = objetos¢ podioza w kolbie do badan

(') D1 i D2 nie nalezy usrednia¢ jesli si¢ znaczaco réznig.

Uwaga: Podobne arkusze uzywaé mozna do chemicznej substancji odniesienia i kontroli toksycznosci

6. POPRAWKA DLA NITRYHKAC]I (patrz zalacznik V)

Dzien 0 28 Réznica
(i) Stezenie azotandéw (mg Nllitr) (N)
(ii) rownowaznik tlenu (4,57 x N x V) (mg) _ _
(iii) Stezenie azotyndw (mg Nlitr) (N)
(iv) rownowaznik tlenu (3,43 x N x V) (mg) _ _
(i + iv) Calkowity rownowaznik tlenu _ _

7. ANALIZA WEGLA (alternatywna)

Analizator wegla:

Czas (dzien) Slepa préba mgllitr Badana substancja chemiczna mgl/litr
0 (€, @)
28() c,) ©

() lub w konicu inkubacji
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G -C
% DOC usunigtego = <1 - %) x 100
o — “blo

8. WLASCIWA CHEMICZNA (alternatywna)

9%
1l

stezenie w fizyko - chemicznej (sterylnej) kontroli w 28 dniu

S = stezenie w zaszczepionej kolbie w 28 dniu

So =S
b

% biodegradacji = x 100

9. DEGRADACJA ABIOTYCZNA (alternatywna)

a = zuzycie tlenu w sterylnej kolbie po 28 dniach, (mg)

zuzycie tlenu na mg badanej substancji = 2
G,V
(patrz sekcje 11 3)
100
% abiotyczna degradacja = 7&?/); ThOD

CZESC V1. BADANIE ,,ZAMKNIETEJ BUTLI” (Metoda C.4-E)

VL1.

VI.2.

VI.2.1.

VI.2.2.

ZASADA METODY BADANIA

Roztwér badanej substancji w podlozu mineralnym, zwykle 2-5 mgl/litr, jest zaszczepiany relatywnie malg
liczbg drobnoustrojow ze zmieszanej populacji i trzymany w catkowicie pelnej, zamknigtej butli w
ciemno$ci w stalej temperaturze. Degradacja jest oznaczana przez analiz¢ rozpuszczonego tlenu przez
okres czasu 28-dni. Ilo$¢ tlenu pobrana przez badang substancje, skorygowany o pobdér w réwnoleglej
Slepej probie z inokulum, jest wyrazona jako stosunek procentowy ThOD lub COD.

OPIS METODY
Przyrzad
a) Butle BOD, ze szklanymi korkami, np. 250-300 ml;

b) taznia wodna lub inkubator, dla trzymania butli w stalej temperaturze (+ 1 °C lub lepiej) przy
wylaczonym Swietle;

¢) Duze szklane butle(2-5 litrow) dla przygotowania podloza i napeniania butli BOD;

d) Elektroda tlenowa i miernik, lub wyposazenie oraz odczynniki dla miareczkowania Winklera.
Przygotowanie podloza mineralnego
W celu przygotowania roztworéw podstawowych, patrz 1.6.2.

Zmiesza¢ 1 (jeden) ml roztworu (a) z (d) i dopelni¢ do 1 litra wodg rozcieniczajaca.
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VI.2.3.

VI1.2.4.

VI.2.5.

Przygotowanie inokulum

Inokulum jest zwykle uzyskiwane ze $cieku drugiego stopnia oczyszczalni $cickéw lub urzadzenia skali
laboratoryjnej przyjmujacego gtéwnie $cieki domowe. Alternatywnym Zrédlem inokulum sa wody powierz-
chniowe. Zwykle uzywa si¢ od jednej kropli (0,05 ml) do 5 ml filtratu na litr podloza; konieczne moga
by¢ proby dla znalezienia optymalnej objetosci danego wycieku (patrz 1.6.4.2. i L6.5.).

Przygotowanie kolb

Silnie napowietrzy¢ podioze mineralne na co najmniej 20 mm. Przeprowadzi¢ kazdg seri¢ badan podtoze
mineralnym pochodzgcym z tej samej partii. Ogdlnie, podloze jest gotowe do uzycia po odstaniu 20 h, w
temperaturze badania. Oznaczy¢ stezenie rozpuszczonego tlenu do celéw kontrolnych; warto$¢ powinna
wynosi¢ okolo 9 mgllitr w 20 °C. Prowadzi¢ wszystkie przenoszenia i operacje napelniania nasyconym
podlozem wolnym od pecherzykéw, na przyktad poprzez uzycie syfondw.

Przygotowal réwnolegle grupy butli BOD dla oznaczei badanej i chemicznej substancji odniesienia w
réwnoczesnych seriach do$wiadczalnych. Zestawi¢ wystarczajaca liczbe butli BOD, wilaczajac Slepe proby
inokulum, wykona¢ co najmniej zdublowane pomiary zuzycia tlenu w pozadanych odstgpach badawczych,
na przyklad po 0, 7, 14, 21 i 28 dniach. Dla zapewnienia zdolnosci identyfikacji 10-dniowego okna,
wymagana jest wigksza ilos¢ butli.

Dodaé catkowicie napowietrzone podloze mineralne do duzych butli, tak by byly wypelnione w okoto
jednej trzeciej. Nastepnie dodaé wystarczajaca ilo$¢ roztworu podstawowego badanej substancji i chemicz-
nej substancji odniesienia do oddzielnych duzych butli tak by koncowe stezenie substancji chemicznej
zwykle bylo niewigksze niz 10 mg/litr. Nie dodawaé substancji chemicznej do podtoza kontrolnego $lepej
préby zawartego w nastepnej duzej butli.

W celu zapewnienia ze aktywno$¢ inokulum nie jest ograniczona, steZenie rozpuszczonego tlenu nie moze
by¢ ponizej 0,5 mgflitr w butli BOD. To ogranicza st¢zenie badanej substancji do okoto 2 mgl/litr. Jednakze
dla slabo rozpuszczalnych zwigzkéw i tych o niskim ThOD, 5-10 mgflitr mozna uzyé. W kilku
przypadkach jest zalecane przeprowadzenie réwnoleglych serii badan badanej substancji o dwu réznych
stezeniach na przyklad, 2 i 5 mgflit. Zwykle oblicza si¢ ThOD na podstawie tworzenia si¢ soli
amonowych, lecz jezeli oczekiwana lub znana jest fakt, ze moze zaj$¢ nitryfikacja, oblicza si¢ go na
podstawie tworzenia azotanu (ThOD,: patrz zalgcznik 11.2). Jednakze, jesli nitryfikacja nie jest calkowita,
ale zaszla, nalezy skorygowal zmiany w steZeniu azotynu i azotanu, oznaczone analitycznie (patrz
zalgcznik V).

Jezeli jest do zbadania toksyczno$¢ badanej substancji (w przypadku na przyklad, gdy znaleziono
wezesniejsze wartosci niskiej biodegradowalnosci) inna serie butli jest konieczna..

Przygotowal inna duzg butle do pomieszczenia napowietrzonego podloza mineralnego (do okolo jednej
trzeciej jej objetosci) plus badana substancja i chemiczna substancja odniesienia o koficowych stezeniach
zwykle takich samych jak w tych z innych duzych butli.

Zaszczepi¢ roztwory w duzych butlach $ciekiem drugiego stopnia (jedna kropla (0,05 ml), lub do 5
ml/litr)) lub z innego Zrédla, na przyktad wody rzecznej (patrz 1.6.4.2.). Na koniec dopehié roztwory do
objetosci napowietrzonym podlozem mineralnym stosujac waz wpuszczony na dno butli dla uzyskania
odpowiedniego mieszania.

Liczba kolb w typowym przebiegu

W typowym przebiegu stosuje si¢ nastepujace butle:

co najmniej 10 zawierajacych badana substancje i inokulum (zawiesina badana),

co najmniej 10 zawierajacych tylko inokulum (Slepa préba z inokulum),

co najmniej 10 zawierajacych chemiczna substancja odniesienia i inokulum (procedura kontroli),

i, gdy konieczne, 6 butli zawierajgcych badana substancje, chemiczng substancj¢ odniesienia i inokulum
(kontrola toksycznosci). Jednakze dla zapewnienia zdolnosci identyfikacji 10-dniowego okna, konieczna
moze by¢ okoto dwukrotnie wigksza ilo§¢ butli.
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VI.2.6.

VIL3.

VI.3.1.

VI.3.2.

Przeprowadzenie badania

Rozdzieli¢ przygotowany roztwor niezwlocznie do odpowiednich grup butli BOD za pomoca weza z
dolnej ¢éwiartki (nie z dna) do odpowiednio duzych butli tak aby wszystkie butle BOD zostaly catkowicie
napelnione. Postuka¢ delikatnie by usuna¢ wszystkie pecherzyki powietrza. Analizowaé butle o zerowym
czasie niezwlocznie, na zawarto$¢ rozpuszczonego tlenu metodg Winkler lub elektrodowo. Zawarto$¢ butli
moze by¢ zabezpieczona dla pdZniejszej analizy metoda Winklera przez dodanie siarczanu manganu (II) i
wodorotlenku sodu (pierwszy odczynnik Winklera). Przechowywa¢ w starannie zamknietych, zawierajacych
zwigzany tlen jako bragzowy uwodniony tlenek manganu (III), w ciemnosci w t 10-20 °C przez nie dluzej
niz 24 godziny przed wykonaniem pozostatych krokéw metody Winklera. Zakorkowaé pozostate repliko-
wane butle, upewniajac si¢ ze nie zawieraja pecherzykéw powietrza i inkubowaé w 20 °C w ciemnosci.
Kazdej serii musi towarzyszy¢ catkowita seria réwnolegla z zaszczepionymi podtozami Slepej proby. Wyjaé
co najmniej zdublowane butle wszystkich serii w celu analizy rozpuszczonego tlenu w odstgpach czasu (co
najmniej cotygodniowo) przez 28 dni inkubagji.

Cotygodniowe pobieranie prébek powinno umozliwi¢ oceng stosunku procentowego usunigcia w 14-
dniowym oknie, przy czym pobieranie probek co 3-4 dni powinno umozliwi¢ identyfikacje 10-dniowego
okna, wymaganego okolo podwdjnie co wigkszos¢ butli.

Dla substancji badanych zawierajacych azot, nalezy wykona¢ korekty poboru tlenu przez kazda zachodzaca
nitryfikacje. By to wykona¢ uzy¢ metod¢ 02-elektrody dla oznaczania stezenia rozpuszczonego tlenu i
nastepnie pobra¢ probke z butli BOD do analizy na azotyny i azotany. Ze wzrostu stgZenia azotyndéw i
azotan6w, obliczy¢ uzyty tlen (patrz zalgcznik V).

DANE I SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
Obrobka wynikéw

Whpierw obliczy¢ BOD uzyte po kazdym okresie czasu przez odejmowanie zubozenia tlenu (mg/litr) $lepej
proby z inokulum od tej wykazanej przez badana substancje. Podzieli¢ to poprawione zubozenie przez
stezenie(mg/litr) badanej substancji, aby uzyska¢ wlasciwe BOD jako mg tlenu na mg badanej substancji.
Obliczy¢ procentows biodegradowalno$¢ przez podzielenie wiasciwego BOD przez wlasciwe ThOD
(obliczonego zgodnie z zalacznikiem 11.2) lub COD (oznaczonego przez analiz¢, patrz zalgcznik 11.3),
zatem:

BoD = ™8 0, pobranego przez badang substancje - mg O, pobranego w §lepej prébie
N mg badanej substancji w kolbie

= mg O,/mg badana substancja

% degradacji — BOD (mg O,/mg badanej substanciji) ‘1

" ThOD (mg O,/mg badanej substancji) 00

lub

BOD (mg O;/mg badanej substancji)

1
COD (mg O;/mg badanej substancji) 00

% degradacji =

Nalezy zauwazy¢, ze te dwie metody niekoniecznie daja te same wartosci; korzystne jest uzycie pierwszej
metody.

Dla badanych substancji zawierajacych azot, uzy¢ odpowiednie ThOD (NH, lub NO.) zgodnie z tym co jest
znane lub oczekiwane o wystgpowaniu nitryfikacji (zatacznik I1.2). Jezeli nitryfikacja zachodzi lecz nie jest
catkowita, obliczy¢ poprawke dla tlenu zuzytego przez nitryfikacje ze zmiany w stezeniu azotyndw i
azotandw (zalgcznik V).

Wazno$¢ wynikow

Zubozenie tlenu w $lepej prébie z inokulum nie powinno przekracza¢ 1,5 mg rozpuszczonego tlenu/litr
po 28 dniach. Wyzsze warto$ci wymagaja przeSledzenia techniki eksperymentalnej. Resztkowe stezenie
tlenu w badanych butlach nie powinno nigdy spa$¢ ponizej 0,5 mglflitr. Takie niskie poziomy tlenu sa
wazne gdy stosowana metoda oznaczania rozpuszczonego tlenu jest zdolna do dokladnego pomiaru takich
poziomow.
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VI.3.3.

V1.4.

Patrz takze 1.5.2.

Sporzadzanie sprawozdania

Patrz 1.8.

ARKUSZ DANYCH

Przyktad arkusza danych podano ponizej.

BADANIE METODA4 ,ZAMKNIETE] BUTLI”

1. LABORATORIUM
2. DATA ROZPOCZECIA BADANIA
3. SUBSTANCJA BADANA
Nazwa:
Stezenie roztworu podstawowego: mg/litr
Poczatkowe stezenie w butli: mg/litr
ThOD lub COD: mg O,/mg substancji badanej
4. INOKULUM
Zrédto:
Poddano traktowaniu:
Przygotowanie wstepne o ile stosowano:
Stezenie w mieszaninie reakcyjnej: mg|litr
5. OZNACZANIE DO
Metoda: Winklera/elektrodowa
Analizy kolb
DO (mgfl)
Czas inkubacji (d)
n
Slepa préba 1
-(bez substancji
chemicznej 2
GG
Srednia b7
1
Badana substan-
¢ja chemiczna 5
mo— a; +ap
Srednia T2

Uwaga: Podobny arkusz moze by¢ stosowany dla substancji odniesienia i kontroli toksycznosci.
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POPRAWKA DLA NITRYFIKACJI (patrz zatacznik V)

Czas inkubagji (d)

(i) Stezenie azotanu (mg N/litr)

(i) Zmiana w stezeniu azotanu (mg N/litr)
(i) Réwnowaznik tlenu (mg/litr)

(iv) Stezenie azotynu (mg Nlitr)

(v) Zmiana w stezeniu azotynu (mg N/litr)
(vi) Réwnowaznik tlenu (mg/litr)

(ili + vi) Catkowity réownowaznik tlenu (mg/litr)

~

. ZUBOZENIE DO: % DEGRADACJA

Zubozenie po n dniach (mg]litr)

" stezenie badane x ThOD substancji chemicznej

n, n, n,
KOLBA 1: (m_ - m) - (m, - m,)
KOLBA 2: (m_ - m) - (m,, - m,)
KOLBA 1:
%D, [(my — my) — (mp — mypy)] x 100

KOLBA 2:

% Dy = [(me — my) = (mp — mpy)] x 100
2 stezenie badane x ThOD substancji chemicznej

D;+D
% D §rednia(') = %

m_ = warto$¢ w badanej kolbie w czasie 0
m_ = warto$¢ w badanej kolbie w czasie x
m, = $rednia warto$¢ Slepej préby w czasie 0
m, = $rednia warto$¢ Slepej préby w czasie x

Zastosowa( takze poprawke dla nitryfikacji z (iii + vi) w sekcji 6.

8. ZUBOZENIA DO W SLEPYCH PROBACH

Zuzycie tlenu przez Slepa prébe: (m,, —
naukowej badania. Powinno by¢ mniejsze niz 1,5 mg/litr.

Nie bra¢ $redniej jezeli jest znaczaca rdznica pomiedzy replikami.

m,,) mgflitr. Niniejsze zuzycie jest istotne dla waznosci
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CZESC VIL. BADANIE M.LT.I (Metoda C.4-F)
VILI. ZASADA METODY

Pobieranie tlenu trakcie mieszania roztworu lub zawiesiny badanej substancji w podlozu mineralnym,
zaszczepionego specjalnie hodowanymi, nieadoptowanymi drobnoustrojami, jest mierzone automatycznie w
ciagu okresu 28 dni w zaciemnionym, zamknigtym respirometrze w 25 = 1 °C. Wydzielany ditlenek wegla
jest absorbowany przez wapno sodowane. Biodegradowalno$¢ jest wyrazana jako procent pobieranego tlenu
(skorygowany dla poboru w $lepej probie) poboru teoretycznego (ThOD). Procent pierwotnej biodegrado-
walnosci jest réwniez obliczany z dodatkowej wiasciwej analizy chemicznej wykonywanej na poczatku i
pod koniec inkubacji oraz, alternatywnie przez analiz¢ DOC.

VIL2. OPIS METODY
VIL2.1. Przyrzad

a) Automatyczny elektrolityczny miernik BOD respirometr zwykle wyposazony w 6 butli, kazda 300 ml i
zaopatrzony w kubki na substancje absorbujaca CO,;

b) Stala temperatura pokojowa iflub taznia wodna 25 °C £ 1 °C lub lepszej;
¢) Zespét filtracji membranowej (alternatywny);

d) Analizator wegla (alternatywny).

VIL2.2. Przygotowanie podloza mineralnego

Przygotowal nastepujace roztwory podstawowe, stosujac odczynniki czystosci analitycznej i wode (.6.1.):

a) diwodoroortofosforan potasu, KH,PO, 8,50 g
monowodoroortofosforan dipotasu, K,HPO, 21,75 g
monowodoroortofosforan disodu, dodekawodny Na,HPO, 12 H,0 44,60 g
chlorek amonu, NH 4Cl 1,70 g

Rozpusci¢ w wodzie i dopelni¢ do 1 litra
Wartosc pH roztworu powinna wynosi¢ 7,2

b) siarczan magnezu, heptawodny, MgSO, 7 H,0 22,50 g
Rozpusci¢ w wodzie i dopelni¢ do 1 litra

0) chlorek wapnia bezwodny, CaCl, 27,50 g
Rozpusci¢ w wodzie i dopelni¢ do 1 litra

d) chlorek zelaza (IlI), heksawodny, FeCl, 6 H,0 27,50 g

Rozpusci¢ w wodzie i dopelni¢ do 1 litra

Pobra¢ 3 ml kazdego roztworu (a), (b), () i (d) i dopeli¢ do 1 litra.

VIL2.3. Przygotowanie inokulum

Zebraé $wieze prébki z nie wigcej niz dziesigciu miejsc, gléwnie z obszaréw, gdzie stosowana i
unieszkodliwiana jest duza rozmaito$¢ substancji chemicznych. Z takich miejsc jak oczyszczalnie $ciekéw,
oczyszczalnie Scickow wodnych przemystowych, rzek, jezior, mérz, zebraé 1 litrowe probki osadu, gleby
powierzchniowej, wody itp. i dokladnie wymieszaé. Po usunigciu cial znajdujacych si¢ na powierzchni i
odstawieniu, ustawi¢ pH nadsaczu na 7 + 1 za pomoca wodorotlenku sodu lub kwasu fosforowego.
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VIL.2.4.

VIL2.5.

VIL3.

VIL3.1.

Uzy¢ odpowiednig objeto$¢ odfiltrowanego nadsaczu napelnienia zbiornika, stuzacego do napelniania i
wylewania aktywowanego osadu, i napowietrzaé roztwér okolo 23 1/2 godziny. TrzydzieSci minut po
wstrzymaniu napowietrzania, odrzuci¢ okoto jednej trzeciej calej objetosci nadsaczu i dodaé réwng objetosé
roztworu (pH 7) zawierajacego po 0,1% glukozy, peptonu i ortofosforanu potasu w celu zsedymentowania
materialu i rozpocza¢ ponowne napowietrzanie. Powtarza¢ niniejsza procedure raz dziennie. Zbiornik z
osadem nalezy obslugiwaé zgodnie z dobrg praktyka: ciecz musi by¢ klarowna, temperature nalezy
utrzymywaé w 25 + 2 °C, pH powinno wynosi¢ 7 * 1, osad nalezy prawidlowo osadzaé, nalezy
utrzymywaé wystarczajgce napowietrzanie mieszaniny aerobowej przez caly czas, powinny by¢ obecne
pierwotniaki a aktywno$¢ osadu nalezy bada¢ wzgledem substancji odniesienia co najmniej raz na trzy
miesigce. Nie uzywaé osadu jako inokulum, przed uplywem co najmniej miesiaca jego utrzymywania i po
okresie dtuzszym od czterech miesigcy. Nastepnie pobieraé probki z co najmniej 10 miejsc w regularnych
odstepach czasu, raz na trzy miesigce.

W celu utrzymania $wiezego i starego osadu w tej samej aktywnosci, zmieszaé odfiltrowany nadsgcz
aktywowanego biezaco uzywanego osadu z rdéwna objetoscig odfiltrowanego nadsaczu z mieszaniny
zebranej z dziesigciu Zrédet i prowadzi¢ kulture polaczonej cieczy jak powyzej. Pobraé osad do uzycia
jako inokulum 18-24 godzin po zasileniu zbiornika.

Przygotowanie kolb

Przygotowal nastepujace sze$¢ kolb:

nr 1: badana substancja w wodzie rozcienczajgcej w 100 mg/l

nr 2, 3 i 4: badana substancja w podtozu mineralnym w 100 mg/l

nr 5: chemiczna substancja odniesienia (np. anilina) w podlozu mineralnym w 100 mg/l
nr 6: tylko podloze mineralne

Doda¢ stabo rozpuszczalng badang substancj¢ bezposrednio na podstawie wagi lub objetosci lub postepo-
wal jak opisano w zalgczniku III, poza przypadkiem gdy nie nalezy uzywac ani rozpuszczalnikéw ani
§rodkéw emulsyfikujacych. Doda¢ absorbent CO, do wszystkich kolb w przygotowanych specjalnych
kubkach. Ustawi¢ pH w kolbach nr 2, 3 i 4 na 7,0.

Przeprowadzenie badania

Zaszczepi¢ kolby nr 2, 3 i 4 (zawiesina badana), nr 5 (kontrola aktywnosci) i nr 6 (inokulum $lepa préba)
malg objetoscia inokulum by uzyskal stezenie 30 mg/l zawiesiny cial stalych. Niedodawane jest inokulum
do kolby nr 1, ktéra stuzy jako kontrola abiotyczna. Zestawi¢ wyposazenie, sprawdzi¢ szczelno$¢, whaczy¢
mieszadla, i rozpocza¢ pomiar pobierania tlenu w warunkach ciemnosci. Codziennie sprawdza tempera-
turg, mieszadla i rejestrator kulometrycznego pobierania tlenu, notowaé wszystkie zmiany w kolorze
zawartosci kolb. Bezposrednio odczytywac pobieranie tlenu w szesciu kolbach odpowiednig metods, na
przyklad z szeSciopunktowego rejestratora drukujgcego krzywe BOD. Na koniec inkubacji, zwykle 28 dni,
zmierzy¢ pH zawartosci kolb i oznaczy¢ stezenie pozostatosci badanej substangji i wszystkich posrednich, a
w przypadku substancji rozpuszczalnych w wodzie, stezenie DOC (zalacznik I1.4). Zwrécié szczegdlng
uwage w przypadku lotnych substancji chemicznych. Jezeli przewidywana jest nitryfikacja, oznaczy¢ jezeli
mozliwe, steZenie azotynéw i azotandw.

DANE I SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
Obrébka wynikow

Podzieli¢ ilo$¢ pobranego tlenu (mg) przez badana substancj¢ po danym czasie, (skorygowal o warto§é
pobrang w $lepej probie kontroli inokulum po tym samym czasie), przez wage uzytej badanej substancji.
Daje to BOD wyrazone jako mg tlenu/mg badana substancja, czyli:

_mg O, pobranego przez badang substangj ¢ - mg O, pobranego w §lepej prébie

BOD
© mg badanej substancji w kolbie

= mg O,/mg badana substancja.

Procentowa biodegradacja jest zatem otrzymywana z:
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VIL3.2.

VIL3.3.

VIL4.

BOD(mg O,mg substancji)
ThOD (mg O,mg substancji)

% biodegradacji = % ThOD = 100

Dla mieszanin, obliczy¢é ThOD z analizy skladnikow jak dla pojedynczych zwiazkéw. Uzy¢ odpowiednie
ThOD (ThOD,,, lub ThOD,,,) w zaleznosci czy nitryfikacja jest obecna czy ukoficzona (zalgcznik I1.2).
Jezeli jednakze nitryfikacja zachodzi ale nie jest calkowita, wykonal poprawke dla tlenu zuzytego w

nitryfikacji, wyliczonego ze zmian stgzeni azotynéw i azotanéw (zalacznik V).

Obliczy¢ procentows pierwotna biodegradacje ze straty wlasciwej macierzystej substancji chemicznej (patrz
1.7,2).

Sy - Sa
D, =2 x 100 %
Sp

Jezeli zaszla strata badanej substancji w kolbie nr 1 mierzacej fizyko - chemiczne usunigcie, zarejestrowac
to i uzy¢ stezenia badanej substancji (S) po 28 dniach w tej kolbie dla obliczenia procentowej
biodegradacji.

Jezeli wykonano oznaczenia DOC (alternatywne), obliczy¢ ostateczng procentowa biodegradacje z:

Ci — Gy
Di=(1- 100 %
! ( Co _Cbo x 0

jak opisano w pkt 17.1. Jesli nie wystapila strata DOC w kolbie nr 1, mierzacej fizyko - chemiczne
usuniecie, uzy¢ stezenia DOC w niniejsze kolbie do obliczenia procentowej biodegradacji.

Zapisa¢ wszystkie wyniki na dolaczonych arkuszach danych.

Wazno$¢ wynikéw

Pobieranie tlenu w Slepej prébie z inokulum jest zwykle 20-30 mg O,/ i powinno by¢ nie wigksze niz 60
mg/l w ciggu 28 dni. Warto$ci wyzsze od 60 mg/l wymagaja krytycznego sprawdzenia danych i technik
eksperymentalnych. Jezeli warto$¢ pH jest poza zakresem 6-8,5 a zuzycie tlenu przez badang substancje
jest mniejsze niz 60%, nalezy powtérzy¢ badanie z nizszym stgzeniem badanej substancji.

Patrz takze 1.5.2.

Jezeli procentowa degradacja aniliny obliczona ze zuzycia tlenu nie przekracza 40% po 7 dniach i 65% po
14 dniach, badanie uwazane jest za niewazne.

Sporzadzanie sprawozdania

Patrz: 1.8.

ARKUSZ DANYCH

Przyktad arkusza danych podano ponizej.
BADANIE MITI (I)

1. LABORATORIUM

2. DATA ROZPOCZECIA BADANIA
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SUBSTANCJA BADANA

Nazwa:

Stezenie roztworu podstawowego: mg/l jako substancja chemiczna

Poczatkowe stezenie w podtozu, C: mgl jako substancja chemiczna

Objgtos¢ mieszaniny reakcyjnej, V: ml

ThOD: mg O,/I
INOKULUM

Miejsca pobierania osadu kanalizacyjnego:

—

2 2R

1

Stezenie zawiesiny cial stalych w aktywowanym osadzie po sezonowaniu z syntetycznym Sciekiem =...

mgl

Objetos¢ aktywowanego osad na litr koncowego podloza =... ml

Stezenie osad korficowym podlozu =...

mgl

POBOR TLENU: BIODEGRADOWALNOSC

Typ uzywanego respirometru:

Czas (dni)
0 7 14 21 28
a]
O, pobrany (mg) bada- a
na substancja 2
a3
0, pobrany (mg) $lepa b
préba
(a,b)
Poprawka pobranego (a.-b)
0, (mg) ’
(a,b)
Kolba 1
BOD na mg badanej (a-b) Kolba 2
substancji GV oba
Kolba 3
1
% degradacja 2
Bob. x 100 3
ThOD

$rednia (')

Uwaga: podobny arkusz mozna uzywa¢ dla substancji odniesienia.

(") Nie usrednia¢ przy znacznych réznicach pomiedzy replikami.



13/t 11

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

477

. ANALIZA WEGLA (alternatywna):

Analizator wegla:

DOC .
Kolba % D.OC Srednia
. usunigte
zmierzone skorygowane

Woda + substancja badana a — —
Osad + substancja badana bl bl-c
Osad + substancja badana b2 b2-c
Osad + substancja badana b3 b3-c

Slepa préba kontrolna c — — —

—(b-
% DOC usunigty % x 100

7. WEASCIWE CHEMICZNE DANE ANALITYCZNE

Pozostalos¢ badanej substancji na koniec badania % degradacja
§lepa proba z woda Sb
Sal
zaszczepione podloze S,
a3
Sp — Sa

% degradacja = <

b

x 100

Obliczy¢ % degradacji odpowiednio dla kolby al i a3

8. UWAGI

Nalezy dolaczy¢, gdy dostepna, krzywa BOD w zaleznosci od czasu.
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ZALACZNIK 1

SKROTY I DEFINICJE

DO: Rozpuszczony tlen (mg/l) jest steZeniem tlenu rozpuszczonego w wodnej probee.

BOD: Zapotrzebowanie biochemiczne na tlen (g) jest iloscig tlenu zuzytego przez drobnoustroje
metabolizujace badany zwigzek; takze wyrazane jako gramy pobieranego tlenu na gramy
badanego zwiazku (patrz metoda C.5).

COD: Zapotrzebowanie chemiczne na tlen (g) jest iloscig tlenu zuzytego w czasie trwania utleniania
badanego zwiazku gorgcym zakwaszonym dichromianem; dostarcza pomiaru ilodci obecnych
utlenialnych cial; takze wyrazane jako gramy tlenu zuzytego na gramy badanego zwiazku (patrz
metoda C.6).

DOC: Rozpuszczalny wegiel organiczny jest to wegiel organiczny obecny w roztworze, lub ten
przechodzacy przez filtr 0,45 mikrona lub pozostaje w nadsaczu po odwirowaniu przy
40 000 m/s* (+ 4000 g) dla 15 min.

ThOD:  Teoretyczne zapotrzebowanie na tlen (mg) jest calkowitg iloScia tlenu wymagana do catkowitego
chemicznego utlenienia; jest obliczane ze wzoru czasteczkowego (patrz zalacznik 11.2) i jest
takze wyrazane jako mg wymaganego tlenu na mg badanego zwiazku.

ThCO,  Teoretyczny ditlenek wegla (mg) jest iloscia ditlenku wegla obliczona jako worzong ze

hco, yezny ditlenek wegla (mg) jest iloscia ditlenku wegla obliczong jako wyt 2
znanej lub zmierzonej zawartosci wegla zwiazku badanego, przy pelnej mineralizacji; takze
wyrazany jako ilo$¢ mg ditlenku wegla wydzielanego na mg badanego zwiazku.

TOC: Calkowity wegiel organiczny prébki jest suma wegla organicznego w roztworze i w zawiesinie.
IC: Wegiel nieorganiczny
TC: Catkowity wegiel, jest sumg wegla organicznego i nieorganicznego obecng w probce.

Pierwotna biodegradacja:

jest zmiang w chemicznej strukturze substancji, spowodowang dzialaniem biologicznym, powodujaca utrate
specyficznych wlasciwosci tej substancji.

Ostateczna biodegradacja (aeroboway):

jest uzyskanym poziomem degradacji gdy badany zwigzek zostaje catkowicie rozlozony przez drobnou-
stroje, objawiajacy si¢ wytwarzaniem ditlenku wegla, wody, soli mineralnych i nowych mikrobowych
sktadowych komoérkowych (biomasy).

Latwobiodegradowalne:

umowna klasyfikacja substancji chemicznych przechodzacych pewne specyficzne badania przesiewowe na
ostateczng biodegradowalno$é; te badania sg tak zaostrzone, ze mozna stwierdzié, ze takie zwigzki ulegng
szybko i calkowicie biodegradacji w $rodowiskach wodnych w warunkach aerobowych.

Pierwotnie biodegradowalny:

klasyfikacja substancji chemicznych dla ktérych istnieja niedwuznaczne dowody biodegradacji (pierwotnej
lub ostatecznej) we wszystkich naukowo uznanych badaniach biodegradowalnosci.

Podatno$¢ na obrébke (Treatability):

jest uleglo$cia zwigzkéw do usuwania w czasie trwania biologicznej obrobki $ciekow bez zakldcania
zwyklego dzialania proceséw przetwarzania. Ogélnie latwo biodegradowalne zwiazki sa podatne na
obrébke, lecz nie wszystkie o pierwotnej biodegradowalnosci. Abiotyczne procesy moga takze powodowal
dzialanie.
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Czas opdZnienia

jest czasem od inokulacji, w badaniu ,die — away”’, do momentu az procent degradacji wzro$nie co
najmniej 10%. Czas opé6znienia jest czesto bardzo zmienny i stabo odtwarzalny:

Czas degradagji
jest czasem od korica czasu opdZnienia do czasu uzyskania 90% maksymalnego poziomu degradacji.
10- dniowe okno

jest 10 dniami bezpo$rednio nastgpujacymi po osiagnieciu 10% degradacji.

ZALACZNIK 11

OBLICZENIE I OZNACZENIE ODPOWIEDNICH PARAMETROW PODSUMOWUJACYCH

W zaleznosci od wybranej metody, mogg by¢ wymagane pewne parametry podsumowujgce. Nastepujaca
sekcja opisuje wyprowadzenie tych wartosci. Uzycie tych parametréow jest opisane w poszczegdlnych
metodach.

1. Zawarto$¢ wegla

Zawarto$¢ wegla jest obliczana ze znanego skladu pierwiastkowego lub oznaczana poprzez analize
pierwiastkowa substancji badanej.

2. Teoretyczne zapotrzebowanie tlenu (ThOD)

Teoretyczne zapotrzebowanie tlenu (ThOD) moze by¢ obliczone jezeli znany jest sktad pierwiastkowy lub
jest wyznaczony przez analize elementarng. Dla zwigzku:

CCHhCIdNnNaMOOPpSS

bez nitryfikacji,

162c+ 1/2(h-c-3n)+ 3s+ 52p+ 1/2na-o
ThODyps = [ 2( 3\4W 2pt 1) ]mg/mg

lub z nitryfikacja,

162c+ 1/2 (h=c)+ 5/2n+ 3 s+ 52 p+ 1/2 na— o]

ThODNH3 = MW

mg/mg

3. Zapotrzebowanie chemiczne na tlen (COD)
Zapotrzebowanie chemiczne na tlen (COD) jest oznaczane zgodnie z metoda C.6.
4, Rozpuszczalny wegiel organiczny (DOC)

Rozpuszczalny wegiel organiczny (DOC) jest wedlug definicji weglem organicznym wszystkich substancji
chemicznych i mieszanin w wodzie przechodzacych przez filtr 0,45 mikrona.
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Probki z naczyn badawczych s pobierane i niezwlocznie filtrowane w aparacie filtracyjnym stosujac
odpowiedni filtr membranowy. Pierwsze 20 ml (mozna zmniejszy¢ ilo$¢ stosujgc mniejsze filtry) filtratu jest
odrzucane. Objetosci 10-20 ml lub mniej, jezeli wstrzykuje sig(objetos¢ zalezy od ilosci wymaganej dla
analizatora wegla) sa poddawane analizie na wegiel. Stezenie DOC jest oznaczane za pomocg analizatora
wegla organicznego zdolnego do doktadnych pomiaréw stezenia wegla réwnowaznego lub nizszego niz
10% poczatkowego stezenia DOC uzytego w badaniu.

Odfiltrowane probki, ktére nie moga by¢ analizowane tego samego dnia, mozna zabezpieczy¢ przez
przechowanie w lodowce w 2-4 °C przez 48 godz., lub nizszej - 18 °C przez dluzszy czas.

Uwagi;

Filtry membranowe sa czesto impregnowane Srodkami powierzchniowoczynnymi w celu hydrofilizacji. Zatem
filtr moze zawiera¢ do kilku mg rozpuszczalnego wegla organicznego ktéry bedzie zakldcal oznaczenia
biodegradowalnosci. Usuwa si¢ zwiazki powierzchniowoczynne i inne rozpuszczalne zwiazki organiczne z
filtréw przez gotowanie ich w wodzie dejonizowanej przez trzy okresy czasu po jednej godzinie kazdy.
Filtry nastgpnie mozna przechowywaé w wodzie przez tydzien. Jezeli wklady filtréw jednorazowych sg
uzywane, kazda partia musi by¢ sprawdzona dla potwierdzenia ze nie zawiera rozpuszczalnego wegla
organicznego.

W zaleznosci od rodzaju filtra membranowego badana substancja moze by¢ zatrzymywana przez
adsorpcje. Jest zatem godne polecenia upewnienie si¢ czy badana substancja nie jest zatrzymywana przez
filtr.

Odwirowanie w 40 000 m/sec? (4 000 g) przez 15 min mozna stosowaé do zréznicowania TOC wzgledem
DOC zamiast filtracji. Metoda nie jest pewna przy poczatkowym stezeniu < 10 mg DOC/l poniewaz, albo
nie wszystkie bakterie sa usuwane, albo wegiel jako skladnik plazmy bakteryjnej jest ponownie rozpusz-
czany.
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Normung e.V.

— Gerike, P, The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, vol 13
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ZALACZNIK I

OCENA BIODEGRADOWALNOSCI SEABO ROZPUSZCZALNYCH SUBSTANCJI

W badaniach biodegradowalnosci stabo rozpuszczalnych substancji nalezy zwroci¢ szczegblnag uwage na
nastepujace aspekty.

Podczas gdy jednorodne ciecze rzadko stwarzaja problemy z pobieraniem ich probek, dla materialéw w
postaci cial statych, zalecana jest ich homogenizacja odpowiednimi metodami, aby zapobiec bledom z
powodu ich niejednorodnosci. Nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage, gdy wymagane sa reprezentatywne probki
kilkumiligramowe z mieszanin substancji chemicznych o duzej zawartosci zanieczyszczen.

W czasie badann mozna stosowac rézne formy mieszania. Nalezy zwréci¢ uwage by uzywal dostatecznego
mieszania tylko do utrzymania substancji chemicznej w postaci zawiesiny, w celu zapobiezenia przegrzaniu,
nadmiernemu pienieniu i nadmiernym sitom poprzecznym.

Mozna stosowaé emulsyfikator dajacy stabilng zawiesing substancji chemicznej. Nie moze by¢ on toksyczny
dla bakterii i ulega¢ biodegradacji lub powodowaé pienienie w warunkach badania.
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Do rozpuszczalnikéw stosuje si¢ takie same kryteria jak do emulsyfikatoréw.

Nie jest zalecane uzywanie stalych noénikéw przy badaniu stalych substancji ale moga by¢ one odpowied-
nie dla substancji oleistych.

Gdy stosowane sa pomocnicze substancje takie jak emulsyfikatory, rozpuszczalniki oraz nosniki, nalezy
przeprowadzi¢ $lepg prébe z substancja pomocnicza.

Kazde z trzech badan respirometrycznych CO,, BOD, MITI mozna uzy¢ w badaniach biodegradowalnosci
zwigzkéw stabo rozpuszczalnych.

BIOBLIGRAFIA

— de Morsier, A. et al,, Biodegradacja tests for slabo rozpuszczalne compounds. Chemosphere, 1987, vol.
16, 833.

— Gerike, P, The Biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, vol.
13, 169.

ZALACZNIK IV

OCENA BIODEGRADOWALNOSCI SUBSTANCJI CHEMICZNE] PODEJRZEWANE] O DZIALANIE
TOKSYCZNE DLA INOKULUM

Jezeli substancja chemiczna podlegajaca badaniu na latwos§¢ biodegradowalno$ci okazuje sie by¢ niebiode-
gradowalna, zalecana jest nastgpujgca procedura, jesli pozadana jest roznica pomiedzy inhibicja a obojetnos-
cig. (Reynolds et al., 1987).

Do badan biodegradacji i toksycznosci nalezy uzy¢ podobnych lub identycznych inokulum.

Do oceny toksycznosci substancji chemicznych w badaniach fatwosci biodegradacji, wydaje si¢ odpowiednie
zastosowanie jednego z, lub polaczonych badan: inhibicji szybkosci respiracji aktywowanego osadu (Dir
88/302/EEC), BOD iflub inhibicji wzrostu.

Aby zapobiec inhibicji z powodu toksycznosci, sugeruje si¢, aby stezenia substancji badanej stosowane w
badaniach tatwosci biodegradowalnosci byly mniejsze niz 1/10 wartosci EC, (lub mniejsze niz wartosci
EC,) otrzymywanych w badaniach toksycznosci. Zwiazki o wartosci EC,  wickszej niz 300 mg/l nie
wywieraja prawdopodobnie dziatania toksycznego w badaniach tatwosci biocfegradacji.

Wartoéci EC,, mniejsze niz 20 mg/l prawdopodobnie stwarzajg powazne problemy w nastepnych
badaniach. Nalezy zastosowaé niskie stezenia badania, powodujacego konieczno$¢ uzycia surowego i
czulego badania ,zamknigtej butli” lub uzycia znacznika "C. Alternatywnie sezonowane inokulum pozwala
uzy¢é wyzszego stezenia substancji badanej. W ostatnim przypadku gubi si¢ jednak kryterium wlasciwe
badaniu tatwosci biodegradacj.

BIOBLIGRAFIA

Reynolds, L. et al.,, Evaluation of the toxicity of substances to be assessed for biodegradability. Chemosphe-
re, 1987, vol. 16, 2259.

ZALACZNIK V

KOREKCJA POBORU TLENU Z POWODU ZAKLOCENIA PRZEZ NITRYHKACJE

Bledy z powodu nie uwzgledniania nitryfikacji w ocenie pobieranie tlenu w biodegradowalnosci substancji
badanych niezawierajacych azotu s3 marginalne (nie wigksze niz 5%), nawet jezeli utlenianie azotu
amonowego w podlozu zachodzi inaczej niz pomigdzy substancja badang i naczyniami Slepej préby.
Jednakze, zawarty w badanych substancjach azot, powoduje powstanie powaznych bledow.
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Jezeli zaszla nitryfikacja lecz nie jest calkowita, obserwowane pobieranie tlenu przez mieszaning reakcyjng
musi by¢ skorygowane o ilo$¢ tlenu zuzytego przy utlenieniu amoniaku do azotyndéw i azotanéw; jezeli
zmiany w stezeniu, w czasie trwania inkubacji, azotynéw i azotanéw s3 okreSlone nastgpujacymi
réwnaniami:

2 NHCI + 30, =2 HNO, + 2 HCl + 2 HO (1)
2 HNO, + O, = 2 HNO, )
ogdlnie:

2NHCl + 4 0, = 2 HNO, + 2 HCl+ 2 HO 3)

Wedtug réwnania (1), pobér tlenu przez 28 g azotu zawartego w chlorku amonu (NH,Cl) utlenianego do
azotynu wyniesie 96 g, dajac wskaznik 3,43 (96/28). W ten sam sposob, z réwnania (3) pobér tlenu
przez 28 g azotu utlenionego do azotanu wynosi 28 g, dajac wskaznik 4,57 (128/28).

Poniewaz reakcje zachodza sekwencyjnie, zostaly przeprowadzone przez rézne szczepy bakterii, jest mozliwy
wzrost lub spadek stezenia azotyndw; w ostatnim przypadku utworzy si¢ réwnowazne stezenie azotanéw,
Zatem, tlen zuzyty w utworzeniu azotanu jest 4,57 mnozony przez wzrost w stezeniu azotanu, podczas
gdy tlen polaczony z utworzeniem azotynu jest 3,43 pomnozony przez wzrost w stezeniu azotynu lub ze
spadkiem w jego stezeniu strata tlenu jest - 3,43 pomnozona przez spadek w stezeniu.

Oznacza to:

O, zuzytego w tworzeniu azotanu = 4,57 X wzrost w stezeniu azotanu (4)
i

0, zuzytego w tworzeniu azotynu = 3,43 x wzrost w stezeniu azotynu (5)
i

Strata O, w zaniku azotynu = — 3,43 x spadek w stezeniu azotanu (6)
Tak wiec

Pobér O, z powodu nitryfikacji = + 3,43 x zmiana steZenia azotynu + 4,57 X wzrost steZenia
azotanu. (7)
I dlatego

Pobér O, z powodu utleniania C = calkowity obserwowany pobér - pobér z powodu nitryfikacji (8)

Alternatywnie, jezeli tylko calkowity utleniony azot jest oznaczony, pobieranie tlenu z powodu nitryfikacji,
moze by¢ wzigte, w pierwszym przyblizeniu, 4,57 x wzrost w utlenionym azocie.

Warto$¢ poprawki zuzycia tlenu z powodu utleniania wegla jest nastepnie poréwnywana z ThOD NH,, jak
wyliczono w zalaczniku II.
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C.5 DEGRADACJA - ZAPOTRZEBOWANIE BIOCHEMICZNE NA TLEN

METODA
WPROWADZENIE

Celem metody jest pomiar zapotrzebowania biochemicznego na tlen (BOD) substancji organicznych w

stanie ciektym lub statym.

Dane wypracowane w niniejszym badaniu odnosza si¢ do zwigzkéw rozpuszczalnych w wodzie, jednakze
zwigzki lotne oraz te o niskiej rozpuszczalnosci w wodzie, moga by¢ réwniez, przynajmniej z zasady
badane.

Metoda jest stosowana tylko do tych badanych materialéw organicznych, ktére nie sa inhibitorami w
stosunku do bakterii w stezeniach uzywanych w badaniu. Jezeli badany material nie jest rozpuszczalny w
stezeniu badania, nalezy uzy¢ specjalnych $rodkéw, takich jak uzycie ultradZwickéw, dla uzyskania dobrej
zawiesiny badanego materiatu.

Informacje na temat toksycznosci substancji chemicznej sg uzyteczne do interpretacji niskich wynikéw i do
wyboru odpowiednich stezen badan.

DEFINICJA 1 JEDNOSTKI

BOD jest zdefiniowane jako masa rozpuszczonego tlenu pozadana przez wiasciwa objetos¢ roztworu
substancji dla procesu utleniania biochemicznego w opisanych warunkach.

Wyniki s wyrazane jako gramy BOD na gram badanej substancji.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Pozadane jest uzycie odpowiednich substancji odniesienia dla sprawdzenia aktywnosci inokulum.
ZASADA METODY BADANIA

Wstepnie oznaczona ilo$¢ substancji, rozpuszczona lub zawieszona w dobrze napowictrzanym odpowied-
nim podlozu, jest zaszczepiana drobnoustrojami i inkubowana w stalej zdefiniowanej temperaturze
otoczenia w ciemnosci.

BOD jest oznaczane przez rdznicg w zawartosci rozpuszczonego tlenu na poczatku i na koncu badania.
Czas trwania badania wynosi co najmniej 5 dni i nie wigcej niz 28 dni.

Slepa préba musi by¢ oznaczona w réwnoleglym badaniu niezawierajacym badanej substancji.
KRYTERIA JAKOSCI

Oznaczenie BOD nie moze by¢ uwazane jako majace wazno$¢ naukowa oznaczenie biodegradowalnosci
substancji, a jedynie jako badanie przesiewowe(sortujace).

OPIS METODY BADANIA

Wstepny roztwér lub zawiesina substancji jest przygotowywana aby uzyskac stezenie BOD odpowiednie dla
zastosowanej metody. Nastgpnie BOD jest oznaczane stosujac jedng z odpowiednich narodowo i miedzy-
narodowo standaryzowanych metod.
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1.2.

DANE I OCENA

BOD zawarte w wstegpnym roztworze jest obliczane zgodnie z wybrang znormalizowana metodg i
przeliczane na gramy BOD na gram badanej substanciji.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Metoda stosowana musi by¢ ustalona.

Zapotrzebowanie biochemiczne na tlen nalezy usredni¢ z co najmniej trzech waznych pomiaréw.

Wszystkie informacje i uwagi odno$nie interpretacji wynikéw musza by¢ przedstawione w sprawozdaniu,
szczegdlnie w odniesieniu do zanieczyszczen, postaci fizycznej, dzialania toksycznego i wiasciwosci
zwigzanych z budowa substancjg ktére powoduja wplyw na wyniki.

Musi by¢ wykazane w sprawozdaniu uzycie dodatkéw hamujacych biologiczna nitryfikacje.

LITERATURA

Wykaz standaryzowanych metod, dla przyktadu:

NF T 90-103: Determination biochemical oxygen demand.

NBN 407: Biochemical oxygen demand.

NEN 3235 5.4: Bepaling van het biochemish zuurstofverbruik (BZV).

The determination of biochemical oxygen demand, Methods for the examination of water and associated
materials, HMSO, London.

ISO 5815: Determination of biochemical oxygen demand after n days.

C.6. DEGRADACJA - ZAPOTRZEBOWANIE CHEMICZNE NA TLEN

METODA

WPROWADZENIE

Celem metody jest pomiar zapotrzebowania chemicznego na tlen (COD) substancji organicznych w stanie
cieklym lub stalym w standardowy arbitralny sposob, w ustalonych warunkach laboratoryjnych.

Informacje na temat wzoru chemicznego sa uzyteczne dla prowadzenia tego badania oraz interpretacji
uzyskanych wynikéw (np. sole halogenowe, sole zelazowe zwiazkéw organicznych, zwigzki chloroorganicz-
ne).

DEFINICJE I JEDNOSTKI

Zapotrzebowanie chemiczne na tlen jest zmierzona utlenialnoscig substancji, wyrazong jako réwnowazna
ilo§¢ tlenu odczynnika utleniajacego zuzytego przez substancje w ustalonych warunkach laboratoryjnych.

Wynik jest wyrazany w gramach COD na gram badanej substancji.
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1.4.

1.5.

1.6.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Nie ma koniecznosci stosowania substancji odniesienia za kazdym razem, gdy przeprowadzane sa badania
nowej substancji. Powinny one stuzy¢ gléwnie sprawdzeniu od czasu do czasu wydajnosci metody i
pozwoli¢ na poréwnanie wynikéw z innymi metodami.

ZASADA METODY BADANIA

Wstepnie oznaczona ilo$¢ substancji, rozpuszczonej lub zawieszonej w wodzie, jest utleniana przez
dichromian potasu w stezonym kwasie siarkowym z siarczanem srebra jako katalizatorem, pod chtodnica
zwrotng przez dwie godziny. Pozostalo$¢ dichromiany jest oznaczana miareczkowo mianowanym roztwo-
rem siarczanu zelazoamonowego.

W przypadku substancji zawierajacych chlor, dodaje si¢ siarczanu rteci (*) celem zmniejszenia zaklGcenia
przez chlorki.

KRYTERIA JAKOSCI

Z powodu arbitralnego sposobu oznaczenia, COD jest ,wskaznikiem utlenialnosci” i jako taki uzywany jest
jako praktyczna metoda pomiaru zwigzkéw organicznych.

Chlorki zakl6caja to badanie; redukujace Srodki nieorganiczne lub utleniajace moga takze powodowaé
zakl6cenia w oznaczaniu COD.

Niektore zwigzki cykliczne i wiele substancji lotnych (np. nizsze kwasy tluszczowe) nie s3 w pelni utleniane
w niniejszym badaniu.

OPIS METODY BADANIA

Wstepny roztwér lub zawiesina substancji jest tak przygotowywana by uzyska¢é COD pomiedzy 250 i 600
mg na litr.

Uwagi:

W przypadku stabo rozpuszczalnych i niedajacych si¢ zdyspergowal substancji, nalezy ilo$¢ drobno
sproszkowanej substancji, odpowiadajacej okolo 5 mg COD odwazy¢ i umiesci¢ w aparacie do$wiadczal-
nym wraz z woda.

Zapotrzebowanie chemiczne na tlen (COD) jest czesto i szczegdlnie w przypadku staborozpuszczalnych
substancji oznaczane Korzystnie w odmianach metody, to jest w zamknigtym systemie z ci$nieniowym
ekwalizerem (H. Kelkenberg, 1975). W niniejszej modyfikacji zwigzki, ktére tylko z trudno$cia mozna
oznaczy¢ metodg konwencjonalng- na przyklad kwas octowy- sa czesto z powodzeniem oznaczane.
Metoda takze zawodzi, jak w przypadku pirydyny. Jezeli st¢zenie dichromianu potasu, jak opisano w
pozycji lit. (1), wzrosnie do 0,25 N (0,0416 M), bezposrednia dowazka 5-10 mg substancji ulatwia
oznaczenie COD, co jest zasadnicze dla stabo rozpuszczalnych w wodzie substancji (poz. lit. (2)).

Z drugiej strony, COD jest oznaczane wykorzystujac wszystkie odpowiednie krajowe i migdzynarodowe
standaryzowane metody.

DANE I OCENA

COD zawarte w kolbie doswiadczalnej jest obliczane stosujac wybrane znormalizowane metody i przeli-
czane na gramy COD na gram badanej substancji.

(*) Po uzyciu, roztwory zawierajace sole rteci nalezy unieszkodliwié, by zapobiec przeniesieniu rteci do Srodowiska naturalnego.
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SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
Zastosowana metoda odniesienia musi by¢ ustalona.

Zapotrzebowanie chemiczne na tlen musi by¢ Srednia co najmniej z trzech pomiaréw. Wszystkie
informacje i uwagi odnos$nie interpretacji wynikéw musza by¢ przedstawione w sprawozdaniu, szczegdlnie
w odniesieniu do zanieczyszczen, postaci fizycznej, i wlaSciwosci zwigzanych z budowa substancji, ktére

powodujg wplyw na wyniki.

W sprawozdaniu nalezy przedstawi¢ réwniez fakt uzycia siarczanu rteci dla zminimalizowania zakldcen
pochodzacych od chlorkéw.

LITERATURA

(1) Kelkenberg, H.,Z. von Wasser und Abwasserforschung, 1975, vol. 8, 146.

(2) Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, vol.
13, 169.

Wykaz standaryzowanych metod, dla przyktadu:

NBN T 91-201 Determination of the chemical oxygen demand.

ISBN 0 11 7512494 Chemical oxygen demand (dichromate value) of polluted and waste waters.

NFT 90-101 Determination of the chemical oxygen demand.

DS 217 = water analysis Determination of the chemical oxygen demand.

DIN 38409-H-41 Determination of the chemical oxygen demand (COD) within the range above 15 mg per
litr.

NEN 3235 5.3 Bepaling van het chemisch zuurstofverbruik.

ISO 6060 Water quality: chemical oxygen demand dichromate methods.

C.7. DEGRADACJA ABIOTYCZNA - HYDROLIZA JAKO FUNKCJA pH

METODA

Niniejsza metoda jest oparta na wytycznych OECD (1).

WPROWADZENIE

Hydroliza jest wazng reakcjg kontrolujaca abiotyczng degradacje. Niniejsza reakcja jest szczegdlnie stosowna
dla substancji o niskiej biodegradowalnosci i ma wplyw na utrzymywanie si¢ substancji w Srodowisku
naturalnym.

Wiekszo$¢ reakeji hydrolizy jest reakcjami pseudopierwszego rzedu, i zatem czasy pélreakcji s niezalezne od
stezenia. To zwykle pozwala ekstrapolowaé wyniki otrzymane w laboratorium na warunki Srodowiska
naturalnego.

Ponadto, kilka przykladéw o ktérych doniesiono w poz. lit. (2), pokazalo zadawalajaca zgodno$¢ pomiedzy
wynikami znalezionymi w czystych i naturalnych wodach dla réznych typéw substancji chemicznych.
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Jest korzystne posiadanie wstepnych informacji na temat preznosci pary substancji stosowanej w tym
badaniu.

Niniejsza metoda ma zastosowanie tylko do substancji rozpuszczalnych w wodzie. Zanieczyszczenia moga
wplywaé na wyniki.

Hydrolityczne zachowanie si¢ substancji chemicznej nalezy zbada¢ przy wartosci pH najczesciej znajdowa-
nej w Srodowisku naturalnym (pH 4-9).

DEFINICJE I JEDNOSTKI

Hydroliza odnosi si¢ do reakcji substancji RX z woda. Reakcja ta moze by¢ przedstawiona przez wymiang
grupy X na OH:

RX + HOH — ROH + HX 1]

Szybko$¢, w ktérej stezenie RX spada jest dana przez:

szybkos$¢ = k [H,0] “[RX] [2]

Poniewaz woda jest obecna w duzym nadmiarze w pordéwnaniu z substancja, ten ty reakcji zwykle opisuje
si¢ jako reakcje pseudopierwszego rzedu, w ktérej obserwowana stala szybkosci jest dana zaleznoscia:

keps = k % [H0] 3]

Stala ta moze by¢ oznaczona dla jednej wartosci pH i jednej warto$ci temperatury T, stosujac wyrazenie:

ko 229 1o %) "
gdzie:

t = czas,

C0 = stezenie substancji w czasie 0,

C‘ = stezenie substancji w czasie t; i

2,303 = wspdlczynnik konwersji logarytmem naturalnym i dziesigtnym.

Stezenia sg wyrazone w gramach na litr lub molach na litr.
Wymiarem stalej k, jest (czas)

.Pofokres reakcji” t,, jest zdefiniowany jako czas wymagany do zmniejszenia steZenia substancji badanej o
50%, czyli jest: 2

C=1/2-C 5]

Z wyrazen (4) i (5) mozna pokazaé, ze:

t]/z = 0,693/k0bs [6]
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Nie ma koniecznosci stosowania substancji odniesienia za kazdym razem, gdy przeprowadzane s3 badania
nowej substancji. Powinny one shuzy¢ gléwnie sprawdzeniu od czasu do czasu wydajnoSci metody i
pozwoli¢ na poréwnanie wynikéw z innymi metodami.

Nastepujace substancje uzywano jako substancje odniesienia (1):

Kwas acetylosalicylowy (aspiryna)

Ester kwasu 0,0-dietylo-0-(6-metylo-2-(1-metyloetylo)4-pirymidynylofosforotiowego (Dimpylate, Diazinon)
ZASADA METODY BADANIA

Substancja jest rozpuszczana w wodzie przy niskim stezeniu; wartoSci pH i temperatury sa kontrolowane.

Spadek stezenie substancji w zaleznosci od czasu jest obserwowany dowolna stosowna procedura
analityczna.

Logarytm stezenia jest wykreslany w zaleznoSci od czasu, jezeli wykres jest prostg linia, stala szybkosci
pierwszego rzedu moze by¢ uzyskana z jej nachylenia (patrz pkt 2).

Jezeli nie jest praktyczne oznaczenie stalej szybkosci bezposrednio dla poszczegdlnej temperatury, zwykle
jest mozliwe oszacowanie stalej poprzez uzycie zalezno$ci Arrheniusa, dajgcej zalezno$¢ temperaturowq
stalej szybkosci. Z liniowego wykresu logarytmu stalej szybkosci, ktéra oznaczono w odpowiedniej
temperaturze, jako funkcje odwrotnoéci temperatury bezwzglednej, K, jest mozliwe ekstrapolowanie
warto$ci stalej szybkosci, ktéra nie jest uzyskiwana bezposrednio.

KRYTERIA JAKOSCI

W pozydji literaturowej (2) doniesiono, ze pomiary stalych szybkosci hydrolizy w 13 klasach struktur
organicznych przeprowadzono z wysoka precyzja.

Powtarzalno§¢ zalezy w szczeg6lnosci od kontroli pH i temperatury i moze ulegaé wplywowi obecnosci
drobnoustrojéw i w specjalnych przypadkach stezeniu rozpuszczonego tlenu.

OPIS METODY BADANIA

Odczynniki

Roztwory buforowe
Badanie jest wykonywane przy trzech wartosciach pH: 4,0; 7,0 i 9,0.

Do tego celu, roztwory buforowe nalezy przygotowaé stosujac substancje chemiczne czystosci analitycznej
oraz destylowana lub dejonizawang sterylng wode. Kilka przyktadéw systeméw buforowych przedstawiono
w Dodatku.

Uzywane systemy buforowe moga wplywal na szybko$¢ hydrolizy; jezeli sa na to dowody, nalezy
zastosowaé alternatywny system buforujacy. Uzycie buforéw boranu lub octanu polecono w pozydji (2)
zamiast fosforanu.

Jezeli wartosci pH roztworéw buforowych nie s3 znane w temperaturze uzywanej w badaniu, mozna to
okresli¢ stosujac skalibrowany pHmetr, w wybranych temperaturach z doktadnoscig + 0,1 jednostki pH.

Roztwory do badania

Substancj¢ badang nalezy rozpusci¢ w wybranym buforze i stgzenie nie powinno przekraczaé 0,01 M lub
polowy stezenia nasycenia, w zalezno$ci ktéra jest nizsza.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.5.

1.6.5.1.

1.6.5.2.

Uzycie rozpuszczalnikow mieszalnych z woda jest zalecane tylko dla substancji o niskiej rozpuszczalnosci
w wodzie.

llo§¢ rozpuszczalnika musi by¢ mniejsza niz 1%, i nie moze zaktécaé proceséw hydrolitycznych.

Przyrzad

Nalezy uzy¢ zakorkowanych szklanych kolb, lecz nie moze by¢ smaru na szlifach.

Jezeli substancja albo system buforowy sa lotne, lub jesli badanie bedzie prowadzone w podwyzszonej
temperaturze, zalecane sa szczelne lub septycznie zamknigte rury, nalezy unika¢ wolnej objetosci.

Metoda analityczna

Metoda musi by¢ specyficzna do umozliwienia oznaczenia substancji badanej w stezeniach roztworéw
badanych i moze sklada¢ si¢ z kilku polaczeri odpowiednich technik analitycznych.

Stosowana metoda analityczna zalezy od natury substancji i musi odpowiednio precyzyjnie i czule wykry¢
zmniejszenie poczatkowego stezenia o 10%.

Warunki badania

Badania nalezy przeprowadzaé stosujac termostatycznie kontrolowana obudowe lub faznie o stalej tempe-
raturze ustawiong na + 0,5 °C wybranej temperatury. Temperatura powinna by¢ utrzymywana i mierzona
w zakresie + 0,1 °C. Nalezy zapobiec zakléceniom fotolitycznym odpowiednimi $rodkami.

Dla substancji ktére sg tatwo utlenialne, konieczne jest pozbycie si¢ rozpuszczonego tlenu (na przyklad
przez przeplukanie azotem lub argonem na pig¢ minut przed przygotowaniem roztworu).

Procedura badania

Badanie wstgpne

Dla wszystkich substancji, wstepne badanie nalezy przeprowadzi¢ przy 50 + 0,5 °C dla trzech wartosci
pH: 4,0; 7,0 i 9,0. Jest wykonywana wystarczajaca ilo$¢ pomiaréw, aby méc oszacowaé czy dla kazdej
wartosci pH i przy 50 °C, pdlokres reakcji (t!) jest mniejszy niz 2,4 godziny czy mniejszy niz 10%
hydrolizy obserwowanej po pieciu dniach. (mozna oszacowac ze te wartoSci odpowiadajace odpowiednio
pélokresowi reakcji mniejszych niz jeden dzien lub wyzszych niz jeden rok w warunkach bardziej
reprezentatywnych od tych z otoczenia (25 °C)).

Jezeli badanie wstepne wskazuje, ze 50% lub wigcej substancji badanej zhydrolizowalo w 2,4 godziny w
50 °C, lub mniej niz 10% zhydrolizowalo po pieciu dniach przy kazdej z trzech wartosci pH (4, 7 i 9), nie
jest konieczne dalsze badanie.

W innych przypadkach, i dla poszczegdlnych wartosci pH, dla ktérych niniejszy warunek nie byt spelniony,
przeprowadzane jest badanie 1.

Badanie 1

Badanie 1 jest przeprowadzane w jednej temperaturze; najkorzystniej w 50 + 0,5 °C, oraz, jezeli jest to
mozliwe, w sterylnych warunkach, w ktorych te wartosci pH, dla ktérych wstepne badanie pokazato
konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan.

Nalezy wybra¢ wystarczajaca ilos¢ probek (niemniej niz cztery) do objecia zakresu hydrolizy 20-70% dla
badania zachowania si¢ reakcji pseudopierwszego rzedu w okreslonych warto$ciach pH.

Dla kazdej wartosci pH, przy ktérej wykonano badanie 1,wyznaczono rzad reakgji.
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1.6.5.3.

1.6.5.4.

Oszacowanie stalej szybkosci w 25 °C:

Decyzja jak postepowal eksperymentalnie zalezy od tego czy mozna skonkludowaé z badania 1, ze reakcja
jest pseudopierwszego rzedu czy nie.

Jezeli nie mozna skonkludowaé z pewnoscig z badania 1, ze reakcja jest pseudopierwszego rzedu, dalsze
do$wiadczenia nalezy przeprowadzi¢ jak opisano w badaniu 2.

Jezeli mozna bezpiecznie skonkludowal z badania 1, ze reakcja jest pseudopierwszego rzedu, dalsze
do$wiadczenia nalezy przeprowadzi¢ jak opisano w badaniu 3. (Alternatywnie, mozna w specjalnych
warunkach obliczy¢ stale szybkosci w 25 °C ze stalych w 50 °C, obliczonych przy uzyciu wynikéw z
badania 1, (patrz 3.2)).

Badanie 2

Niniejsze badanie przeprowadzono, przy kazdej wartosci pH, dla ktérej wyniki badania 1 pokazaly
konieczno$¢ nastgpujacego postgpowania:

— albo w jednej temperaturze nizszej niz 40 °C,
— lub w dwdch temperaturach powyzej 50 °C réznigcych sie od siebie co najmniej 10 °C.

Dla kazdej wartoSci pH oraz temperatury gdzie badanie 2 jest przeprowadzane, co najmniej sze§¢
stosownie rozdzielonych punktéw danych powinno by¢ pobranych, tak by stopien hydrolizy byt w zakresie
20-70%.

Dla jednej warto$ci pH i jednej temperatury oznaczanie jest przeprowadzane w dublecie. Gdy badanie 2
wykonano w dwoch temperaturach powyzej 50 °C, dublikat jest przeprowadzany najkorzystniej w nizszej
z tych dwéch temperatur.

Dla kazdej wartosci pH oraz temperatury, dla ktorych wykonano badanie 2 nalezy podal graficzne
oszacowanie polokresu reakcji (t, W o ile to mozliwe.

Badanie 3

Niniejsze badanie przeprowadzono, przy kazdej wartosci pH, dla ktérej wyniki badania 1 pokazaly
konieczno$¢ takiego postepowania.

— albo w jednej temperaturze mniejszej niz 40 °C,
— albo w dwdéch temperaturach powyzej 50 °C rdznigcych si¢ od siebie co najmniej 10 °C.

Dla kazdego pH i temperatury gdzie przeprowadzono badanie 3, wybierane s3 trzy punkty danych,
pierwszy w czasie 0 oraz drugi i trzeci gdy stopief hydrolizy jest wickszy niz 30%; stata k , i t,, musza
by¢ wyliczone.

DANE

Dla pseudopierwszego rzedu zachowanie si¢ wartosci k, , dla kazdej wartosci pH i kazdej temperatury badan
moze by¢ uzyskane z wykreséw logarytméw stezen w stosunku do czasu stosujac wyrazenie:

kobs = — nachylenie x 2,303 [7]

Zatem t,, moze by¢ obliczone zgodnie z réwnaniem [6].
Oszacowac k,... stosujac réwnanie Arrheniusa, gdzie odpowiednie.

Dla nie-pseudopierwszego rzedu zachowanie sie patrz 3.1.
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3. SPRAWOZDANIE
3.1 SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
Sprawozdanie z badan zawiera w miarg mozliwosci nastepujace informacje:
— specyfikacje substancji;
— wszystkie wyniki uzyskane z substancjami odniesienia;
— zasada i szczeglly zastosowanej metody analitycznej;
— dla kazdego badania: temperatura, warto$¢ pH, sklad buforu i tabele wszystkich danych punktéw
stezenie-czas;
— dla reakdji pseudopierwszego rzedu, wartosci k dla t,, i ich procedure obliczer;
— dla reakgji nie-pseudopierwszego rzedu, wykresli¢ wyniki jako logarytm stezenia w stosunku do czasu;
— wszystkie informacje i obserwacje dla interpretacji wynikéw.
3.2. INTERPRETACJA WYNIKOW
Jest mozliwe obliczenie dopuszczalnych wartosci stalej szybkosci (w 25 °C) substancji badanych, pod
warunkiem, ze wartosci doswiadczalne energii aktywagji juz istnieja dla homologdéw substancji badanej i
pod warunkiem ze zalozy si¢ umiarkowanie, ze energia aktywacji substancji badanej jest tego samego rzedu
wielkosci.
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Environmental Conditions,” J. Phys. Chem. Ref. Data, 1978, vol. 7 (2), 383-415.
Dodatek
MIESZANINY BUFOROWE
A. CLARKA I LUBSA

Warto$ci pH przedstawione w tych tabelach obliczono z pomiaréw potencjalu uzywajac standartowe
réwnania Sorensena. Rzeczywiste wartosci pH sg 0,04 jednostki wyzsze niz wartosci stabelaryzowane.

Skfad pH
0,1 M wodoroftalan potasu + 0,1 N HCl przy 20 °C

2,63 ml 0,1 N HCl + 50 ml ftalanu do 100 ml 3,8
0,1 M wodoroftalan potasu + 0,1 N NaOH przy 20 °C

0,40 ml 0,1 N NaOH + 50 ml ftalanu do 100 ml 4,0
3,70 ml 0,1 N NaOH + 50 ml ftalanu do 100 ml 4,2
0,1 M fosforan monopotasu + 0,1 N NaOH przy 20 °C

23,45 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosforanu do 100 ml 6,8
29,63 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosforanu do 100 ml 7,0

35,00 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosforanu do 100 ml 7,2
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0,1 M H;BO, w 0,1 M KC1 + 0,1 N NaOH przy 20 °C

16,30 ml 0,1 N NaOH + 50 ml kwasu borowego do 100 ml
21,30 ml 0,1 N NaOH + 50 ml kwasu borowego do 100 ml
26,70 ml 0,1 N NaOH + 50 ml kwasu borowego do 100 ml

KOLTHOFFA 1 VLEESHOUWERA

Sklad

0,1 M cytrynian monopotasu i 0,1 N NaOH przy 18 °C (doda¢ maly krysztal tymolu

by zapobiec wzrostowi ple$ni)

2,0 ml 0,1 N NaOH + 50 ml cytrynianu do 100 ml
9,0 ml 0,1 N NaOH + 50 ml cytrynianu do 100 ml
16,3 ml 0,1 N NaOH + 50 ml cytrynianu do 100 ml

SORENSENA

0,05 M boraks + 0,1 N HCl

8,8
9,0
9,2

pH

3,8
4,0
4,2

Sktad pH
Walbum
ml boraksu ml HCl Sorensen 18 °C
10 °C 40 °C 70 °C
8,0 2,0 8,91 8,96 8,77 8,59
8,5 1,5 9,01 9,06 8,86 8,67
9,0 1,0 9,09 9,14 8,94 8,74
9,5 0,5 9,17 9,22 9,01 8,80
10,0 0,0 9,24 9,30 9,08 8,86
0,05 M boraks + 0,1 N NaOH
Sktad H
Walbum
ml boraksu ml NaOH Sorensen 18 °C
10 °C 40 °C 70 °C
10,0 0,0 9,24 9,30 9,08 8,86
9,0 1,0 9,36 9,42 9,18 8,94
8,0 2,0 9,50 9,57 9,30 9,02
7,0 3,0 9,68 9,76 9,44 9,12




