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SMERNICA KOMISIE 92/69/EHS
z 31. jila 1992,

ktorou sa po sedemndstykrit prisposobuje technickému pokroku smernica Rady 67/548/EHS
o aproximdcii zdkonov, inych pridvnych predpisov a spravnych opatreni tykajiicich sa klasifikicie,
balenia a oznacovania nebezpecnych litok

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEYV,

so zretelom na Zmluvu o zalozeni Eurdpskeho hospodarskeho
spolocenstva,

so zretelom na smernicu Rady 67/548/EHS z 27. jina 1967
o aproximdcii zakonov, inych pravnych predpisov a spravnych
opatren{ tykajiicich sa klasifikdcie, balenia a oznacovania ne-
bezpecnych latok ('), naposledy zmenent a doplnent smerni-
cou 92/32[EHS (%), najmi na jej clanky 28 a 29,

kedze cldnok 3 ods. 1 smernice 67/548/EHS a ¢linok 3
smernice Rady 88/379/EHS zo 7. juna 1988 o aproximdcii
zdkonov, inych pravnych predpisov a spravnych opatreni, ktoré
sa tykaju klasifikdcie, balenia a oznacovania nebezpe¢nych
latok (°), naposledy zmenenej a doplnenej smernicou Komisie
90/492[EHS (%), ustanovuje, Ze fyzikdlno-chemické vlastnosti,
toxicita a ekotoxicita litok a pripravkov sa urcuji podla met6d
Specifikovanych v prilohe V k smernici 67/548/EHS;

kedZe znenie prilohy V k smernici 67/548/EHS je sticasne
uverejnené v dvoch castiach, ktorymi st priloha k smernici
Komisie 84/449/EHS () a priloha k smernici Komisie
88/302/EHS ();

kedZe je potrebné v zdujme zohladnenia technického pokroku
prekontrolovat skisobné metédy, ktoré sa nachddzaji v prilohe
k smernici Komisie 84/449/EHS;
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kedZe je tiez potrebné v zdujme zohladnenia technického
pokroku prekontrolovat skisobnii metddu pre test utlmenia
rias, ktord sa v sucasnosti nachddza v prilohe k smernici
Komisie 88/302/EHS, a pri tejto prilezitosti presunit tito
skisobnd metédu do prilohy k smernici 84/449/EHS;

kedZe je vhodné zniZif na minimum pocet zvierat pouzivanych
na experimentilne Ucely v silade so smernicou Rady
86/609/EHS o aproximdcii zdkonov, inych pravnych predpisov
a spravnych opatreni ¢lenskych $titov s ohladom na ochranu
zvierat pouzivanych na experimentdlne tcely ();

kedZe ustanovenia tejto smernice si v stlade so stanoviskom
Vyboru na prispdsobovanie smernic technickému pokroku pri
odstrafiovani technickych prekdzok obchodu s nebezpecnymi
latkami a pripravkami,

PRIJALA TUTO SMERNICU:

Cldnok 1

Priloha k smernici 84/449/EHS sa tymto nahrddza prilohou
k stcasnej smernici.

() U.v.ESL 358, 18.12.1986, s. 1.
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Cldnok 2 Podrobnosti o odkaze upravia ¢lenské $taty.

Metdda pre test utlmenia rias, opisand v prilohe k smernici ..

88/302/EHS, sa tymto zrusuje. Cldnok 4

- Tdto smernica je adresovand clenskym Stdtom.
Cldnok 3

Clenské stity uvedti do Gcinnosti zdkony, iné pravne predpisy

a spravne opatrenia potrebné na dosiahnutie stladu s touto

smernicou najneskor do 30. oktobra 1993. Clenské stity
o tom bezodkladne informujii Komisiu. Za Komisiu

Clenské staty uvedd priamo v prijatych ustanoveniach alebo pri Karel VAN MIERT
ich dradnom uverejneni odkaz na tito smernicu. clen Komisie

V Bruseli 31. jala 1992
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KOMISIA

Priloha k smernici Komisie 92/69/EHS z 31. jila 1992, ktorou sa po sedemndstykrit prisposobuje
technickému pokroku smernica Rady 67/548/EHS o aproximdcii zdkonov, inych pravnych predpisov a
spravnych opatreni tykajiicich sa klasifikdcie, balenia a oznaCovania nebezpecénych litok (')1)

() 1) U.v. ES L 383, 29.12.1992, 5. 113.
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7

UvoD

V tejto prilohe st opisané skusobné metédy stanovenia fyzikdlnochemickych, toxikologickych
a ckotoxikologickych vlastnosti uvedenych v prilohdch VII a VIII k smernici 79/831/EHS. Vychddzaju
z met6d uznanych a odporucenych prislusnymi medzindrodnymi subjektmi (obzvlast OECD).

Ked takéto metddy neboli k dispozicii, boli prevzaté vnutrostitne normy alebo metddy, pri ktorych doslo
medzi vedcami k dohode. Testy by sa mali vo vSeobecnosti vykondvat s latkami definovanymi v smernici.
Pozornost treba venovat moznému vplyvu necistot na vysledky testov.

Ak metédy uvedené v tejto prilohe nie st vhodné na skiimanie urcitej vlastnosti, musi oznamovatel
zdovodnit pouzitie alternativnej met6dy.

Testy a Studie na zvieratdch sa musia vykondvat v sdlade s vndtrostitnymi predpismi a musia byt pri nich
zohladnené humdnne principy a medzindrodny vyvoj v oblasti ochrany zvierat.

Z rovnocennych skdsobnych metéd sa zvoli metdda vyzadujiica najmensi pocet zvierat.
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CAST A: METODY NA STANOVENIE FYZIKALNO-CHEMICKYCH VLASTNOSTI

A.1. TEPLOTA TOPENIA A TUHNUTIA

1. METODA

Opisané metddy st upravené smernicou na vykondvanie OECD testov (1). Zakladné principy s uvedené v
odkazoch (2) a (3).

1.1. UvVOoD

Na stanovenie teploty topenia ldtok je potrebné pouzit opisané metddy, pristroje a zariadenia, a to bez
akychkolvek obmedzeni tykajicich sa stupna ich distoty.

Vyber metddy zdvisi od charakteru latky urCenej na testovanie. Z toho dovodu limitujice faktory budd
zavisiet od toho, ¢i prislusnd latka moze byt rozomletd na prasok lahko, tazko alebo vobec nie.

Pre niektoré litky je vhodnejsie stanovenie teploty tuhnutia, a preto boli do tejto metddy zahrnuté aj
normy pre toto stanovenie.

V pripadoch, kde kvoli zvldstnym vlastnostiam litky nie je mozné bez problémov merat Ziadny z
horeuvedenych parametrov, moze byt vhodné stanovenie teploty kvapalného skupenstva, resp. teploty
tuhnutia olejov.

1.2. POJMY A JEDNOTKY

Teplota topenia je definovand ako teplota, pri ktorej sa zmena z tuhého do kvapalného skupenstva
prejavuje pri atmosférickom tlaku, a tito teplota idedlne zodpoveda teplote tuhnutia.

KedZe fizovd zmena mnohych ldtok sa uskutocfiuje v urcitom tepelnom rozmedzi, Casto sa opisuje ako
rozmedzie topenia.

Prepocitavanie jednotiek (K na °C)
t=T- 27315
t: teplota v stupnioch Celzia, stupne Celzia (°C)
T: termodynamickd teplota, kelvin (K)
1.3. REFERENCNE LATKY

Referencné latky nemusia byt pouzité vo vsetkych pripadoch, ak sa skima novéd litka alebo nova ldtka
obsiahnutd v pripravku. V prvom rade by mali slizit na obcasni kontrolu G¢innosti metddy, jej spravnej
realizdcie a na umozZnenie porovnania s vysledkami dosiahnutymi pri pouziti inych metdd.

Niektoré kalibracné latky si uvedené v odkazoch (4).
1.4. PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Stanovi sa teplota (teplotné rozmedzie) fizovej zmeny z tuhého do kvapalného skupenstva alebo z
kvapalného do tuhého skupenstva. Prakticky sa pocas zohrievania, resp. ochladzovania vzorky testovanej
latky pri atmosférickom tlaku stanovuja teploty pociatocného $tddia topenia, resp. tuhnutia, a konecného
Stddia topenia, resp. tuhnutia. Opisanych je pit metdd, menovite kapildrna metdda, metddy tepelnych
blokov, stanovenia teploty tuhnutia, metédy termickej analyzy a stanovenie teploty kvapalného skupenstva,
resp. teploty tuhnutia (metdda vyvinutd pre ropné oleje).
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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.

V urditych pripadoch moze byt vhodné merat namiesto teploty topenia teplotu tuhnutia.

Kapildrna metéda

Zariadenia na stanovenie teploty topenia s kvapalinovym kiipelom

Malé mnozstvo jemne rozomletej ltky sa vlozi do kapildrnej rirky a tesne sa natlaci. Rarka sa zohrieva
spolu s teplomerom a v priebehu vlastného topenia sa ndrast teploty adjustuje na menej ako 1 K/min.
Stanovuje sa pociatocnd a konecnd teplota topenia.

Zariadenia na stanovenie teploty topenia s kovovym blokom

Postupuje sa tak, ako je to opisané v odseku 1.4.1.1, avSak s vynimkou, Ze kapildrna rirka a teplomer st
umiestnené do zahrievaného kovového bloku, pricom cely proces a hodnoty na teplomere mozno sledovat
otvormi v bloku.

Fotocldnkovd detekcia

Vzorka v kapildrnej rarke sa zahrieva automaticky v kovovom valci. Dierou vo valci sa cez sledovanii latku
topenia menia tak, Ze litka sa z nepriehladnej meni na priehladnd. Intenzita svetla dopadajiceho na
fotoelektricky clanok sa tak zvysi a vysle stop signdl k digitdlnemu indikdtoru, ktory odcita teplotu z
platinového odporového teplomeru, ktory je umiestneny vo vyhrievacej komore. Tato metdda nie je vhodnd
pre niektoré intenzivne sfarbené latky.

Tepelné bloky

Koflerov tepelny blok

Koflerov tepelny blok pozostéva z dvoch kusov kovu s rozdielnou tepelnou vodivostou a s elektrickym
ohrievanim, pri¢om samotny blok je zhotoveny tak, aby teplotny gradient bol takmer linedrny po celej
jeho dizke. Teplota Koflerovho tepelného bloku sa moze menit v rozmedzi od 283 do 573 K. Tepelny
blok je vybaveny zvldstnym zariadenim na Citanie teploty, ktoré je opatrené posuvnym bezcom s rucickou
a tabulkou zostavenou pre konkrétny typ Zeraviacej tyce. Pre stanovenie teploty topenia sa testovand latka
v tenkej vrstve nanesie na tepelny blok. V priebehu niekolkych sekind sa vytvori zretelnd deliaca ciara
medzi kvapalnou a tuhou fizou. Teplota na deliacej Ciare sa od¢ita nastavenim rucicky do takej polohy, aby
spocivala priamo na Ciare.

Mikroskop na sledovanie taveniny

Na stanovenie teploty topenia pri velmi malych mnoZstviach materidlu sa pouZzivaji viaceré mikroskopicky
nickedy sa pouZivaji aj klasické ortutové teplomery. Typicky pristroj na mikroskopické sledovanie teploty
topenia v hortcich Stddidch pozostdva z vyhrievacej komory, v ktorej sa nachddza kovovd platnia, na ktort
sa umiestni vzorka na podlozné sklicko. Uprostred kovovej platne je otvor, ktory umoziuje prenikanie
svetelnych licov z osvetlovacieho zrkadielka mikroskopu. Pocas pouzivania je komora uzavretd sklenou
platiiou, aby sa zabrénilo pristupu vzduchu do priestoru so skiimanou vzorkou.

Zahrievanie vzorky je regulované reostatom. Pre velmi presné merania na opticky anizotropnych latkach
mozno pouZit polarizované svetlo.

Meniskovd metdda
Tato metdda sa pouziva $pecidlne pre polyamidy.

Vizudlne sa stanovuje teplota, pri ktorej dochddza k posunu menisku silikénového oleja, vlozeného medzi
zdroj hortceho $tddia a krycie sklicko, spocivajice na polyamidovej testovanej vzorke.

Metéda na stanovenie teploty tuhnutia

Vzorka sa umiestni do zvldStnej skasobnej trubice, ktord sa potom vlozi do pristroja na stanovovanie
teploty tuhnutia. Pocas ochladzovania sa vzorka jemne a neustile miesa a vo vhodnych intervaloch sa
meria teplota. Ak pri nickolkych za sebou nasledujiicich ¢itaniach zostédva teplota konstantnd, jej hodnota
(s korektarou odchylky teplomera) sa zaznamend ako teplota tuhnutia.
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1.4.4.

1.4.4.1.

1.4.4.2.

1.4.5.

1.5.

M4 sa zabranit podchladeniu udrziavanim rovnovahy medzi tuhou a kvapalnou fizou.

Tepelnd (termickd) analyza

Diferencidlna tepelnd (termickd) analjza (DTA)

V rémci tohto postupu sa zaznamendva rozdiel v teplotich medzi prislusnou testovanou litkou a
referenénym materidlom ako funkcia teploty, pricom testovand ldtka aj referencny materidl st vystavené
tomu istému regulovanému a kontrolovanému tepelnému programu. Ked' testovand vzorka podstipi fézova
zmenu majicu za ndsledok zmenu entalpie, tito zmena sa prejavi ako endotermickd (topenie) alebo
exotermickd (tuhnutie) odchylka od zdkladnej Ciary zaznamendvajicej teplotu.

Diferencidlna snimacia kalorimetria (DSK)

V rdmci tohto postupu sa zaznamendva rozdiel v energetickych vstupoch do prislusnej testovanej litky a do
referencného materidlu, pricom testovand latka aj referen¢ny materidl st vystavené tomu istému regulova-
nému a kontrolovanému tepelnému programu. Toto je energia, ktord je potrebnd na vytvorenie nulového
teplotného rozdielu medzi testovanou litkou a referenénym materidlom. Ked' testovand vzorka podstipi
fazovi zmenu majicu za ndsledok zmenu entalpie, tito zmena sa prejavi ako endotermickd (topenia) alebo
exotermickd (tuhnutie) odchylka od zdkladnej Ciary zaznamendvajicej tepelny tok.

Teplota tuhnutia olejov

T4to metdda bola vyvinutd na pouzitie s ropnymi olejmi a je vhodnd na pouzitie s olejovitymi ldtkami
vyznacujicimi sa nizkymi teplotami topenia.

Po predchddzajicom zohriati sa vzorka ochladzuje $pecifickou rychlostou a v intervaloch poklesu teploty
0 3 K sa skima jej tekutost. NajniZsia teplota, pri ktorej sa eSte dd pozorovat pohyb testovanej litky, sa
zaznamend ako teplota tuhnutia oleja.

KRITERIA KVALITY

Pouzitelnost a presnost rozlicnych metdéd pouZivanych na stanovenie teploty topenia, resp. rozmedzia
topenia je uvedend v nasledujticej tabulke:

TABUIKA: POUZITEENOST METOD

A. Kapilirne metédy

Latky, ktoré Létk}i’ ktqré ne- ,
Metéda merania | mozno rozom- moznol'layhko Rozsah teplot Odhadnuytal pres- Platnd norma
lief na pratok rozorr,lvlet na nost (')
préasok
Zariadenie na
stanovenie te- I . 173
loty topenia 4 €N pre nie- +
Skapaligovy- ano kolko l4tok az 573 K t 03K JIS K 0064
m kipelom
Zariadenie na
stanovenie te- | . 293 a3
loty topenia 1 cn pre nie- az +

S ykovgvffm ano kolko latok > 573 K + 05K 150 1218 (F)
blokom
Detekcia foto- pre niektoré
¢lankom latky .

) i 253 az

ano S pouzitim 573 K + 05K

pridavnych
zariadeni

() Zavisi od typu zariadenia a stupia Cistoty latky
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B. Vyhrievacie bloky a met6dy tuhnutia

Latky. ktoré Latky, ktoré ne-
. . Ty mozno [ahko . Odhadnutd pres- [
Met6da merania | mozno rozom- liet Rozsah teplot s Platnd norma
liet na prasok rozomliet na nost (')
prasok
Koflerov  vy- ) . 283 az ANSI/ASTM
hrievaci stolik dno nie > 573K = LOK ) b 345176
Taviaci  mi- . len pre nie- 273 az
kroskop ano kolko ldtok > 573 K £ 05K | DIN33736
Meniskova predovietkym 293 a3
met6da nie pre polya- N +0,5K ISO 1218 (E)
midy 573 K
Metoda  sta-
novenia  te- . p 223 az
ploty tuhnu- ano ano 573 K + 0,5K napr. BS 4695
tia
() Zdvisi od typu zariadenia a stupna Cistoty ldtky

C. Tepelnd (termickd) analyza

Latky. ktoré Latky, ktoré ne-
. . ol mozno lahko A Odhadnutéd pres- .
Metéda merania | mozno rozom- liet Rozsah teplot s Platnd norma
liet na prasok rozonllelt( na nost ()
prasol
Diferencné te- do 600 K
pelnd analyza , , 173 az + 0,5 K do
ano ano 1273 K 1273 K ASTM E 53776
+ 20K
Diferen¢nd do 600 K
skenovacia ) . 173 az + 0,5 K do
kalorimetria ano ano 1273 K 1273 K ASTM E 53776
£+ 20K
() Zavisi od typu zariadenia a stupna distoty latky

D. Teplota tuhnutia olejov

Latky, ktoré ne-

Litky, ktoré mozno lahko

. . Odhadnutéd pres-
Metoda merania | mozno rozom-

Rozsah teplot Platnd norma

liet ok rozomliet na nost (')
1€t na praso. pré§ok
Teplota tuh- | pre minerdlne | pre minerdlne 293 a3
nutia olejov olgje a olejo- | oleje a olejo- 323 K + 30K ASTM D 9766

vité latky vité latky

() Zdvisi od typu zariadenia a stupna Cistoty ldtky

1.6. OPIS METOD
Postupy skoro vietkych skdsobnych metdd st opisané v medzindrodnych a Stitnych norméch (pozri
dodatok 1).

1.6.1. Metédy s kapildrnou rirkou

Ked st testované latky, ktoré st rozdrvené na jemny prach, vystavené pomalému ndrastu teploty, zvycajne
prejavujl $tadid topenia, ktoré si zndzornené na obrazku 1.
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1.6.1.1.

Obrizok 1

Stadium A Stadium B Stadium C Stadium D Stadium E

Stadium A  (zaliatok procesu topenia): Jemné kvapocky rovnomerne prilichaji k vndtornej stene kapi-
larnej rirky.

Stadium B: medzi testovanou vzorkou a vndtornou stenou kapildrnej rirky sa objavuje volny priestor
nasledkom zmragtovania taveniny.

Stiddium C: zmrastend testovand vzorka sa zacina zostvat nadol a skvapalnieva.

Stadium D: na povrchu sa vytvdra Gplny meniskus, aviak znaéné mnoZstvo testovanej vzorky zostiva
nadalej v tuhom skupenstve.

Stidium E  (konecné stidium procesu topenia): v kapilirnej rirke uz nemozno sledovat Ziadne tuhé
Ciastocky.

Pocas stanovovania teploty topenia sa teploty zaznamendvaji na zaciatku procesu topenia a v konecnom

Stadiu.

Zariadenia na stanovenie teploty topenia s kvapalinovym kiipelom

Na obrazku 2 je zndzorneny typ Standardizovaného pristroja na meranie teploty topenia vyrobeného zo
skla (JIS K 0064); vietky $pecifikdcie (rozmery) st uvedené v milimetroch (mm).

Obrizok 2

230

: Meracia nidoba

Zitka

Ventil

: Teplomer

: Pridavny teplomer

: Kiipel'ové kvapalina

: Kapildrna rtirka vyrpbendzo skla o dizke 80-100 mm, s
vniitornym priemerom priblizne 1 mm, s maximélnym
vonkajsim priemerom 5 mm as hriibkou steny 0,2-0,3 mm

H: Bocnd rurka

QmmINw >

4420 4— 40
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1.6.1.2.

Temperacnd kvapalina:
Je potrebné zvolit vhodnd kvapalinu. Volba sprdvnej kvapaliny zdvisi od teploty topenia, ktord md byt
stanovend, napr. parafinovy olej pre teploty topenia, ktoré nepresahuji 473 K, silikénovy olej pre teploty

topenia, ktoré nepresahujii 573 K.

Pre teploty topenia nad 523 K sa moze pouZit zmes pozostavajica z troch dielov kyseliny sirovej a dvoch
dielov siranu draselného (v pomere hmot). Pri pouziti takejto zmesi je potrebné dodrziavat vhodné
bezpecnostné opatrenia.

Teplomer:

Treba pouZivat len také teplomery, ktoré splfiajii poziadavky tychto alebo ekvivalentnych noriem:
ASTM E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001.

Postup:

Suchd testovand latka sa v trecej miske rozomelie na jemny praok a vlozi sa do kapildrnej rarky, ktord je
na jednom konci zatavend. Testovany prasok sa tesne natlaci tak, aby ndpli tvorila priblizne 3 mm stlpec.
Na tcely dosiahnutia rovnomerne natesnanej vzorky je potrebné kapilarnu rarku pustit z vysky priblizne
700 mm cez sklend rirku vertikdlne na hodinkové sklicko.

Naplnend kapildrna rirka sa umiestni do kdpela tak, aby sa strednd cast ortutovej gulocky teplomeru
dotykala tej Casti rirky, v ktorej je umiestnend testovand vzorka. Kapildrna rirka sa do pristroja vkladd
zvycajne pri teplote, ktord je o 10 K nizsia ako samotnd teplota topenia.

Temperacnd kvapalina sa zahrieva tak, aby ndrast teploty predstavoval priblizne 3 K za mintitu. Kvapalinu
je potrebné neustdle mieSat. Pri teplote priblizne o 10 K nizSej ako predpokladand teplota topenia
testovanej ldtky sa ndrast teploty nastavi na maximum 1 K za mindtu.

Vyjipocet:
Vypocet teploty topenia je takyto:

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

kde:

T = korigovand teplota topenia v K

T, = teplota od¢itand na teplomere D v K

T, = teplota od¢itand na teplomere E v K

n = pocet dielikov ortutového stipca teplomeru D na vystupnej trubicke.

Zariadenia na meranie teploty topenia s kovovym blokom

Pristroje:

Pozostdvajii z tychto Casti:

— valcovity blok, ktorého hornd ¢ast je dutd a vytvdra komoru (pozri obrdzok 3),

— kovovy vrchndk s dvoma alebo viacerymi otvormi umoznujiicimi zasunutie rarok do kovového bloku,

— ohrevny systém kovového bloku, pozostdvajici napriklad z elektrického odporu zabudovaného do
kovového bloku,

— reostat na reguldciu prikonu energie v pripade pouzitia elektrického ohrievania,

— Styri okienka zo Ziaruvzdorného skla na bocnych stendch komory, ktoré st umiestnené protilahlo a
vzdjomne v pravych uhloch. Pred jednym z tychto okienok je namontovany okuldr na sledovanie
kapildrnej rarky. Zvysné tri okienka sa pouzivaji na osvetlenie vniatornej komory kovového bloku

pomocou lamp,

— kapildrna rirka zo Ziaruvzdorného skla, na jednom konci uzavretd (pozri odsek 1.6.1.1).
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Teplomer:

Pozri normy spominané v odseku 1.6.1.1. Mozno tieZz pouzit termoelektrické meracie zariadenia s
porovnatelnym stupfiom presnosti.

Obréizok 3

Teplomer

Kapildrma rirka

Kovovy vrchndk

\Okulér

Elektricky
odpor

Kovovy ohrevny blok

1.6.1.3. Fotocldnkovd (foténkovd) detekcia

Pristroje a postup:

Pristroj pozostdva z kovovej komory s automatickym ohrevnym systémom. Tri kapildrne rarky sa naplnia
testovanou litkou podla pokynov uvedenych v odseku 1.6.1.1 a umiestnia sa do piecky.

Na tcely kalibrovania pristroja existuje viacero liendrnych prirastkov teploty a vhodny ndrast teploty je
elektricky nastavovany predvolenou konstantnou a linedrnou rychlostou ohrevu. Registracné pristroje
ukazujti skuto¢ni teplotu v piecke, ako aj teplotu testovanej litky umiestnenej v kapildrnych riirkach.



13[zv. 11

Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie

269

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.

Tepelné bloky

Koflerov tepelny blok

Pozri dodatok.

Mikroskop na sledovanie taveniny

Pozri dodatok.

Meniskovd metdda (polyamidy)

Pozri dodatok.

Rychlost ohrevu pri teplote topenia by mala byt nizsia ako 1 K za mindtu.
Metédy na stanovenie teploty tuhnutia

Pozri dodatok.

Tepelnd analyza

Diferencidlna tepelnd analyza

Pozri dodatok.

Diferencidlna snimacia kalorimetria

Pozri dodatok.

Stanovenie teploty tuhnutia olejov

Pozri dodatok.

UDAJE

V niektorych pripadoch je potrebnd korekcia teplomeru.

SPRAVA

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informdcie:
— pouzitd metddu,

— presnt $pecifikdciu testovanej latky (identifikdciu a primesi) a opatrenia v ramci predbeznej purifikdcie
testovanej latky, ak boli také uskutocnené,

— stanovenie presnosti.

Ako teplota topenia sa v sprave uvddza priemer najmenej dvoch merani, ktoré sa nachddzaji v rozmedzi
stanovenej presnosti (pozri tabulky).

Ak sa rozdiel medzi teplotou na zaciatku a v konefnom S§tddiu procesu topenia nachddza v rdmci
hrani¢nych limitov presnosti metddy, za teplotu topenia sa bude povazovat teplota namerand v konenom
§tadiu procesu topenia. Inak sa v sprave uvadzaju obidve teploty.

Ak sa testovand latka rozlozi alebo sublimuje este pred dosiahnutim teploty topenia, v sprave je potrebné
uviest teplotu, pri ktorej bol tento jav pozorovany.
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1.1.

1.2.

2.1.

2.2

2.3.

V sprave musia byt uvedené vetky informdcie a pozndmky, ktoré st dolezité pre interpretdciu vysledkov
testu, najmé tykajice sa primesi a fyzikdlneho stavu testovanej latky.

ODKAZY

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline No 102 — Melting Point/Melting Range (Updated Guideline, adopted
27th July 1995).

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

(3) R. Weissberger ed. (vyd.): 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, s. 505 — 515.

Dodatok
V pripade potreby dodato¢nych technickych podrobnosti mozno pouzit napriklad tieto technické normy.
Kapilirne metédy

Zariadenia na stanovenie teploty topenia s kvapalnym kipelom

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 the determination of melting point and/or melting range

DIN 53181 Bestimmung des Schmelzintervalles von Harzen nach Kapillarverfa-
hren

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

Zariadenia na stanovenie teploty topenia s kovovym blokom

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen
ISO 1218 (E) Plastics — polyamides — determination of ,melting point*

Tepelné bloky
Koflerov tepelny blok

ANSI/ASTM D 3451-76 Standard recommended practices for testing polymeric powder co-
atings

Mikroskop na sledovanie tavenin

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen

Meniskovd metoda (polyamidy)

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.

Metédy na stanovenie teploty tuhnutia

BS 4633
BS 4695

DIN 51421

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

ISO 1392

Tepelnd analyza
Diferencidlna tepelnd analyza

ASTM E 537-76

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

Diferencidlna snimacia kalorimetria

ASTM E 537-76

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

Stanovenie teploty tuhnutia olejov

NBN 52014

ASTM D 97-66
ISO 3016

Method for the determination of crystallizing point

Method for Determination of Melting Point of Petroleum Wax (Co-
oling Curve)

Bestimmung des Gefrierpunktes von Flugkraftstoffen, Ottokraftstoffen
und Motorenbenzolen

Cires de pétrole: détermination de la température de figeage
Bestimmung des Erstarrungspunktes von Fettsduren
Point de fusion des paraffines

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

Method for the 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

Echantillonage et analyse des produits du pétrole: Point de troble et
point d’écoulement limite — Monsterneming en ontleding van aardo-
lieproducten: Troebelingspunt en vloeipunt

Standard test method for pour point of petroleum oils

Petroleum oils — Determination of pour point
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1.1.

1.2.

A.2. TEPLOTA VARU

METODA

Opisané metddy st upravené smernicou na vykondvanie OECD testov (1). Zdkladné principy sii uvedené v

odkazoch (2) a (3).
UvoD

Metddy, pristroje a zariadenia opisané v tejto Casti mozu byt pouzité pre kvapalné litky a litky s nizkou
teplotou topenia za predpokladu, Ze tieto litky nepodliehajii reakcidm pod teplotou varu (napr. samovolnej
oxiddcii alebo presmykovaniu ¢i degraddcii a pod.). Metddy mozu byt aplikované na Cisté, ako aj na necisté
kvapalné latky.

Doraz sa kladie na metddy vyuZzivajice fotoclankovi detekciu a tepelnd (termickd) analyzu, pretozZe tieto
metddy umoZiuji stanovenie teploty topenia a zdroven aj teploty varu. NavySe, merania sa moZu
uskuto¢nit automaticky.

Tzv. ,dynamickd metéda“ md td vyhodu, Ze sa moZe pouZit aj na stanovenie tlaku pary a nie je teda
potrebné upravovat teplotu varu k normélnemu tlaku (101,325 kPa), pretoze normdlny tlak sa moze pocas
meran{ upravovat manostatom.

Pozndmky:

Vplyv primesi na stanovenie teploty varu zavisi vo velkej miere od charakteru primesi. Ked sa vo vzorke
nachddzaji prchavé primesi, ktoré by mohli nepriaznivo ovplyvnit vysledky, testovand ldtka sa ocisti.

POJMY A JEDNOTKY

Normélna teplota varu je definovand ako teplota, pri ktorej md tlak pary danej kvapaliny hodnotu 101,325
kPa.

Ak sa teplota varu nemeria pri normalnom atmosférickom tlaku, zévislost teploty od tlaku pary moze byt
opisand Clausiusovou-Clapeyronovou rovnicou:

A Hy
konst
T -+ kons

logp=-73%

kde:

p tlak pary testovanej litky v pascaloch
AH, = jej vyparné teplo (skupenské teplo vyparovania) v | mol!

R

univerzdlna moélové plynovd konstanta = 8,314 ] mol" K'

T termodynamickd teplota v K

Teplota varu je stanovend pri zohladneni okolitého tlaku posobiaceho pocas merania.
Prepocty
Tlak (jednotky: kPa)
100 kPa = 1 bar = 0,1 Mpa

(,bar“ je nadalej pripustnd jednotka, aviak neodportica sa jej pouZivanie)
133 Pa =1 mm Hg = 1 Torr

(jednotky ,mm Hg“ a ,Torr nie st pripustné)
1 atm = $tandardnd atmosféra = 101 325 Pa

(jednotka ,atm“ nie je pripustnd).
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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.

Teplota (jednotky K — kelvin)

t=T- 273,15

t: teplota v stupnioch Celzia, stupne Celzia (°C),

T: termodynamickd teplota, kelvin (K).

REFERENCNE LATKY

Referencné latky nemusia byt pouzité vo vietkych pripadoch, ked sa skima novd ldtka alebo nové litka
obsiahnutd v pripravku. V prvom rade by mali slazit na obcasnii kontrolu tcinnosti metddy, jej spravnej
realizdcie a na umoznenie porovnania s vysledkami dosiahnutymi pri pouziti inych metdd.

Niektoré kalibra¢né litky mozno vyhladat v metédach uvedenych v dodatku.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Pif metdd na stanovenie teploty varu (rozmedzia varu) sa zakladd na merani teploty varu, dve dalsie sa
zakladaji na tepelnej analyze.

Stanovenie pouZitim ebuliometra

Ebuliometre boli pévodne vyvinuté na stanovenie hmotnosti molekil zvysenim teploty varu, ale si vhodné
aj na presné merania teploty varu. Velmi jednoduchy pristroj je opisany v technickej norme ASTM D
1120-72 (pozrite dodatok). Kvapalina sa v tomto pristroji zohrieva v rovnovdznych podmienkach pri
atmosférickom tlaku az po dosiahnutie varu.

Dynamickd metéda

Tato metdda spociva v merani rekondenzacnej teploty pary v spitnom toku pocas varu pomocou
vhodného teplomeru. Pri tejto metéde moze byt regulovany tlak.

Destila¢nd metéda pre teplotu varu

Této met6da spociva v destildcii kvapaliny a v merani rekondenzacnej teploty pary a v stanoveni mnozstva
destilatu.

Metéda podla Sivolobova

Testovand vzorka sa zahrieva vo vzorkovej rarke, ktord je ponorend do kvapaliny v tepelnom kapeli. Do
vzorkovej rirky sa zasunie zatavend kapildra, ktord obsahuje vo svojej spodnej Casti vzduchovii bublinu.

Fotocldnkova detekcia

Postupuje sa podla principov Sivolobovovej metddy, avsak s uskutoénenim automatického fotoelektrického
merania pri pouZiti stdpajicich bublin.

Diferencidlna tepelnd analyza

Touto technikou merania sa zaznamendva teplotny rozdiel medzi testovanou litkou a referenénym
materidlom ako funkcia teploty, pricom testovand latka aj referencny materidl st vystavené tomu istému
regulovanému a kontrolovanému teplotnému programu. Ked testovand vzorka prejde fizovou zmenou
zahrnujiicou zmenu entalpie, tito zmena sa prejavi endotermickou odchylkou (varom) od zdkladnej linie
teplotného zdznamu.
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1.4.7.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

Diferencidlna snimacia kalorimetria

Touto meracou technikou sa zaznamendva rozdiel vo vstupoch energie do testovanej litky a do referenc-
ného materidlu ako funkcia teploty, pricom testovand ldtka aj referencny materidl si vystavené tomu istému
regulovanému a kontrolovanému teplotnému programu. Toto je energia, ktord je potrebnd na vytvorenie
nulového teplotného rozdielu medzi testovanou litkou a referenénym materidlom. Ked' testovand vzorka
prejde fizovou zmenou zahrnujiicou zmenu entalpie, tito zmena sa prejavi endotermickou odchylkou

(varom) od zédkladnej linie zdznamu tepelného toku.

KRITERIA KVALITY

Aplikovatelnost a presnost rozdielnych metéd pouzitych na stanovenie teploty varu, resp. teplotného

rozmedzia je uvedend v tabulke 1.

TABULKA 1: POROVNANIE METOD

Met6da merania

Odhadnuté presnost

Platnd norma

Stanovenie ebuliometrom

+ I+

I+

Dynamickd metéda

I+

Destilaénd metdda (stanovenie
rozmedzia teploty varu)

I+

Postup podla Sivolobova

I+

Detekcia fotoclankom

Diferen¢nd tepelnd analyza

+ I+

Diferen¢nd snimacia kalorime-
tria

+ H+

14K (do 373K ()0
2,5 K (do 600 K) () ()

0,5 K (do 600 K) ()

0,5 K (do 600 K)

2 K (do 600 K) ()
0,3 K (pri 373 K) ()

0,5 K (do 600 K)
2,0 K (do 1273 K)
0,5 K (do 600 K)
2,0 K (do 1273 K)

ASTM D 112072 (!

ISOR 918, DIN
BS 4591/71

ASTM E 53776

ASTM E 53776

53171,

() Této presnost plati len pre jednoduchy pristroj opisany napr. v norme ASTM D 112072; mdze byt
zlepSend pouzitim dokonalejsicho ebuliometra.
(3 Plati len pre cisté latky. Pouzitie za inych okolnosti by malo byt zdévodnené.

OPIS SKUSOBNYCH METOD

Postupy niektorych skisobnych metdéd st opisané v medzindrodnych a $tdtnych technickych normach

(pozri dodatok).

Ebuliometer

Pozri dodatok.

Dynamickd metdda

Pozri testovaciu metédu A4 na stanovenie tlaku pary.

Zaznamendva sa teplota varu pozorovand pri aplikovanom tlaku 101,325 kPa.

Destila¢ny proces (rozmedzie varu)

Pozri dodatok.
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1.6.4. Metdda bodla Sivoloboffa

Testovand vzorka sa zahrieva v pristroji na meranie teploty topenia vo vzorkovej rirke s priemerom
priblizne 5 mm (obrdzok 1).

Obrdzok 1 zndzorfiuje typ Standardizovaného pristroja na meranie teploty topenia a teploty varu (podla
technickej normy JIS K 0064) (vyrobeny zo skla, vietky rozmery st uvedené v milimetroch).

Obréizok 1

230

: Meracia niboda
Zitka
Ventil

: Teplomer
Pridvany teplomer
Kipel'ovd kvapalina

: Kapildrna rirka vyrobend zo skla o dlzke 80-100
mm, s vniitornym priemerom priblizne 1 mm, s
maximalnym vonkaj$un priemerom 5 mmas
hribkou steny 0,2-03, mm

H: Bo¢nd rirka

ATmONT >

Kapildrna rirka (varnd kapildra), ktord je zatavend priblizne vo vyske 1 ¢cm nad spodnym koncom, sa
umiestni do vzorkovej rirky. Vyska tirovne, do ktorej sa pridd testovand litka, musi byt takd, aby zatavend
Cast kapildry bola pod hladinou kvapaliny. Vzorkovéd rirka obsahujica varnt kapiliru sa bud pripevni
k teplomeru pomocou gumicky, alebo sa zboku fixuje podpierkou (pozri obrdzok 2).

Obrizok 2 Obrézok 3
Princip podla Sivoloboffa Modifikovany princip

a) b) ¢)
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1.6.5.

1.6.6.

1.6.6.1.

1.6.6.2.

Temperacnd kvapalina sa zvoli v zavislosti od teploty varu. Pri teplotich do 573 K mozno pouzit
silikonovy olej. Parafinovy olej mozno pouzit len do teploty 473 K. Zahrievanie temperacnej kvapaliny
musi byt spociatku adjustované na ndrast teploty 3 K za minitu. Temperacnd kvapalina sa musi neustdle
miesat. Pri teplote priblizne 10 K pod predpokladanou teplotou varu sa intenzita zahrievania zniZi na
menej ako 1 K za mindtu. V bezprostrednej blizkosti teploty varu sa vo varnej kapildre za¢nd rychlo tvorit

bublinky.

Teplota varu je td teplota, ked pri momentdlnom ochladeni v kapilire ustane tvorba refazca bubliniek a
zrazu zane stipat stlpec kvapaliny. Zodpovedajici tidaj na stupnici teplomeru bude predstavovat teplotu
varu prislusnej testovanej ldtky.

V pripade modifikovaného principu (obrazok ¢. 3) sa teplota varu stanovuje v kapildre na meranie teploty
topenia. Koniec kapildry sa natavi a natiahne do hrotu v dlzke asi 2 cm (a) a nasaje sa malé mnozstvo
testovanej latky. Otvoreny koniec jemnej kapildry sa uzavrie zatavenim tak, Ze na konci zostane mald
vzduchovd bublinka. Pocas zohrievania v pristroji na stanovenie teploty topenia (b) sa vzduchovd bublinka
rozpina. Teplota varu zodpovedd teplote, pri ktorej testovand ldtka dosiahne povrch temperacnej kvapaliny

©-
Fotocldnkovd detekcia
Testovand vzorka sa zahrieva v kapildre umiestnenej vo vyhrievanom kovovom bloku.

Cez vhodne umiestnené otvory v kovovom bloku sa nasmeruje svetelny 1G¢ cez testovanti litku na
dokladne kalibrovany fotoclinok.

Pocas ndrastu teploty testovanej vzorky sa vo varnej kapildre zacnii objavovat samostatné vzduchové
bublinky. Ked' sa dosiahne teplota varu, pocet vzduchovych bubliniek sa ndpadne zvysi. Tento jav sposobi
zmenu v intenzite svetla zaznamenand fotoclinkom, ktory vysle stop signdl indikdtoru odéitavajicemu
teplotu z platinového odporového teplomeru umiestneného v kovovom bloku.

Tato metdda je obzvldst vyhodnd, pretoze umoziuje stanovenie skiimanych hodnoét aj pri teplotich nizsich
ako beznd izbova teplota az do 253,15 K (- 20 °C) bez akychkolvek zmien na pristroji. Indtrument staci
iba umiestnit do chladiaceho kdpela.

Tepelnd analyza

Diferencidlna tepelnd analyza

Pozri dodatok.

Diferencidlna snimacia kalorimetria
Pozri dodatok.
UDAJE

Pri malych odchylkach od normélneho tlaku (max. +5 kPa) sa teploty varu normalizujii na Tn pomocou
tejto rovnice podla Sidneyho Younga:

T, =T+ (f x Ap)

kde:

Ap = (101,325 - p) [pozor na znamienkol]

p = meranie tlaku v kPa

f. = pomer zmeny teploty varu k tlaku v K/kPa

T = namerand teplota varu v K

T, = teplota varu korigovand k normalnemu tlaku v K
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Opravné koeficienty na teplotu, f, a rovnice na ich aproximdciu st pre mnohé litky zahrnuté v uvedenych

medzindrodnych a ndrodnych technickych normdach.

Napriklad v metéde podla technickej normy DIN 53171 sa spominajii tieto hrubé opravy pre rozpustadld
obsiahnuté v ndterovych farbach:

TABULKA 2: OPRAVNE KOEFICIENTY f. NA TEPLOTU

Teplota T (K) Opravny koeficient 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

3 SPRAVA

Spréava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informacie:
— pouzitd metddu,

— presnt Specifikdciu testovanej latky (identifikdciu a necistoty) a opatrenia v rdmci predbeznej purifikdcie
testovanej latky, ak boli takéto uskutocnené,

— odhad presnosti.

Ako teplota varu sa uvddza strednd hodnota najmenej dvoch merani, ktoré st v rozmedzi stanovenej
presnosti (pozri tabulku 1).

V sprave musia byt zaznamenané namerané teploty varu a ich priemerné hodnoty a tlak, resp. tlaky, pri
ktorych boli merania uskutocnené a s uvedené v kPa. Odportca sa, aby pouzity tlak dosahoval hodnoty

bliZiace sa normalnemu atmosférickému tlaku.

V sprave musia byt uvedené vetky informdcie a pozndmky, ktoré st dolezité pre interpreticiu vysledkov
testu, najmda tykajice sa primesi a fyzikdlneho skupenstva (stavu) testovanej latky.

4. ODKAZY

(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, Butterworths, London, 1975,
volume II.

(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

Dodatok
V pripade potreby dodato¢nych technickych podrobnosti mozno pouzit napriklad tieto technické normy:

1. Ebuliometer

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



278

Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie

13[zv. 11

1.1.

1.2

1.3.

1.4.

Destilaény proces (rozmedzie varu)

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 the 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

Diferencidlna tepelnd analyza a diferencidlna snimacia kalorimetria

ASTM E 537-76 Standard method for assessing the termal 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. RELATIVNA HUSTOTA

METODA

Opisané metddy st upravené smernicou na vykondvanie OECD testov (1). Zdkladné principy st uvedené v
odkazoch (2) a (3).

UvVOoD

Opisané metddy na stanovenie relativnej hustoty sa mozu pouzit pre tuhé a kvapalné litky bez
akychkolvek obmedzeni v spojitosti so stupiiom ich ¢istoty. Rozliéné pouzitelné metédy si uvedené v
tabulke 1.

POJMY A JEDNOTKY

Relativna hustota, D2°, tuhych litok alebo kvapalin je pomer medzi hmotnostou objemu prislusnej ldtky
urenej na testovanie, stanovenou pri teplote 20 °C , a hmotnostou toho istého objemu vody, stanoveného
pri teplote 4 °C. Relativna hustota nemd Ziadny rozmer.

Hustota, p, danej ldtky je pomer hmotnosti, m, a jej objemu, v.
Hustota, p, sa uddva v jednotkach SI, v kg/m’.
REFERENCNE LATKY (1) (3)

Referencné latky sa nemusia pouzit vo vSetkych pripadoch, ked sa skima nova chemickd ldtka alebo novéd
chemickd ldtka obsiahnutd v chemickom pripravku. V prvom rade by mali sldzit na obcasnd kontrolu
G¢innosti metddy, jej spravnej realizdcie a na umoznenie porovnania s vysledkami dosiahnutymi pri pouziti
inych metdd.

PRINCIP SKUSOBNYCH METOD

Pouzivaji sa Styri triedy (skupiny) skdsobnych metod.



13[zv. 11

Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie

279

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.

Vytlaéné met6dy

Hustomer (pre kvapalné litky)

Dostatocne presné a rychle stanovenia hustoty mozno dosiahnut ponornym hustomerom, ktory umoziiuje
stanovenie hustoty testovanej kvapaliny na zdklade hlbky ponorenia od¢itanim prislusnej hodnoty z delenej
stupnice.

Hydrostatické vdhy (pre tuhé a kvapalné latky)

Na stanovenie hustoty mozno pouzit rozdiel medzi hmotnostou prislusnej testovanej vzorky, meranou vo
vzduchu a vo vhodnej kvapaline (napr. vo vode).

V pripade tuhych litok sa namerand hustota vztahuje iba na konkrétnu pouzitd vzorku. Na stanovenie
hustoty kvapalin sa teleso so zndmym objemom, v, odvazi najprv vo vzduchu a potom v kvapaline.

Metdda ponoreného telesa (pre kvapalné latky) (4)

V rdmci tejto metddy sa hustota kvapaliny stanovi z rozdielu hodnét vadzenia kvapaliny pred ponorenim a
po ponoreni telesa so zndmym objemom do testovanej kvapaliny.

Pyknometrické metédy

Pre tuhé alebo kvapalné litky mozno pouzit pyknometre rozliénych tvarov a so zndmymi objemami.
Hustota sa vypocita z rozdielu hmotnosti medzi plnym a prizdnym pyknometrom a jeho zndmeho
objemu.

Vzduchovy porovnivaci pyknometer (pre tuhé litky)

Hustota tuhej litky v akejkolvek forme sa moze merat pri teplote miestnosti pomocou plynového
porovndvacicho pyknometra. Objem ldtky sa meria vo vzduchu alebo v inertnom plyne vo valci s
menitenym kalibrovanym objemom. Na vypocet hustoty sa jedno meranie hmotnosti vykond po ukonéeni
merania objemu.

Oscilujici hustomer (5) (6) (7)

Hustota kvapaliny sa moze merat aj oscilujicim hustomerom. Mechanicky oscilitor zostrojeny v tvare
trubice do U sa rozkmitd na rezonancny kmitocet oscildtora, ktory zdvisi od jeho hmotnosti. VloZenie
testovanej latky zmeni rezonancny kmitocet oscildtora. Pristroj musi byt kalibrovany dvoma kvapalnymi
litkami zndmej hustoty. Tieto ldtky by sa mali zvolit podla moznosti tak, aby ich hustoty pokryli cely
merany rozsah.

KRITERIA KVALITY

Pouzitelnost rozdielnych metéd pouzivanych na stanovenie relativnej hustoty je uvedend v tabulke.

OPIS METOD

Technické normy uvedené ako priklady, ktoré treba pouzit pre dodatocné technické podrobnosti, s
uvedené v dodatku.

Testy sa musia vykonat pri teplote 20 °C a zdroven je potrebné uskuto¢nit vzdy aspon dve merania.
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UDAJE

Pozrite prislusné technické normy uvedené v dodatku.

SPRAVA

Spréva z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informdcie:
— pouzitd met6du,

— presnt $pecifikdciu testovanej latky (identifikdciu a primesi) a opatrenia v rdmci predbeznej purifikdcie
testovanej latky, ak sa takéto uskutocnili.

Relativna hustota, D%, musf byt v sprdve uvedend podla definicie v bode 1.2, spolu s fyzikilnym stavom
meranej latky.

Musia byt uvedené vietky informdcie a poznamky, ktoré sii dolezité pre interpreticiu vysledkov, obzvldst v
savislosti s primesami a s fyzikdlnym skupenstvom testovanej latky.

TABULKA: POUZITEENOST METOD

Hustota Najvyssia
mozna hod-
Met6da merania nota dyna- Platnd norma
whé litky | kvapaliny | mickej visko-
zity
1.4.1.1 Hustomer ano 5Pas | ISO 387,
ISO 649-2,
NF T 20-050
1.4.1.2. Hydrostatické véhy
a) tuhé latky ano ISO 1183 (A),
b) kvapaliny dno 5Pas | ISO 901 a 758
1.4.1.3. Metdda ponoreného telesa ano 20 Pa's | DIN 53217
1.4.2.  Pyknometer ISO 3507,
a) tuhé latky ano ISO 1183 (B),
NF T 20053,
b) kvapaliny dno 500 Pa s | ISO 758
1.4.3.  Vzduchovy porovndvaci pykno- dno DIN 55990 Teil 3,
meter
DIN 53243
1.4.4.  Oscilujici hustomer ano 5Pas
ODKAZY

(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., Fillmengenkontrolle 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.

Dodatok

V pripade potreby dodato¢nych technickych podrobnosti mozno pouzit napriklad tieto technické normy:

VYTLACNE METODY

Hydrometer

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

Hydrostatické vahy

Pre tuhé litky

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

NF T 20-049 Chemical products for industrial use — Determination of the 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

Pre kvapalné ldtky

ISO 901 ISO 758

DIN 51757 Testing of mineral oils and related materials; determination of density

ASTM D 941-55, ASTM D 1296-67 a 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

Metdda ponoreného telesa

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

PYKNOMETRICKE METODY

Pre kvapalné latky

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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DIN 12800 Sprengel pycnometer (for liquids as DIN 12798)

DIN 12801 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

DIN 12806 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)

DIN 12807 Bingham pycnometer (for liquids, as in DIN 12801)

DIN 12808 Jaulmes pycnometer (in particular for ethanol — water mixture)

DIN 12809 Pycnometer with ground-in thermometer and capillary side tube (for
liquids which are not too viscous)

DIN 53217 Testing of paints, varnishes and similar products, determination of
density by pycnometer

DIN 51757 Point 7: Testing of mineral oils and related materials, determination
of density

ASTM D 297 Section 15: Rubber products — chemical analysis

ASTM D 2111 Method C: Halogenated organic compounds

BS 4699 Method for determination of specific gravity and density of petrole-
um products (graduated bicapillary pycnometer method)

BS 5903 Method for determination of relative density and density of petrole-
um products by the capillary — stoppered pycnometer method

NF T 20-053 Chemical products for industrial use — Determination of density of

2.2.

Pre tuhé latky
ISO 1183

NF T 20-053

DIN 19683

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 the density of soils

VZDUCHOVY POROVNAVACI PYKNOMETER

DIN 55990

DIN 53243

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

Anstrichstoffe; Chlorhaltige Polymere; Priifung
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1.1.

1.2.

A4. TLAK PARY

METODA

Opisané metddy s upravené smernicou na vykondvanie testov OECD (1). Zakladné principy st uvedené v
odkazoch (2) a (3).

UVOD

Na dcely tspesného uskutocnenia tohto testu sa odportica ziskat predbezné informdcie o Struktire, resp.
stavbe, teplote topenia a teplote varu prislusnej latky urCenej na testovanie.

Neexistuje jediny postup merania, ktory by sa dal aplikovat (pouzit) na celé rozmedzie tlakov pary. Z toho
dovodu sa na meranie tlaku od <10 Pa do 10° Pa odportca uplatnenie viacerych metdd.

Primesi zvycajne ovplyvnia tlak pary, a to do takej miery, ktord zavisi od druhu prislusnej primesi.

V pripadoch, kde sa vo vzorke nachddzaji prchavé primesi, ktoré by mohli nepriaznivo ovplyvnit vysledok,
odportca sa latku vopred ocistit, resp. zbavit prislusnych primesi. Moze byt tiez vhodné stanovit tlak pary
pre technicky materidl.

V rdmci niektorych met6éd opisanych v tomto materidli sa pouZivaji pristroje s kovovymi Castami. Ttto
skutocnost je potrebné vziat do tvahy pri testovani Zieravych latok.

POJMY A JEDNOTKY

Tlak pary litky je definovany ako tlak nasytenej pary nad tuhou alebo kvapalnou ldtkou. Pri
termodynamickej rovnovéhe tlak pary Cistej ldtky je vylucne funkciou teploty.

Jednotka SI pre tlak, ktord sa méd pouzivat, je pascal (Pa).

Jednotky, ktoré sa postupne pouzivali s vyvojom doby, spolu s prepocitavacimi koeficientmi, st tieto:

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

Jednotkou teploty v rdmci sustavy SI je kelvin (K).
Vseobecnd moélovad (molekulovd) plynovéd konstanta R je 8,314 ] mol? K.

Teplotnd zédvislost tlaku pary je opisand v Claussiusovej-Clapeyronovej rovnici:

logp=- Z%BH}:T + konst
kde:
p = tlak pary latky vyjadreny v pascaloch
AH, = jej teplota vyparovania v ] mol"
R = vieobecnd mélovd (molekulovd) plynovd konstanta ] mol! K
T = termodynamickd teplota v K (kelvinoch).
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

REFERENCNE LATKY

Referencné latky sa nemusia pouzit vo vSetkych pripadoch, ked sa skima nova chemickd latka alebo novéa
chemickd ldtka obsiahnutd v chemickom pripravku. V prvom rade by mali sldzZit na obcasni kontrolu
Gcinnosti metddy, jej spravnej realizdcie a na umoznenie porovnania s vysledkami dosiahnutymi pri pouziti
inych metéd.

PRINCIP SKUSOBNYCH METOD

Na stanovenie tlaku bolo navrhnutych sedem metdd, ktoré sa mozu aplikovat v rozdielnych rozmedziach
tlaku pary. V rdmci kazdej metddy je tlak pary stanovovany pri rozliénych teplotich. V limitovanom
teplotnom rozmedzi je logaritmus tlaku pary cistej latky linedrnou funkciou inverzie teploty.

Dynamickd metéda

V rdmci dynamickej metddy sa meria teplota varu, ktord prindlezi $pecifikovanému tlaku.

Odportcané rozmedzie:

10° az 10° Pa.

Tato met6da sa odportca aj na stanovenie normdlnej teploty varu a na tento Gcel sa dd pouzit az do
teploty 600 K.

Statickd metéda

V rdmci statického procesu pri termodynamickej rovnovéhe sa stanovuje tlak pary vytvoreny v uzavretom
systéme pri Specifikovanej teplote. Tito metdda je vhodnd pre jednozlozkové a viaczlozkové tuhé litky a
kvapaliny.

Odporticané rozmedzie:

10 az 10° Pa.

Tdto metéda sa dd pouzit aj v rozmedzi od 1 do 10 Pa, len za predpokladu, Ze sa bude postupovat
pozorne a opatrne.

Izoteniskop

Této Standardizovand metdda je taktiez statickou metédou, avsak zvycajne nie je vhodnd pre viaczlozkové
systémy. Doplnkové informdcie mozno ziskat v technickej norme ASTM, metéda D-2879-86.

Odportcané rozmedzie:

od 100 do 10° Pa.

Vytokovd metéda: Vihy na meranie tlaku pary

Mnozstvo latky unikajice z komorky za jednotku Casu cez otvor zndmej velkosti sa stanovuje vo
vikuovych podmienkach, pri ktorych je mnozstvo ldtky vracajice sa spit do komorky zanedbatelné
(napriklad meranim impulzu vyvinutého na vysokocitlivé véhy pridom pary alebo meranim dbytku
hmotnosti).

Odporacané rozmedzie:

102 az 1 Pa.
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1.4.5.

1.4.6.

1.4.7.

1.5.

Vytokovd metdda: meranim dbytku hmotnosti alebo zachytivanim odparenej litky

Tato metéda je zaloZzend na odhade hmotnosti testovanej ldtky, ktord za jednotku casu unikla z
Knudsenovej komorky (4) vo forme pary cez mikrootvor v ultravakuovych podmienkach. Hmotnost
vytokovej uniknutej pary sa dd zistit bud stanovenim tbytku hmotnosti komorky, alebo kondenziciou
pary pri nizkej teplote a stanovenim mnozstva vyprchanej latky pouzitim chromatografickej analyzy. Tlak
pary sa vypocita pouzitim Hertzovho-Knudsenovho vztahu.

Odporacané rozmedzie:
10° az 1 Pa.
Metdda plynovej saturicie

Prid inertného nosného plynu sa preptista nad testovanou litkou takym sposobom, Ze plyn sa nasyti
parou testovanej latky. MnoZstvo materidlu transportovaného zndmym mnozstvom nosného plynu sa dd
merat bud jeho zachytenim do vhodného zachytdvaca, alebo vhodnou intrain“ analytickou metédou.
Vyslednd hodnota sa potom pouzije na vypocet tlaku pary pri danej teplote.

Odporacané rozmedzie:
10* az 1 Pa.

Tato metdda sa dd pouzif aj v rozmedzi od 1 do 10 Pa, avsak za predpokladu, ze sa bude postupovat
pozorne a opatrne.

Metéda rotujicej guldcky

Bezprostrednym meracim prvkom v rotacnom meracom pristroji je mald ocelovd gulocka, ktord je
zavesend do magnetického pola a v flom rotuje vysokou rychlostou. Tlak pary sa odvodzuje zo
spomalovania rota¢ného pohybu guldcky, ktoré je zdvislé od tlaku.

Odporacané rozmedzie:
10* az 0,5 Pa.
KRITERIA KVALITY

Rozne metddy na stanovenie tlaku pary sa porovndvaji z hladiska ich pouzitelnosti, opakovatelnosti,
reprodukovatelnosti, rozsahu merania a existujicich technickych noriem. Prehladnd forma porovnania
tychto metdd je uvedend v tejto tabulke.

KRITERIA AKOSTI

Latky Odhad opa- | Odhad re- P .
Metéda merania kovatelno- | produkova- Odggi‘;scfana rl:(l)art;z
tuhé kvapalné sti(') telnosti(')
1.4.1. Dynamickd metdda |s nizkou te- ano do 25 % do 25% |10° Pa az —
plotou tope- 2 x 10° Pa
nia
1az 5% 1az5% |2 x 10°Pa —
az 10° Pa
1.4.2. Statickd metoda ano ano 5a710% | 5az 10% |10 Paaz |NF T
10° Pa®)  |20048(5)
1.4.3. Izoteniskop dno dno 5az10% | 5 az 10 % |10? Pa az |ASTMD
10° Pa 287986
1.4.4. Vytokovd metdda — ano ano 5a220% | do50% |[10° Paaz |[NFT
véhy na meranie tlaku par 1 Pa 20047(6)
1.4.5. Vytokovd metdda — ano ano 10 az 30% — 10 Pa az —
meranie tbytku hmot- 1 Pa
nosti
1.4.6. Metdda plynovej ano ano 10 az 30%| Do 50% |10+ Pa az —
saturacie 1 Pa(®)
1.4.7. Metdda rotujicej dno dno 10 az 20 % — 10* Pa az —
gulocky 0,5 Pa

(') 'V zdvislosti od stupna cistoty latky.
(*) Tieto metddy sa daji pouZit aj v rozmedzi od 1 do 10 Pa, aviak za predpokladu, Ze sa bude postupovat pozorne a
opatrne.
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1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

OPIS METOD

Dynamické meranie

Pristroje

Meraci pristroj obycajne pozostdva z varnej nddoby s pripojenym chladicom, vyrobenymi zo skla alebo
kovu (obrézok 1), zo zariadenia na meranie teploty a zariadenia na reguldciu a meranie tlaku. Typicky
meraci pristroj, zndzorneny na kresbe, je vyrobeny z teplovzdorného skla a pozostdva z piatich Casti:

Velkd, ciastocne dvojstenovd trubica pozostdva zo zabrisenej pldstovej pripojky, chladica, chladiacej nddoby
a privodu (vstupu).

Skleny valec opatreny ,Cottrellovou pumpou“ je initalovany do varnej Casti trubice a ma hruby povrch z
drveného skla na zabrdnenie prudkého varu v priebehu procesu varu.

Teplota sa meria pomocou vhodného teplotne citlivého elementu (napriklad odporového teplomeru,
plastového termoclanku), zasunutého do pristroja az po miesto merania teploty (¢. 5, obrdzok 1) cez
vhodny vstup (napriklad cez zasunovaciu zabrisent pripojku).

Vytvorené st potrebné spojenia so zariadenim na reguldciu tlaku a s meracim zariadenim.

Banka, ktord funguje ako oddelujiici priestor, je spojend s meracim pristrojom kapildrou.

Varnti nddobu zohrieva ohrievaci ¢linok (napriklad vymenny patrénovy ohrievac), ktory sa zospodu zastiva
do pristroja. Pozadovany ohrievaci prud sa nastavuje, reguluje a stabilizuje prostrednictvom termoclinku
(tepelného clanku).

Potrebné vakuum v rozmedzi od 10? Pa do priblizne 10° Pa sa vytvori pomocou vidkuovej pumpy.

Vhodny ventil sa pouziva na ddvkovanie vzduchu alebo dusika na reguldciu tlaku (rozsah merania priblizne
od 10% Pa do 10° Pa) a ventildciu.

Tlak sa meria tlakomerom.

Postup merania

Tlak pary sa meria stanovenim teploty varu testovanej vzorky pri réznych 3pecifikovanych tlakoch zhruba
medzi 10° Pa a 10° Pa. Stdla teplota pri konstantnom tlaku naznacuje, Ze bola dosiahnutd teplota varu.
Peniace latky sa nemoZu merat pouzitim tejto metddy.

Testovand ldtka sa umiestni do Cistej a suchej nddoby na vzorky. S problémami sa moZno stretnit v
pripade tuhych ldtok, ktoré nie s vo forme prdsku, aviak tieto problémy sa mozu v niektorych pripadoch
vyriesit zahriatim chladiaceho pldsta. Po naplneni nddoby sa pristroj tesne uzavrie v prirube a testovand

citlivy element pripoji na registrany pristroj.

Rovnoviha sa dosiahne vtedy, ked sa zaregistruje konstantnd teplota varu pri konstantnom tlaku. Treba
obzvldst ddvat pozor na to, aby sa zabranilo prudkému varu. Okrem toho musi v chladic¢i dojst k tdplnej
kondenzdcii. Ked sa stanovuje tlak pary tuhych ldtok s nizkou teplotou topenia, je potrebné dbat na to,
aby sa zabranilo zablokovaniu chladica.

Po zaregistrovani tohto rovnovdzneho bodu sa nastavi vyssi tlak. Postup pokracuje rovnakym sposobom az
po dosiahnutie tlaku 10° Pa (spolu je to priblizne 5 az 10 merani, t. j. merani v rovnovaznych bodoch). V
rdmci kontroly sa musia rovnovdzne body opakovat a merat pri klesajiicich tlakoch.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Statické meranie

Pristroje

Pristroj pozostdva z nddoby na testovand vzorku, ohrievacieho a chladiaceho systému na reguldciu teploty
testovanej vzorky a na meranie teploty. Pristroj je taktiez vybaveny ndstrojmi na nastavenie a meranie tlaku.
Obréazky 2a a 2b ilustruju prislusné zékladné principy.

Komora na vzorky (obrdzok 2a) je na jednej strane napojend na vhodny vysokovakuovy ventil. Na druhej
strane je pripojend trubica v tvare U, ktord obsahuje vhodnti manometrovi (tlakomerovii) kvapalinu. Jeden
koniec trubice v tvare U odbocuje k vdkuovej vyveve, valcu s dusikom alebo ventilatnému ventilu a k
manometru (tlakomeru).

Namiesto trubice v tvare U mozno pouZit snimac tlaku s tlakomerom (obrdzok 2b).

Na dcely reguldcie teploty testovanej vzorky je nddoba na vzorky spolu s ventilom a trubicou do tvaru U
alebo snimacom tlaku (tlakomerom) umiestnend do kipela, ktory sa udrziava pri konstantnej teplote s
maximalnym vykyvom +0,2 K. Merania teploty sa uskutocfiujii na vonkajsej stene nddoby obsahujticej
testovanii vzorku alebo priamo v samotnej nddobe.

Vakuové vyveva s chladiacim zachytdvacom sa pouziva na vdkuovanie pristroja.

V pripade metédy 2a sa tlak pary testovanej litky meria nepriamo pouzitim nulového indikdtora
(ukazovatela s nulovym bodom). Toto zohladnuje skutocnost, Ze hustota kvapaliny v trubici tvaru U sa
men{ pri rychlej zmene teploty.

Tieto kvapaliny sti vhodné na pouzitie ako nulové indikdtory pre trubicu v tvare U v zdvislosti od
tlakového rozmedzia a vlastnosti testovanej latky: silikénové tekutiny, ftaldty. Testovand ldtka sa nesmie vo
vyraznejsej miere rozptstat v kvapaline nachddzajicej sa v trubici tvaru U alebo s fiou reagovat.

Pre manometer (tlakomer) mozno v rozsahu normélneho atmosférického tlaku do 10% Pa pouzit ortut,
zatial ¢o silikénové tekutiny a ftaldty si vhodné na pouzitie pri tlakoch pod 10? Pa az po 10 Pa. Pri
tlakoch pod 10" Pa sa mozu pouzit kapacitné manometre (tlakomery) so zahrievatelnou membrinou.
Existuja aj iné tlakové snimace (tlakomery), ktoré mozno pouzit pri tlakoch pod 10* Pa.

Postup merania
Pred zacatim merania sa musia vetky stcasti pristroja zobrazeného na obrazku 2 dokladne ocistit a osusit.

V pripade metédy 2a naplitte trubicu v tvare U zvolenou kvapalinou, ktord sa musi pred odcitanim
nameranych hodnét odplynit pri zvysenej teplote.

Testovand litka sa umiestni do pristroja, ktory sa potom uzatvori a teplota sa dostatocne zredukuje na
odplynenie. Teplota musi byt dostato¢ne nizka, aby sa tak zarucilo, Ze vzduch bude vysaty, ale v pripade
viaczlozkového systému nesmie zmenit zloZenie materidlu. Ak sa tak pozaduje, rovnovéha sa dd dosiahnut
rychlejsie miesanim.

Testovand vzorka moze byt podchladend napriklad skvapalnenym dusikom (pricom treba dbat na to, aby sa
zabrénilo kondenzdcii vzduchu alebo nasatiu kvapaliny) alebo zmesou etanolu a suchého ladu. Na merania
nizkych teplot sa odportca pouzit tepelne regulovany kdpel napojeny na ultrakryomat.

Pri otvorenej polohe ventilu nad nddobou obsahujiicou testovant vzorku sa odsdvanim pocas niekolkych
mindt odstrdni pritomny vzduch. Ventil sa potom uzavrie a teplota testovanej vzorky sa redukuje na
najnizsiu Ziaducu droven. Ak je to potrebné, postup vikuovania sa musi opakovat niekolkokrdt za sebou.

Ked sa vzorka zahreje, tlak pary narastd. Toto zmeni rovnovdhu kvapaliny v trubici tvaru U. Na
kompenzovanie tohto javu sa do pristroja cez ventil vptsta dusik alebo vzduch dovtedy, kym sa kvapalina
na indikdciu tlaku opif neustdli na nulovej hodnote. Tlak, ktory je na toto potrebny, sa moze od¢itat
z presného kontrolného tlakomeru (manometra) pri teplote miestnosti. Tento tlak zodpovedd tlaku pary
testovanej latky pri tejto danej konkrétnej teplote merania.

Metdda 2b je podobnd, aviak tlak pary sa odcitava priamo.
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Teplotnd zévislost tlaku pary sa stanovuje vo vhodne kritkych intervaloch (spolu priblizne 5 az 10
meracich bodov) az po pozadované maximum. Od¢itania nizkych teplot sa musia opakovat ako kontrola.

Ak sa hodnoty dosiahnuté z opakovanych odc¢itani nezhodujt s krivkou dosiahnutou pre stdpajicu teplotu,
moze to byt ndsledkom jednej z uvedenych skutocnosti:

1. Testovand vzorka nadalej obsahuje vzduch (napriklad materidly s vysokou viskozitou) alebo nizkovriace
latky, ktory je uvolfiovany, resp. ktoré st uvolfiované pocas zahrievania a moze byt odstraneny, resp.
mozu byt odstrdnené odsatim po dalsom podchladeni.

2. Chladiaca teplota nie je dostato¢ne nizka. V tomto pripade sa ako chladiaci ¢initel pouZije skvapalneny

dusik.
V pripade, ak ide o bod 1 alebo 2, musia sa merania opakovat.

3. Testovand latka podlieha reakcii v skiimanom teplotnom rozmedzi (napriklad rozkladu alebo polymeri-
zacii).

Izoteniskop

Vycerpavajiici opis tejto metédy mozno ndjst v odkaze pod bodom 7. Princip meracieho zariadenia je
zndzorneny na obrdzku 3. Podobne ako statickd metéda opisand v odseku 1.6.2, aj izoteniskop je vhodny
na skiimanie tuhych létok aj kvapalin.

V pripade kvapalin samotnd testovand ldtka slizi ako kvapalina v pomocnom tlakomere (manometri).
Mnozstvo kvapaliny, ktoré je dostatotné na zaplnenie banky a kratkecho ramena tlakomerovej sekcie, sa
umiestni do izoteniskopu. Izoteniskop sa napoji na vdkuovy systém a vakuuje, potom sa naplni dusikom.
Vékuovanie a precistenie systému sa opakuje dvakrdt, aby sa odstrdnil rezidudlny kyslik. Naplneny
izoteniskop sa umiestni v horizontdlnej polohe, tak aby sa testovand vzorka rozsirila v tenkej vrstve vo
vzorkovej banke a tlakomerovej sekcii (Cast v tvare U). Tlak systému sa redukuje na 133 Pa a testovand
vzorka sa mierne zahrieva, az kym nezacne vriet (odstrdnenie rozpustenych viazanych plynov). Izoteniskop
sa potom umiestni tak, aby sa testovand vzorka opit vratila do banky a krdtkeho ramena tlakomeru a aby
tieto boli opdt dplne naplnené kvapalinou. Tlak sa udrziava na takej trovni ako pri odplyfovani
vytiahnutd $picka banky so vzorkou sa zohrieva malym plamenom dovtedy, kym sa uvolnend para zo
vzorky nerozsiri v dostatocnej miere na to, aby vytlacila Cast vzorky z hornej Casti banky a ramena
tlakomeru do tlakomerovej sekcie izoteniskopu, vytvoriac tak plynom naplneny priestor bez pritomnosti

dusika.

Izoteniskop sa potom umiestni do kdpela s konstantnou teplotou a tlak dusika sa nastavi tak, aby sa
rovnal tlaku testovanej vzorky. Rovnovéhu tlaku ukdze tlakomerova sekcia izoteniskopu. V rovnovdznom
stave sa tlak dusika rovnd tlaku pary testovanej latky.

V pripade tuhych ldtok sa pouziji tlakomerové kvapaliny uvedené v odseku 1.6.2.1 v zdvislosti od
tlakového a teplotného rozmedzia. Odplynend tlakomerovd kvapalina sa naleje do vydutiny na dlhom
ramene izoteniskopu. Potom sa tuhd ldtka urCend na skiimanie umiestni do banky a odplyni sa pri zvy3enej
teplote. Po tomto tkone sa izoteniskop nakloni tak, aby tlakomerovd kvapalina mohla natiect do trubice
v tvare U. Meranie tlaku pary ako funkcie teploty sa uskuto¢ni podla postupu uvedeného v odseku 1.6.2.

Vytokovd metdda: Vihy na meranie tlaku pary

Pristroje

Rozlicné verzie pristroja st opisané v literatire pod bodom (1). Pristroj, ktory je opisany v tejto Casti,
ilustruje vieobecny princip tejto metddy (obrdzok 4). Na obrdzku 4 s zndzornené hlavné zlozky pristroja,
pozostavajice z vysokovakuovej nddoby z nehrdzavejicej ocele alebo zo skla, zariadenia na vytvdranie a
meranie vdkua a zo vstavanych zloZiek na meranie tlaku pary na véhach. Pristroj pozostdva z nasledujticich
vstavanych zloziek (komponentov):

— odparovacej piecky s prirubou a oto¢nym vstupom. Odparovacia piecka je v podstate valcovitd nddoba,
vyrobend napriklad z medi alebo chemicky odolnej zliatiny s dobrou tepelnou vodivostou. Mozno tiez
pouzit sklent nddobu s medenou stenou. Piecka md priemer priblizne 3 cm az 5 cm a je vysokd 2 cm
az 5 cm. Je opatrend jednym az tromi otvormi s rozdielnymi velkostami na umoznenie pridenia pary.
Piecka je vyhrievand bud vyhrievacou platnickou umiestnenou pod fiou alebo vyhrievacou 3pirdlou
ovinutou okolo jej vonkajsicho pldsta. Aby sa zabranilo strate tepla dnikom cez podkladovi platiu,
ohrieva¢ je prichyteny k tejto platni kovom s nizkou tepelnou vodivostou (argentdn, pakfén, nové
striebro, niklovd mosadz alebo chrémniklovd ocel), napriklad rirkou z niklovej mosadze pripojenou k
otoénému vstupu, ak sa pouZiva piecka s viacerymi otvormi. Tdto Uprava md ti vyhodu, Ze umoziuje
zasunutie medenej tyce. Umoznuje to chladenie z vonkajSej strany pouzitim chladiaceho kipela,
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— ak md veko medenej piecky viacero otvorov rozli¢nych priemerov pod vzdjomnym uhlom 90°, mozno
tak v rdmci celkového rozmedzia merania pokryt rozne rozmedzia tlaku pary (otvory s priemermi v
rozmedzi{ priblizne od 0,30 mm do 4,50 mm). Velké otvory sa pouzivaji pre nizke tlaky pary a
naopak. Otdcanim piecky moZze byt nastaveny pozadovany otvor alebo medzipoloha na pridenie pary
(otvor v piecke — kryt — miska vdh) a priid molekdl sa uvolni alebo odkloni cez otvor v piecke na
misku vdh. Na tcely merania teploty testovanej litky sa na vhodné miesto umiestni tepelny ¢lanok
(termocldnok) alebo odporovy teplomer,

— nad krytom je umiestnend miska véh prindleziaca vysokocitlivym mikrovdham (pozri dalej). Miska vih
md priemer priblizne 30 mm. Pozldteny hlinik predstavuje vhodny materidl,

— miska véh je obklopend valcovitym mosadznym alebo medenym chladiacim boxom. V zavislosti od
typu véh je opatrend otvormi pre rameno véh (vahadlo) a otvorom v ochrannom kryte pre prud
molekdl a jej tlohou je zarucit dplnd kondenzaciu pary na miske vdh. Odvddzanie tepla smerom von je
zabezpecené napriklad medenou ty¢ou pripojenou k chladiacemu boxu. Ty¢ je vyvedend cez zékladovi
platfiu a je od nej tepelne izolovand napriklad trubicou z chrémniklovej ocele. Ty¢ je zasunutd do
Dewarovej nadoby obsahujtcej skvapalneny dusik, umiestnenej pod zdkladovou platiiou, alebo skvapal-
neny dusik cirkuluje priamo cez ty¢. Chladiaci box sa takto udrZiava pri teplote priblizne - 120 °C.
Miska vdh je chladend vylucne sdlanim a vyhovuje skimanému tlakovému rozmedziu (chladenie
priblizne jednu hodinu pred zacatim merania),

— véhy st umiestnené nad chladiacim boxom. Vhodnymi vdhami pre tito metédu st napriklad
vysokocitlivé dvojramenné elektronické mikrovéhy (8) alebo vysokocitlivy magneto-elektricky pristroj
(pozri Smernicu na vykondvanie OECD testov 104, vydanie 12. 5. 1981),

— v zdkladovej platni st zabudované aj elektrické pripojky pre tepelné clinky (termoclinky) (alebo
odporové teplomery) a ohrievaci rarkovy had,

— vakuum sa v nddobe vytvdra pouzitim vdkuovej vyvevy na tvorbu ciastoéného vidkua (podtlaku) alebo
pouzitim vysokovakuovej vyvevy (pozadované vakuum priblizne 1 Pa az 2. 10° Pa sa dosiahne po 2
hodindch od¢erpavania vzduchu). Tlak je regulovany vhodnym ionizacnym tlakomerom (manometrom).

Postup merania

Nddoba sa naplni testovanou litkou a veko sa uzavrie. Kryt a chladiaci box sa posunt nad piecku. Pristroj
sa uzavrie a zapnd sa vikuové vyvevy. Kone¢ny tlak pred zacatim merani by mal byt priblizne 10 Pa.
Chladenie v chladiacom boxe sa zacina pri tlaku 10 Pa.

Ak sa dosiahne pozadované vakuum, zacne sa so sériou kalibracii pri najnizsej pozadovanej teplote. Nastavi
sa zodpovedajici otvor na veku, prid pary prechddza $titom umiestnenym priamo nad otvorom a nardza
na ochladeny povrch misky vdh. Miska vdh musi byt dostatocne velkd, aby sa zabezpecilo, Ze cely prad
pary vedeny krytom bude nardZat na jej povrch. Impulz pradu pary posobi ako sila proti miske vdh a
molekuly sa kondenzuji na jej chladnom povrchu.

Impulz a ndslednd kondenzdcia vytvaraju signdl na registratnom pristroji. Vyhodnotenie signdlov poskytuje
dve informdcie:

1. V pristroji, ktory je tu opisany, sa tlak pary stanovuje priamo z impulzu na misku véh [nie je na to
potrebné poznat molekulovi hmotnost (2)]. Geometrické faktory ako otvor v piecke a uhol pridenia
molekdl musia byt zohladnené pri vyhodnocovani ¢itani.

2. Zaroven sa moze meraf aj hmotnost kondenzitu a z nej mozno vypocitat rychlost odparovania. Tlak
pary sa moze tiez vypocitat z rychlosti odparovania a molekulovej hmotnosti pouzitim Hertzovej

rovnice (2).
. [2 m RT x 10°
M

p
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kde:

G = rychlost odparovania (kg s' m?)

M = (relativna) molekulovd (mélovd) hmotnost (g mol™)
T = teplota (K) (kelvin)

R = vSeobecnd molekulovd plynovd konstanta (J mol® K7)

p = tlak pary (Pa)
Po dosiahnuti potrebného vikua (podtlaku) sa séria merani zacne pri najnizSej Zelanej meracej teplote.

Pre dalsie merania sa teplota zvySuje v malych intervaloch, az kym sa nedosiahne maximdilna Zeland
teplotnd hodnota. Testovand vzorka sa potom opdt ochladi a moze byt zaznamenand druhd krivka tlaku
pary. Ak druhé kolo nepotvrdi vysledky prvého kola merani, potom je mozné, Ze testovand ldtka sa
rozkladd v rdmci meraného teplotného rozmedzia.

Vytokovd metéda — stanovenim dbytku hmotnosti

Pristroje
Vytokovy pristroj pozostdva z tychto zdkladnych Casti:

— nddoby (nddrzky), ktord moze byt termostaticky udrziavand pri stélej teplote a vakuovand a v ktorej si
umiestnené vytokové komorky,

— vysokovdkuovej vyvevy (napriklad diftznej vyvevy alebo turbomolekuldrnej vyvevy) s podtlakovym
(vékuovym) ventilom,

— zachytdvaca s pouzitim skvapalneného dusika alebo suchého ladu.

Na obrdzku ¢ 5 je ako priklad zndzornend elektricky zohrievand hlinikovd vdkuovd nddoba so Styrmi
vytokovymi komorkami s nehrdzavejiicej ocele. Félia z nehrdzavejticej ocele s hriibkou priblizne 0,3 mm je
opatrend vytokovym otvorom s priemerom 0,2 az 1,0 mm a k vytokovej komorke je prichytend zdvitovym
vekom.

Postup merania

Referencénd a testovand ltka sa naplnia do jednotlivych vytokovych komorok, kovovd medzistena s
otvorom je zaistend zdvitovym vekom a kazdd komorka sa potom odvdzi s presnostou na 0,1 mg.
Komorka sa umiestni do pristroja termostaticky udrziavaného pri stilej teplote, ktory sa potom vékuuje na
menej ako jednu desatinu predpokladaného tlaku. V stanovenych casovych intervaloch v rozmedzi od 5
hodin do 30 hodin sa do pristroja vptista vzduch a opidtovnym odvdZenim sa stanovi dbytok hmotnosti
vytokovych komorok.

Aby sa zabrédnilo ovplyvneniu vysledkov prchavymi primesami, komorka sa opakovane prevdzi v stanove-
nych Casovych intervaloch na tcely skontrolovania, ¢i je rychlost odparovania konstantnd prinajmensom v
priebehu dvoch takychto casovych intervalov.

Tlak pary p vo vytokovej komorke je dany nasledujicou rovnicou:

~ m [2mnRT
P~ Yar M

kde:

p = tlak pary (Pa)

m = hmotnost testovanej latky, ktord unikla z komorky v priebehu casu t (kg)
t = cas ()

A = plocha otvoru (m?

K = opravny koeficient

R = vSeobecnd plynovd konstanta (J mol! K

T = teplota (K) (kelvin)

M = relativna (pomernd) molekulovd hmotnost (kg mol")
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1.6.6.

1.6.6.1.

Korekény cinitel' K zévisi od pomeru dizky k polomeru valcovitého hrdla otvoru:

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

Vyssie uvedend rovnica moze byt napisand aj v tomto tvare:
m \F
P=5 VM

kde: E = é V2 R a predstavuje konstantu pre vytokovid komorku.

T4to konstanta pre vytokovi komorku E moze byt stanovend referencénou latkou, pricom sa pouzije tito

rovnica:
¢ Pt M)
m T

p() = tlak pary referencnej litky (Pa)

=
1l

relativna molekulovd hmotnost referencnej latky (kg.mol")

Metéda plynovej saturicie

Pristroje

Typicky pristroj pouzivany na uskuto¢nenie tohto testu pozostdva z celého radu komponentov uvedenych
na obrazku 6a, ktoré st opisané nizsie (1).

Inertny plyn:

Nosny plyn nesmie chemicky reagovat s testovanou latkou. Na tento tcel zvycajne staci pouzit dusik, avsak
z pripadu na pripad sa mozu pozadovat aj iné plyny (10). Pouzity plyn musi byt suchy [pozri obrizok 6a,
legenda 4: snimac (senzor) relativnej vlhkosti].

Reguldcia toku:

Vhodny systém na reguldciu plynu je Ziaduci na zabezpecenie konstantného a upraveného toku plynu cez
saturacny stlpec (kol6nu).

Zachytdvace pary:

Tieto zdvisia od konkrétnych vlastnosti prislusnej testovanej vzorky a od zvolenej metddy analyzy. Para by
mala byt zachytdvand kvantitativne a v takej forme, ktord umoziiuje ndslednd analyzu. Pre niektoré
testované ldtky budd vhodné aj také typy zachytdvacov, ktoré obsahuji kvapaliny ako hexdn alebo
etylénglykol. Pre iné litky mozno zasa pouzit tuhé absorpéné Cinidla.

Ako alternativu zachytdvania pary s ndslednou analyzou mozno na kvantitativne stanovenie mnoZzstva
materidlu transportovaného zndmym mnozstvom nosného plynu pouZit analytické techniky typu ,in-train®,
napriklad chromatografiu. Okrem toho moZno merat aj dbytok hmotnosti testovanej vzorky.

Vymennik tepla:
Na merania pri rozdielnych teplotdich méze byt potrebné do celkovej zostavy zahrndf aj vymennik tepla.
Saturdtorovd kolona:

Testovand latka sa z roztoku nanesie na vhodny inertny nosic. Pokryty nosi¢ sa umiestni do saturdtorovej
kolény, ktorého rozmery a prietok musia byt také, aby za zarucila Gplnd saturdcia nosného plynu.
Saturdtorovd koléna musi mat termostaticky udrziavani teplotu. Na merania nad teplotu miestnosti by
mal byt priestor medzi saturdtorovou kolénou a zachytdva¢mi ohrievany, aby sa zabranilo kondenzicii
testovanej latky.
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1.6.6.2.

1.6.6.3.

Na tcely zniZenia transportu hmoty, ktory sa prejavuje pri diftizii, moze byt v poradi za saturdtorovou
kolénou umiestnend kapildra (pozri obrdzok 6b).

Postup merania
Priprava saturdtorovej kolony:

Roztok testovanej litky v rozpustadle s vysokym stupiiom prchavosti sa pridd k vhodnému mnozstvu
nosica. Je potrebné pridat dostatocné mnozstvo testovanej ltky, aby sa saturdcia udrziavala pocas trvania
celého testu. Rozpustadlo sa tplne odpari vo vzduchu alebo v rota¢nom odparovaci a dokladne zmieany
materidl sa pridd do saturdtorovej kolony. Po termostatickej tiprave testovanej vzorky sa cez pristroj nechd
pradit suchy dusik.

Meranie:

Zachytdvace alebo ,in-train® detektor si napojené na vytokovi linku kolony a zaznamendva sa cas. Prietok
sa kontroluje na zaciatku a potom v pravidelnych intervaloch pocas celého experimentu, pricom sa pouziva
bublinomer (alebo priebezne, kontinuitne pomocou hmotového prietokomeru).

Musi sa merat tlak na vystupe zo saturitora. Tento tkon sa moze uskutocnit jednym z uvedenych
sposobov:

a) bud zapojenim snimaca tlaku (tlakomeru) medzi saturdtor a zachytdvace (toto viak nebyva uspokojivé
rieSenie, pretoZe to zvySuje mftvy priestor a adsorpény povrch), alebo

b) stanovenim ubytku (poklesu) tlaku v rdmci prislusného pouzitého zachytdvacieho systému ako funkcie
prietoku v samostatnom pokuse (tento postup nebyva velmi uspokojivy v pripade kvapalnych zachytd-
vacov).

Cas pozadovany na zachytenie potrebného mnozstva testovanej litky pre rozdielne metédy analyzy je
stanoveny v predbeznych cykloch alebo odhadom. Ako alternativu zachytdvania testovanej ldtky pre dalsiu
analyzu mozno pouzit ,in-train® kvantitativny analyticky postup (napriklad chromatografiu). Pred vypocita-
nim tlaku pary pri danej teplote je potrebné uskutocnit predbezné cykly na stanovenie maximdlneho
prietoku, ktory dplne saturuje nosny plyn parou testovanej latky. Toto sa dd zarucit, ak sa nosny plyn

Konkrétna analytickd met6da sa stanovi na zaklade charakteristickych vlastnosti latky urcenej na testovanie
(napriklad plynovad chromatografia alebo gravimetria).

Stanovi sa mnoZstvo testovanej latky transportované znimym objemom nosného plynu.

Vypocet tlaku pary

Tlak pary sa vypocita z hustoty pary, W[V, pomocou nasledujicej rovnice:

kde:

p = tlak pary (Pa)

W = hmotnost odparenej testovanej latky (g)

V = objem nasyteného (saturovaného) plynu (m’)

R = vieobecnd molekulovd plynovd konstanta (J] mol! K7)
T = teplota (K) (kelvin)

M

relativna molekulovd hmotnost testovanej litky (g mol™).

Namerané objemy musia byt opravené z hladiska tlakovych a teplotnych rozdielov medzi prietokomerom a
termostaticky upravenym saturdtorom. Ak je prictokomer umiestneny smerom po pride od zachytdvaca
pary, mozu byt potrebné opravy zohladfujice vietky odparené ingredienty zachytdvaca (1).



13[zv. 11

Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie

293

1.6.7.

1.6.7.1.

1.6.7.2.

Metéda rotujicej guldcky (8, 11, 13)

Pristroje

Metdda rotujicej gulocky sa modze uskutocnit pouzitim meradla viskozity rotujiceho rotora podla
znazornenia na obrazku 8. Schematicky ndkres pokusného systému je zobrazeny na obrazku 7.

Meraci pristroj zvycajne pozostdva z meracej hlavy rotujiceho rotora, umiestnenej v termostaticky
upravovanom uzavretom priestore (s presnostou reguldcie na 0,1 °C). Nddoba so vzorkou je umiestnend v
termostaticky upravovanom uzavretom priestore (s presnostou reguldcie na 0,1 °C) a vietky ostatné Casti
systému st udrziavané pri vysSej teplote, aby sa zabranilo kondenzacii. Vysokovdkuové vyvevové zariadenie
je napojené na systém pomocou vysokovakuovych ventilov.

Meracia hlava rotujiiceho rotora pozostdva z ocelovej gulocky (s priemerom 4 mm aZz 5 mm) v rirke.
Gulocka je zavesend a stabilizovand v magnetickom poli, zvycajne s pouzitim kombindcie permanentnych
magnetov a regula¢nych cievok.

Gul6cka sa privadza do otdcavého pohybu rota¢nymi polami vytvaranymi cievkami. Snimacie cievky, ktoré
meraji neustdle pritomnd nizku laterdlnu magnetizdciu gulocky, umoziiuji meranie jej rychlosti otdcania.

Postup merania

Ked guldcka dosiahla dand rotacni rychlost v(o) (priblizne 400 otdcok za sekundu), dalsie budenie sa
zastavi a ndsledkom trenia plynu dochddza k spomalovaniu.

Pokles rychlosti oticania sa meria ako funkcia casu. KedZe trenie sposobené magnetickou suspenziou je
zanedbatelné v porovnani s trenim plynu, tlak plynu je dany nasledujicou rovnicou:

LT ENS0)
olOtXan(o)

p:

kde:

[ = priemernd rychlost molekdl plynu

r = polomer gulocky

p = hustota hmoty gulocky

o = koeficient tangencidlneho prenosu hybnosti (£= 1 pre idedlnu gulovi plochu
gul'ocky)

t = Cas

v(t) = rychlost otdcania po uplynuti casu t

v(0) = podiato¢nd rychlost otdcania

Tito rovnicu moZzno napisat aj v tejto forme:

_mcrp oty =ty
T 100 Tty Xty

Kde t,t
a '[n >t

st Casy potrebné pre dany pocet N otdcok. Tieto Casové intervaly t a t_ nasledujii za sebou

n-1 1

n-1°

Priemernd rychlost molekuly plynu ¢ je dand nasledujiicou rovnicou:

_ 8RT 1
c=(8—)=
nM/ 2

kde:

T = teplota

R = vSeobecnd moldrna plynovd konstanta
M = relativna molekulovd hmotnost
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UDAJE

Tlak pary zo vsetkych predchddzajicich metéd musi byt stanoveny pre minimalne dve teploty. V rozmedzi
od 0 °C do 50 °C sa odporucaju tri alebo viac teplot, aby sa dala skontrolovat linedrnost krivky tlaku
plynu.

SPRAVA

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat nasledujiice informdcie:

— pouzitd metddu,

— presnt $pecifikdciu ldtky (identifikdciu a primesi) a opatrenia v rdmci predbeznej purifikdcie testovanej
latky, ak sa takéto uskutocnili,

— minimdlne dve tlakové a teplotné hodnoty, podla moznosti v rozmedzi od 0 °C do 50 °C,
— vietky prvotné, nespracované tdaje,
— log p versus 1T krivku,

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

Ak sa pozoruje premena (zmena skupenstva, rozklad), treba uviest nasledujiice informacie:
— charakter zmeny,
— teplotu, pri ktorej sa zmena prejavuje pri atmosférickom tlaku,

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

V sprave z testu musia byt uvedené vietky informdcie a pozndmky, ktoré si dolezité pre interpretdciu
vysledkov testu, najma tykajiice sa primesi a fyzikilneho stavu (skupenstva) testovanej ltky.
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Dodatok 1

Metdda odhadu (predbezného vypoctu)
UvoD
Vypocitané hodnoty tlaku pary sa mozu pouZit:
— na rozhodnutie, ktord z existujicich pokusnych met6d sa najlepsie hodyi,

— na poskytnutie odhadu alebo medznej hodnoty v pripadoch, kde sa pokusnd metdda nemoze uplatnit z
technickych pri¢in (vratane situdcie, kde tlak pary je velmi nizky),

— ako pomocka na identifikdciu tych pripadov, kde vynechanie pokusného merania je zdovodnené tym, ze
tlak pary je pri teplote okolitého prostredia (vzduchu) pravdepodobne <10~ Pa.

METODA ODHADU (predbezného vypoctu)

Tlak pary kvapalin a tuhych litok sa modze odhadnit, predbeine vypocitat pouzitim modifikovanej
Watsonovej koreldcie (a). Jedingm potrebnym pokusnym tdajom je normdlna teplota varu. Tato metoda
sa dd pouzif v celom rozmedzi tlaku od 10° Pa az po 10° Pa.

Podrobné informdcie o tejto metdde st uvedené v prirucke Handbook of Chemical Property Estimation Methods
(Prirucka metéd na odhadovanie vlastnosti) (b).

POSTUP VYPOCTU

Podla (b) sa tlak pary vypocita tymto sposobom:

T m
3-2- .
A H, ( ) T\" ' T
In P, = L B/ om(3-21) wl
A Z,RT, T T T,
Ty
kde:
T = dand teplota
T, = normélna teplota (bod) varu,
' = tlak pary pri teplote T,
AH, = vyparné teplo, skupenské teplo vyparovania,
AZ, = korekcia na stlacitelnost, koeficient stlacitelnosti (odhadovany pri 0,97),
m = empiricky koeficient zdvisly od fyzikdlneho skupenstva pri danej teplote T.
Dalej
AH
® — Ke(8,75+RInTy)
Ty

kde K, je empiricky koeficient (faktor) zohladiujici polaritu testovanej ldtky. Pre viaceré typy zlicenin sd

koeficienty (faktory) K, uvedené v odkazoch (b).

Casto st k dispozicii idaje uvddzajice teplotu varu pri redukovanom tlaku. V takom pripade sa podla (b)
tlak pary vypocita nasledujiicim sposobom:

A Hyy T\™T, T\"" ' T
InPy,=InP + 1-(3-2—) =—=-2m (3-2— In —
A Z,RT, T,) T T T

kde T, je teplota varu pri redukovanom tlaku P,.
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SPRAVA

Ak sa pouzije metéda odhadu, sprava z testu musi obsahovat vycerpavajicu, Gplnt dokumenticiu

vypoctov.
LITERATURA

(a) K. M. Watson, Ind. Eng. Chem., 1943, vol. 35, 398.

(b) W. J. Lyman, W. F. Reehl, D. H. Rosenblatt, Handbook of Chemical Property Estimation Methods, Mc

Graw-Hill, 1982.

Dodatok 2

Obréizok 1

Pristroj na stanovenie krivky tlaku pary podla dynamickej metédy
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Obrazok 2a

Pristroj na stanovenie krivky tlaku pary podla statickej metddy (s pouzitim tlakomeru v podobe trubice do tvaru U)
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1. Testovana chemickd ltka 6. Tepelny kiipel

2. Para, plynnd fiza 7. Pristoj na meranie teploty
3. Vysokovékuovy ventil 8.K vékuovej vyveve
4. Trubica v tvare U (pomocny manometer) 9. Ventildcia

5. Manometer
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Obrazok 2b

Pristroj na stanovenie krivky tlaku pary podla statickej metddy (s pouzitim ukazovatela tlaku)

1. Testovand chemickd latka
2. Para, plynnd fiza

3. Vysokovékuovy ventil

4. Manometer

~

AN

f

5. Ukazovatel’ tlaku
6. Tepelny kiipel’
7. Pristoj na meranie teploty
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Obrizok 3

Izoteniskop (pozri odkaz 7)

1 =K systému na reguldciu teploty a merania
2 = Rdra s vonkajsim priemerom 8 mm

3 = Suchy dusik v tlakovom systéme

4 = Para na vzorky

5 = Maly hrot

6 = Kvapalnd testovand vzorka
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2. Plybnnd fiza a priddom pary

3. Odparovacia piecka s otoénym vstupom
3a. Veko piecky s otvorom

4. Ohrievarie (chiadenie) vzorky

5. Meranie teploty testovanej vzorky

6. Chiadacibox

8. Chiadiaca ty¢ pre chiadiaci box
9. Miska vah

10. Mikrovahy

11. K registronému pristroju

12. K vysokovikuovej vyveve

SK Uradny vestnik Eurépskej tinie 13[zv. 11
Obrizok 4
Pristroj na stanovenie krivky tlaku pary podla eftiznej metédy s pouzitim vdh na meranie tlaku pary
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Obrazok 5

Priklad pristroja na odparovanie pri nizkom tlaku efdznou metédou s objemom efiznej komory 8 cm’

g
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. Pripojerie na vikuum

. Dubina na zasunutie odporového teplomera, alebo na odmeranie aneguléciu teploty
. Veko vikuovej komory

. Tesniaci O = kriizok

Hlinkové vékuovd nidoba

Zarfadenie na initalovanie a vyberanie efdznych komor
Veko so zévitom

. Kridlové matice

. Skzutky

10. Efdzne konnorky z nehrdzavejiicej ucele

11. Uhrievacie telesa (6)

O 0NNV W N
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Obréizok 6a

Priklad prietokového systému na stanovenie tlaku pary metédou plynnej saturdcie
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Obrazok 6b

Priklad systému na stanovenie tlaku pary plynnou saturaénou metédou s kapildrou umiestnenou v slede za saturaénou
komorou

7722277777077,

N

©

SANNNNNEINNEN

NN
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pplr

1. Teplotny hmotnostny prietokomer
2. Tlakomer, manometer 7. Kapiléra

3. Komora s teplotnou regulaciu 8. Absorpiné nidob
4. Termostatovi cievka pre nosny plyn 9. Pl onﬁer Y

5. Teplomer (Pt 100) 10. Chladeny zachytéva¢

6. Plynnd saturatnd komora

Obréizok 7

Priklad potrubného systému pre metddu rotujiicej gulocky

Pristroj na meranie tlaku pary.

A. Snimacia hlava rotujticeho rotora
B. Komorka s testovanou vzorkou

C. Termostat

D. Podtlakovi riirka (turbo erpadlo)
E. Vzudchovy termostat
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Obrizok 8

Priklad meracej hlavy rotujiiceho rotora

Q 1
Ofo‘) N
0 S~

1. Gulicka

2. Vékuovi riirkové extenzia spojkovej priruby
3. Permanentné magnet

4. Cievky (2) pre vertikalnu stabilizdciu

5. Vodiace cievky (4)

6. Spojkovi priruba

A.5. POVRCHOVE NAPATIE

1. METODA

Opisané metddy st upravené smernicou na vykondvanie OECD testov (1). Zdkladné principy sii uvedené v

odkazoch (2).
L1 UvoD
Opisané metddy st uréené na meranie povrchového napitia vodnych roztokov.

Pred vykonanim tychto testov sa odporaca ziskat predbezné informdcie o rozpustnosti vo vode, hydro-
lyznych vlastnostiach a kritickej koncentracii pre tvorbu micel testovanej latky.

Nasledujtice uvedené met6dy sa daji pouzit pre vacSinu chemikdlif bez akychkolvek obmedzeni v spojitosti
s ich stupiiom Cistoty.

Meranie povrchového napitia metddou krazkového tenzometra sa obmedzuje na vodné roztoky s
dynamickou viskozitou nizsou ako priblizne 200 mPa s.

1.2 POJMY A JEDNOTKY

Entalpia volnej hladiny na jednotku povrchovej plochy sa vztahuje na povrchové napiitie.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

Povrchové napitie sa uddva ako:

N/m (jednotka SI) alebo

mN/m (podjednotka SI)

1 N/m = 10° dyn/cm

N/m = 1 dyn/cm v zastaranej jednotkovej stistave cgs.
REFERENCNE LATKY

Referen¢né litky nemusia byt pouzité vo vetkych pripadoch, ked sa skima nové litka. V prvom rade by
mali slazit na obcasnd kontrolu Géinnosti metddy, jej spravnej realizdcie a na umoZnenie porovnania s
vysledkami dosiahnutymi pri pouZiti inych met6d.

Referencné latky, ktoré pokryvaja siroky rozsah povrchovych napiti, st uvedené v odkazoch (1) a (3).
PRINCIP METOD

Metddy st zaloZené na merani maximdlnej sily, ktord musi byt vynaloZend vertikdlne na strmienok alebo
kriizok v kontakte s hladinou testovanej kvapaliny umiestnenej v meracej miske na tcely jeho oddelenia od
tejto hladiny alebo na dosticku s jednou hranou v kontakte s povrchom na tcely zdvihnutia filmu, ktory sa

vytvoril.

Létky, ktoré st rozpustné vo vode pri koncentrdcii aspori 1mg/liter, sti testované vo vodnom roztoku pri
jednej koncentrécii.

KRITERIA KVALITY

Tieto met6édy sa daji realizovat s vicSou presnostou, nez akd sa pravdepodobne bude poZzadovat na
environmentalne zhodnocovanie.

OPIS METOD

Roztok testovanej litky sa pripravi v destilovanej vode. Koncentrdcia tohto roztoku by mala predstavovat
90 % nasytenej rozpustnosti testovanej litky vo vode; ked tdto koncentricia prevySuje 1g/liter, na tcely
testovania sa pouzije koncentrdcia 1g/liter. Latky s rozpustnostou vo vode nizsou ako 1mg/liter sa nemusia
testovat.

Dostickovd metdda

Pozri technické normy ISO 304 a NF T 73-060 (Surface active agents — determination of surface tension
by drawing up liquid films) (Povrchovo aktivne ¢inidld — stanovenie povrchového napitia pomocou
kvapalinovych filmov).

Strmienkovd met6da

Pozri technické normy ISO 304 a NF T 73-060 (Surface active agents — determination of surface tension
by drawing up liquid films) (Povrchovo aktivne ¢inidld — stanovenie povrchového napitia pomocou
kvapalinovych filmov).

Krazkovd metéda

Pozri technické normy ISO 304 a NF T 73-060 (Surface active agents — determination of surface tension
by drawing up liquid films) (Povrchovo aktivne ¢inidld — stanovenie povrchového napitia pomocou
kvapalinovych filmov).

Harmonizovand kriizkovd metéda podla OECD

Pristroje
Na dcely tohto merania postacuji komercne dostupné tenzometre. Pozostdvaji z nasledujicich Casti:
— pohyblivd doska na vzorky,

— systém na meranie sily,
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— meracie teleso (krizok),

— meracia nddoba.

1.6.4.1.1.  Pohyblivd doska na vzorky

Pohyblivd doska na vzorky sa pouziva ako podlozka pod termoregulovani meraciu nddobu obsahujicu
kvapalinu urcend na testovanie. Spolu s meracim systémom je prichytend na stojan.

1.6.4.1.2. Systém na meranie sily

Systém na meranie sily (pozrite obrazok) je umiestneny nad dosku na vzorky. Odchylka merania sily nema

pripadov je meracia stupnica komer¢ne dostupnych tenzometrov kalibrovand v mN/m, takZe povrchové
napitie moze byt odéitané priamo v mN/m s presnostou na 0,1mN/m.

1.6.4.1.3. Meracie teleso (krizok)

Krazok je zvycajne vyrobeny z platinovo-iridiového drotu s hribkou priblizne 0,4 mm a so strednym
obvodom 60 mm. Droteny krizok je zaveseny horizontdlne na kovovy kolik a drotenti upinaciu konzolu,
aby sa tak vytvorilo prepojenie so systémom na meranie sily (pozri obrdzok).

Obrizok
Meracie teleso (krazok)

(VSetky rozmery st vyjadrené v milimetroch)

]
I 1
Kolik I
| 2
| [
Upinacia konzola |
—.—4&
' 2
] 1
Ir X
I
| 2
pd : .
)
! l
e ! y
[ | \ -
Kriizok

D ~ 195§
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1.6.4.1.4.

1.6.4.2.

1.6.4.2.1.

1.6.4.2.2.

Meracia nd doba

Meracia nddoba ur¢end pre testovani latku musi byt termoregulovand sklend nddoba. Musi mat také
vlastnosti, aby pocas merania teplota testovaného kvapalinového roztoku a plynovd fiza nad jeho
povrchom zostali konstantnd a aby sa testovand vzorka nemohla odparovat. Vyhovujiice st valcovité sklené
nadoby s vnitornym priemerom najmenej 45 mm.

Priprava pristroja

Cistenie

Sklené nddoby musia byt dokladne vycistené. Ak je to potrebné, musia byt umyté hortcou kyselinou
chrémsirovou a nasledne sirupovitou kyselinou fosforecnou (83 az 98 hmotnostnych % H,PO,), dokladne
oplachnuté pod vodou z vodovodu a nakoniec umyté v dvakrat destilovanej vode, az kym sa nedosiahne

neutrdlna reakcia, a potom sa musia osusit alebo vymyt castou kvapalnej vzorky urcenej na testovanie,
resp. meranie.

Krazok musi byt najprv dokladne opldchnuty vo vode, aby sa odstranili vietky latky, ktoré st rozpustné vo
vode, potom sa kritko ponori do kyseliny chréomsirovej, umyje v dvakrdt destilovanej vode, az kym sa
nedosiahne neutrdlna reakcia, a nakoniec sa krtko ohreje nad metanolovym plameniom.

Upozornenie:

Kontamindcia ldtkami, ktoré sa nerozpustili alebo nerozrusili kyselinou chrémsirovou alebo kyselinou
fosfore¢nou, ako napriklad silikonmi, sa musi odstranit pomocou vhodného organického rozpustadla.

Kalibrdcia pristroja

Kalibrdcia pristroja spociva v kontrole nulového bodu a jeho nastaveni takym sposobom, aby oznacenie
pristroja umoznovala spolahlivé stanovenie hodnot v mN/m.

Instaldcia:

Pristroj musi byt vyvdzeny napriklad pomocou liehovej vodovéhy na tenzometrovej zékladni nastavovacimi
skrutkami umiestnenymi naspodu zdkladovej platne.

Nastavenie nulového bodu:

Po instaldcii krizku na pristroj a pred jeho ponorenim do kyseliny musi byt ukazovatel tenzometra
nastaveny na nulu a musi sa skontrolovat, ¢i je krizok rovnobezny s hladinou kvapaliny. Na tento tcel
mozno pouzit hladinu kvapaliny ako zrkadlo.

Kalibrdcie:

Vlastnd testovd kalibrdcia sa moze uskutocnit jednym z tychto dvoch postupov:

a) pouzitim zdvazia: postup pouZivajiici zdvazia zndmej hmotnosti medzi 0,1 a 1,0 g umiestnené na

krizku. Kalibracnd konstanta (konstanta pri ciachovani), ®, ktorou musia byt vyndsobené vsetky
hodnoty od¢itané na instrumente, sa stanovi podla rovnice (1):

Or

" m
kde:

m,

o = 2T)g (mN/m)

m = hmotnost zdvazia (g)
g = gravitacné zrychlenie (981 cm s? pri hladine mora)
b = stredny obvod krdzku (cm)
0, = Gdaj na stupnici tenzometra po umiestneni zdvazia na krizok (mN/m).
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1.6.4.3.

1.6.5.

1.6.6.

b) pouzitim vody, postup pouZivajici ¢istd vodu, ktorej povrchové napitie sa napriklad pri teplote 23 °C
rovnd 72,3 mN/m. Tento postup sa dd uskutocnif rychlejsie ako hmotnostnd kalibrcia, len je tu stle
riziko, Ze povrchové napitie vody bude skreslené stopami kontamindcie povrchovo aktivnymi ¢inidlami.

Kalibra¢nd konstanta, ®,, ktorou musia byt vyndsobené vietky tidaje od¢itané na pristroji, sa stanovi
podla rovnice (2):

0(7
Dy =2
0 @
kde:
6, = hodnota citovand v literatdre pre povrchové napitie vody (mN/m)
o, = namerand hodnota povrchového napitia vody (mN/m)

obidve hodnoty pri tej istej teplote.

Priprava vzoriek

Pri priprave vodnych roztokov latok urcenych na testovanie treba pouzit pozadované koncentricie vo vode,
pricom roztoky nesmi obsahovat Ziadne nerozpustené latky.

Roztok sa musi udrziavat pri konstantnej teplote (+0,5 °C). KedZe povrchové napitie roztoku sa v meracej
nddobe meni v priebehu Casu, je potrebné uskutocnit viacero merani v rozlicnych casoch, ako aj vyndsat
hodnoty vo forme krivky diagramu ako funkcie casu. Ked sa dalsie zmeny uz neobjavia, dosiahol sa
rovnovazny stav.

Prach a plynovd kontamindcia inymi litkami rusivo posobia na vysledky merani. Cely postup sa preto
uskuto¢ni pod ochrannym krytom.

Podmienky skiiSania
Meranie musi byt uskuto¢nené pri teplote priblizne 20 °C a tdto teplota sa udrziava v rozmedzi 0,5 °C.
Realizdcia testu

Roztoky urcené na meranie treba premiestnit do dokladne ocistenej meracej nddoby, pricom treba dbat na
to, aby sa zabrdnilo peneniu. Meracia nddoba sa potom polozi na dosku pristroja. Dosku potom treba
dvihat az dovtedy, kym sa krizok neponori pod hladinu roztoku urceného na meranie. Doska sa potom
pozvolna a rovnomerne spti§ta nadol (rychlostou priblizne 0,5 cm/min.), akoby sme krtizok cheeli oddelit
od hladiny kvapaliny, a to az dovtedy, kym sa nedosiahne maximadlna sila. Vrstva kvapaliny prilipnutd ku
krazku sa viak od neho nesmie oddelit. Po ukonceni merania treba krizok opdt ponorit pod hladinu a
merania sa takto opakuji a7 dovtedy, kym sa nedosiahne konstantnd hodnota povrchového napitia. Cas,
ktory uplynul od premiestnenia testovaného roztoku do meracej nddoby, sa musi zaznamenat pre kazdé
jedno stanovenie. Hodnoty sa odcitajii vzdy pri maximdlnej sile vyvinutej pri snahe o oddelenie krazku od
povrchu hladiny kvapaliny.

UDAJE

Pre vypocet povrchového napitia sa hodnota odé¢itand v mN/m zo stupnice pristroja najprv vyndsobi
kalibra¢nym koeficientom & alebo ®, (v zavislosti od pouzitého kalibracného postupu). Takto ziskame
hodnotu, ktord je iba pribliznd a vyzaduje si preto korekciu.

Harkins a Jordan (4) empiricky stanovili korekéné koeficienty pre hodnoty povrchového napitia meraného
krizkovou metédou, ktoré st zdvislé od rozmerov kruzku, hustoty testovanej kvapaliny a od jej
povrchového napitia.
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KedZe je velmi tazké stanovit korekény koeficient pre kazdé jedno samostatné meranie z Harkinsovych a
Jordanovych tabuliek, na dcely vypoctu povrchového napitia vodnych roztokov mozno pouzit zjednodu-
Seny postup odc¢itania korekénych hodnoét povrchového napitia priamo z tabulky. (Na odéitanie v rozmedzi

tabulkovych hodnot je potrebné pouzit interpoldciu.)

TABULKA: KOREKCIA NAMERANEHO POVRCHOVEHO NAPATIA

Plati iba pre vodné roztoky, p = 1 gfem’

R = 9,55 mm (stredny polomer krazku)

r = 0,185 mm (polomer drotu, z ktorého je kriizok zhotoveny)

Experimentdlna hodnota (mN/m)

Korigovand hodnota (mN/m)

Kalibrdcia zdvaziami [pozri bod

Kalibrcia vodou [pozri bod 1.6.4.2.2

1.6.4.2.2 a)] b)]
20 16,9 18,1
22 18,7 20,1
24 20,6 22,1
26 22,4 24,1
28 243 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
50 453 48,6
52 473 50,7
54 493 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 —

Tato tabulka bola zostavend na zdklade Harkinsovej-Jordanovej korekcie. Je podobnd tabulke uvedenej v
technickej norme DIN Standard (DIN 53914) pre vodu a vodné roztoky (hustota p = 1gfem’) a je vhodnd
pre komerc¢ne dostupny krizok s rozmermi R = 9,55 mm (stredny polomer krizku) a r = 0,185 mm
(polomer drotu, z ktorého je krazok zhotoveny). Tabulka uddva korigované hodnoty pre merania
povrchového napitia, vykonané po kalibracii zdvaziami alebo vodou.

Alternativne, bez predchddzajiicej kalibricie, povrchové napitie sa moze vypocitat podla tohto vzorca:

kde:

=
(TT]

polomer krazku

-
l

sila namerand na dynamometri v bode preruSenia filmu

korekény (opravny) koeficient (1).
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3.2.

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Spréva z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informdcie:
— pouzitd metddu,

— typ pouzitej vody alebo roztoku,

— presnti Specifikiciu testovanej latky (identifikdciu a primesi),

— vysledky merania: povrchové napitie (hodnoty od¢itané zo stupnice) uvddzajiice jednotlivé samostatné
od¢itania hodnot a ich aritmeticky priemer, ako aj korigované stredné hodnoty (zohladiiujice koeficient
zariadenia a koreként tabulku),

— koncentraciu roztoku,

— testovaciu teplotu,

— vek pouzitého roztoku, obzvldst cas medzi pripravou a meranim roztoku,

— opis Casovej zavislosti povrchového napitia po premiestneni roztoku do meracej nddoby,

— vietky informécie a pozndmky, ktoré s dolezité pre interpreticiu vysledkov testu, najmi tykajice sa
primesi a fyzikdlneho skupenstva testovanej latky.

INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Za predpokladu, Ze destilovand voda md povrchové napitie 72,75 mN/m pri teplote 20 °C, latky
prejavujice povrchové napitie nizSie ako 60 mN/m za podmienok tejto metddy treba povazovat za
povrchovo aktivne materily.

ODKAZY

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 115, Decision of the Council C(81) 30 final.

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

(3) Pure Appl. Chem., 1976, vol. 48, 511.
(4) Harkins, W. D., Jordan, H. F., J. Amer. Chem. Soc., 1930, vol. 52, 1751.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

A.6. ROZPUSTNOST VO VODE

METODA
Opisané metddy sti upravené smernicou na vykondvanie OECD testov (1).
UvoD

Na ticely realizdcie tejto metddy sa odporica ziskat predbezné informdcie o Struktdrnom vzorci, tlaku pary,
disocia¢nej konstante a hydrolyze (ako funkcie pH) ldtky urCenej na testovanie.

Neexistuje jedind dostupnd metdda, ktord by pokryvala cely rozsah rozpustnosti vo vode.

Dve sktisobné metddy, ktoré st opisané v nasledujiicom texte, pokryvaji sice cely rozsah rozpustnosti,
aviak nedaji sa pouzit v pripade prchavych latok:

— jedna, ktord sa vztahuje na absoldtne Cisté latky s nizkou rozpustnostou (<102 gramov na liter), ktoré
st stabilné vo vode, sa nazyva ,metéda vypierania z kolony*,

— druhd, ktord sa vztahuje na absolitne Cisté latky s vy$Sou rozpustnostou (>10? gramov na liter), ktoré
st stabilné vo vode, sa nazyva ,bankovd (flasovd) metdda“.

Rozpustnost ldtok vo vode moze byt do znacnej miery ovplyvnend pritomnostou primesi.
POJMY A JEDNOTKY

Rozpustnost latky vo vode je $pecifikovand saturaénou hmotnostnou koncentrciou litky vo vode pri danej
teplote. Rozpustnost vo vode je 3pecifikovand v jednotkich hmotnosti na objem roztoku. Prislusnou
jednotkou SI je kg/m’® (mozZno vak pouzit aj gfliter).

REFERENCNE LATKY

Referencné litky sa nemusia pouzit vo vietkych pripadoch, ked sa skiima novd litka. V prvom rade by
mali slizit na obcasnd kontrolu G¢innosti metddy, jej spravnej realizdcie a na umoZnenie porovnania s
vysledkami dosiahnutymi pri pouZiti inych met6d.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Priblizné mnozZstvo testovanej vzorky a ¢as potrebny na dosiahnutie saturaénej hmotnostnej koncentrécie sa
stanovi v jednoduchom predbeznom teste.

Met6da vypierania z kolény

Této metdda je zaloZend na vypierani testovanej litky vodou z mikrokolény, ktord je naplnend inertnym
nosnym materidlom, napr. sklenymi gul6ckami alebo pieskom. Tento nosny materidl je pokryty nadbytkom
testovanej ldtky. Rozpustnost vo vode sa stanovuje vtedy, ked je hmotnostnd koncentricia eludtu
konstantnd. Vyjadruje sa droviiou koncentrécie ako funkcia casu.

Bankovi (ffasovd) metéda

V rdmci tejto metddy sa testovand litka (tuhé latky musia byt rozomleté na prach) rozpusti vo vode pri
teplote o nieco vyssej, ako je testovacia teplota. Ked' sa dosiahne saturdcia, zmes sa ochladi a udrZziava sa
pri skdsobnej teplote, pricom sa miesa dovtedy, kym je to potrebné na dosiahnutie rovnovdzneho stavu.
Meranie sa moze alternativne uskutocnit priamo pri skdsobnej teplote, ak sa vhodnym vzorkovanim
zabezpedi, Ze sa dosiahne saturaény rovnovdzny stav. Ndsledne sa hmotnostnd koncentrdcia testovanej
litky vo vodnom roztoku, ktory nesmie obsahovat Ziadne nerozpustené castice, stanovi vhodnou analy-
tickou metédou.
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1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

KRITERIA KVALITY

Opakovatelnost

V pripade met6dy vypierania z kolény mozno dosiahnut <30 %, v pripade bankovej (flaovej) metédy by
sa malo dodrziavat <15 %.

Citlivost

Citlivost zavisi od metddy analyzy, aviak stanovenia hmotnostnej koncentricie mozu byt stanovované az
do 10° gramov na liter.

OPIS METODY

Podmienky skdsSania

Odportica sa uskutocnit test pri teplote 20 °C s vykyvom maximdlne #0,5 °C. Ak sa v spojitosti s
rozpustnostou povazuje za mozni teplotnd zavislost (>3 % na kazdy jeden °C), mali by sa pouzit dve
dalsie teploty minimédlne 10 °C nad a pod hodnotou povodne zvolenej teploty. V tomto pripade by
teplotnd reguldcia mala byt 0,1 °C. Zvolend teplota by sa mala udrziavat na konstantnej drovni vo
vietkych relevantnych castiach skasobného zariadenia.

Predbezny test

K priblizne 0,1 g testovanej vzorky (tuhé litky musia byt rozdrvené na prach) v ciachovanom odmernom
valci so zabrisenou sklenou zdtkou sa priddvajii narastajice objemy destilovanej vody pri teplote miest-
nosti, pridrziavajiic sa krokov uvedenych v tejto tabulke:

0,1 g rozpustitelnd

A 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
v X" ml vody

Pribliznd rozpustnost | > 1000 | 1000 az 200 az | 100 az 50| 50 az 10 | 10 az 1 <1
(g/liter) 200 100

Po kazdom pridani stanoveného mnoZstva vody sa zmes intenzivne trepe 10 mindt a vizudlne sa
skontroluje z hladiska akychkolvek nerozpustenych casti testovanej vzorky. Ak po pridani 10 ml vody
testovand vzorka alebo jej Casti zostani nerozpustené, pokus sa musi zopakovat v 100 ml odmernom valci
s vacsim objemom vody. Pri niz§ich mierach rozpustnosti moze byt Cas potrebny na rozpustenie testovanej
latky podstatne dIhs (treba pocitat minimélne s 24 hod.). Pribliznd rozpustnost je uvedend v tabulke pod
tym objemom pridanej vody, v ktorom dojde k dplnému rozpusteniu testovanej vzorky. Ak je testovand
vzorka nadalej zjavne nerozpustnd, treba predlzit ¢as na rozpustenie z 24 hodin na maximilne 96 hodin
alebo treba pokracovat v zriedovani, aby sa zistilo, ktort metédu pouZit, ¢ metddu vypierania z kolony,
alebo metddu rozptstania v banke (flasi).

Metéda vypierania z kolony

Nosny materidl, rozpiistadlo a eluent

Nosny materidl pre metédu vypierania z koldény musi byt inertny. Vhodné pouzitelné materidly st sklené
gulocky a piesok. Na nanesenie testovanej litky na nosny materidl treba pouzit vhodné prchavé roz-
pustadlo kvality analytického ¢inidla. Ako eluent sa pouzije voda, ktord bola dvakrat destilovand v sklenom
alebo kremennom destilacnom pristroji.

Upozornenie:

Nesmie byt pouzitd voda pochddzajica priamo z vymennika organickych iénov.
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1.6.3.2.

1.6.3.3.

1.6.3.4.

Aplikdcia testovanej ldtky na nosny materidl

Odvidzi sa priblizne 600 mg nosného materidlu a tento sa potom premiestni do 50 ml banky s gulatym
dnom.

Vhodné odvdzené mnozstvo testovanej litky sa rozpusti vo zvolenom rozpustadle. Primerané mnoZstvo
tohto roztoku sa pridd do nosného materidlu. Rozpustadlo sa musi dplne odparit napr. v rotatnom
odparovacom pristroji, pretoze inak sa nedosiahne saturdcia nosica vodou kvoli separaénym tcinkom na
povrchu nosného materidlu.

Aplikdcia testovanej litky na nosny materidl moze sposobovat problémy (chybné vysledky), ak sa testovand
ldtka nandsa ako olej alebo odlisna krystalickd féza. Problém treba experimentdlne preskiimat a podrobnosti
musia byt uvedené v sprave o teste.

Nosny materidl s aplikovanou testovanou ldtkou sa nechd madcat priblizne v 5 ml vody asi dve hodiny.
Suspenzia sa potom pridd do mikrokol6ny. Suchy nosny materidl s aplikovanou testovanou litkou sa moze
alternativne pridat do mikrokolony, ktord bola naplnend vodou, a potom vyvazovat priblizne dve hodiny.

Testovaci postup

Vypieranie testovanej litky z nosného materidlu sa moze uskuto¢nit jednym z dvoch odlisnych uvedenych
sposobov:

— recirkulaénym ¢erpadlom (pozri obrazok 1),

— egaliza¢nou nddobou (pozri obrdzok 4).

Metdda vypierania z koldny s recirkulacnym cerpadlom
Pristroje

Schematickd zostava typického systému je zndzornend na obrdzku 1. Vhodnd mikrokoléna je znazornend
na obr. 2, hoci akceptovatelnd je akdkolvek velkost za predpokladu, ze bude spliat kritérid reprodukova-
telnosti a citlivosti. V koléne musi byt volny priestor zodpovedajiici minimdlne piatim dloZnym objemom
vody a samotnd mus{ byt schopnd pojat minimalne pit vzoriek. Velkost sa moze alternativne redukovat,
ak sa pouzije doplnkové riedidlo ako nahrada za pociato¢nych pit dloznych objemov vody vypustenych zo
systému spolu s rozpustenymi primesami.

Koléna musi byt napojend na recirkula¢né cerpadlo, ktoré je schopné regulovat tok priblizne 25 ml/h.
Cerpadlo je pripojené polytetrafluéretylén (PT.EE.), resp. sklenymi spojkami. Koléna a cerpadlo musia po
zostaveni zabezpecit vzorkovanie vytoku a vyvdzenie volného priestoru pri atmosférickom tlaku. Materidl
v koléne spociva na malom tesneni (5 mm) zo sklenej vaty (vlny), ktoré zdroven slizi na filtraciu
Ciastociek. Recirkulaéné Cerpadlo moze byt napriklad peristaltické Cerpadlo alebo membranové cerpadlo
(musi sa dbat na to, aby sa zabrdnilo akejkolvek kontamindcii, resp. absorpcii materidlom, z ktorého st
zhotovené rurky).

Postup merania

Spusti sa prudenie cez kolénu. Odportica sa pouzit prietok priblizne 25 ml/h (v pripade opisanej kolony to
zodpovedd 10 dloznym objemom/h). Prvych pit dloZnych objemov (minimélne) sa vypusti s cielom
odstranenia primesi rozpustnych vo vode. Po tomto sa recirkulacné cerpadlo nechd bezat az dovtedy, kym
sa nedosiahne vyvdzenie definované piatimi za sebou nasledujicimi vzorkami, ktorych koncentricie sa
nelisia viac ako +30 % v néhodnom slede. Vzorky musia byt od seba oddelené casovymi intervalmi
zodpovedajiicimi prietoku najmenej 10 tloznych objemov eluentu.

Metdda vypierania z kolony s egalizacnou nddobou
Pristroje (pozri obrazky 3 a 4)

Egalizatnd nddoba: Spojenie s egalizacnou nddobou sa uskuto¢ni pouZitim zabriseného skleného spoja
napojeného na polytetrafluoretylénové (PT.EE) rdrky. Odporica sa pouzif prietok priblizne 25 ml za
hodinu. Za sebou nasledujice eludtové frakcie by sa potom mali zachytdvat a analyzovat podla zvolenej
metody.

Postup merania

Tie frakcie zo stredného eludtového rozsahu, v ktorych st koncentricie konstantné (£30 %) minimélne v
piatich ndslednych frakcidch, sa pouZiji na stanovenie rozpustnosti vo vode.
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1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

V obidvoch pripadoch (pri pouziti recirkulacného Cerpadla alebo egalizacnej nddoby) je potrebné uskutocnit
druhé kolo merania pri polovi¢nej miere prvého (povodného) prietoku. Ak st vysledky oboch kol merani
sthlasné, test bol uskutocneny na uspokojivej tGrovni; ak sa vsak pri nizSom prietoku prejavi vyssia
skuto¢ne pozorovand rozpustnost, znizovanie miery prietoku na polovicu musi pokracovat dovtedy, kym
dve za sebou nasledujice kold merani nevykdzu rovnakd rozpustnost.

V obidvoch pripadoch (pri pouziti recirkulaéného cerpadla alebo egaliza¢nej nddoby) sa musia frakcie
kontrolovat z hladiska pritomnosti koloidného materidlu skimanim Tyndallovho efektu (rozptyl svetla).
Pritomnost takychto ¢iastociek znehodnocuje vysledky a test sa musi zopakovat po zdokonaleni postupu
filtrdcie v koléne.

Je potrebné zaznamenat hodnoty pH pre kazdi vzorku. Druhé kolo merani sa musi uskutocnit pri tej istej
teplote ako prvé.

Bankovi (ffasovd) metéda

Pristroje

Pri pouziti bankovej (flaovej) metddy je potrebny tento materidl:

— normdlne laboratérne sklené nadoby a vybavenie laboratérnymi pristrojmi,

— zariadenie vhodné na premieSavanie, resp. pretrepavanie roztokov pri kontrolovanych a regulovanych
konstantnych teplotach,

— odstredivka (podla moznosti termostatovand), ak sa tak pozaduje pri emulzidch,

— zariadenie na analytické stanovenie hodnot.

Postup merania

Mnozstvo materidlu potrebného na saturdciu Zzelaného objemu vody sa odhaduje, resp. stanovuje z
predbezného testu. Pozadovany objem vody bude zdvisiet od pouzitej analytickej metody a rozsahu
rozpustnosti. Priblizne patndsobok stanoveného mnozstva materidlu sa odvdzi do kazdej z troch sklenych
nadob opatrenych sklenymi zitkami (napr. do odstredivkovych skimaviek, sklenych baniek). Do kazdej
nddoby sa potom pridd zvoleny objem vody a nddoby sa tesne uzatvoria. Uzavreté nddoby sa potom
premiesavaji, resp. pretrepavaju pri teplote 30 °C. (Odporica sa pouzit trepacku alebo miesacku schopni
fungovat pri konstantnej teplote, napr. magnetické mieadlo v termostaticky kontrolovanom a regulovanom
vodnom kipeli) Po uplynuti jedného dna sa jedna z nddob vyberie a dalsich 24 hodin sa opitovne vyvdzi
pri skasobnej teplote s obcasnym premiesanim, resp. pretrepanim. Obsah nddoby sa odstredi pri skdsobnej
teplote a pomocou vhodnej analytickej met6dy sa stanovi koncentracia testovanej ldtky v ¢irej vodnej faze.
So zvy$nymi dvoma bankami sa naloZ{ podobne po pociato¢nom vyvazeni pri teplote 30 °C pocas dvoch
dni u jednej a pocas troch dni u druhej. Ak vysledky koncentracii aspoit z dvoch poslednych nddob
sthlasia s pozadovanou reprodukovatelnostou, vysledky testu st uspokojivé. Ak vysledky z nddob 1, 2 a 3
prejavia tendenciu narastajicich hodnot, cely test sa musi zopakovat pri pouziti dlhsich vyvazovacich ¢asov.

Postup merania sa moze uskutocnit aj bez predchddzajiicej inkubécie pri teplote 30 °C. Na tcely odhadu
rychlosti vzniku saturacnej rovnovahy sa vzorky odobert, az ked uz ¢as miesania neovplyviiuje koncen-
triciu testovaného roztoku.

Je potrebné zaznamenat hodnoty pH pre kazda vzorku.

Analyza

Na tcely tychto stanoveni sa odportca pouzit $pecifickd analyticki metdu pre prislusnd testovand latku,
pretoze malé mnozstvd rozpustnych primesi moze sposobit velké chyby v nameranej rozpustnosti.
Prikladmi takychto met6d st plynovd alebo kvapalinovd chromatografia, titracné metddy, fotometrické
metddy, voltamperometrické metddy.
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2.1.

2.2.

3.1.

3.2.

UDAJE
METODA VYPIERANIA Z KOLONY

Pre kazdé kolo merani sa musi vypocitat strednd hodnota najmenej z piatich za sebou nasledujicich
vzoriek odobratych zo saturacnej drovne, to isté plati aj o Standardnej odchylke (smerodajnej odchylke).
Vysledky sa musia uvadzat v jednotkdch hmotnosti na objem roztoku.

Porovnaju sa stredné hodnoty vypocitané pre dva testy s pouzitim odlisnych prietokov a mali by mat
opakovatelnost mensiu ako 30 %.

BANKOVA (FLASOVA) METODA

Pre kazdti z troch baniek (flasiek) musia byt uvedené samostatné vysledky, pricom tie vysledky, ktoré sa
povazuji za konstantné (opakovatelnost mensia ako 15 %), treba spriemerovat a uviest v jednotkich
hmotnosti na objem roztoku. Tento postup si moze vyZadovat spatni premenu hmotnostnych jednotiek na
objemové jednotky, pouzijiic hustotu, ked' je rozpustnost velmi vysokd (>100g/l).

SPRAVA
METODA VYPIERANIA Z KOLONY

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat nasledujice informécie:
— vysledky predbezného testu,

— presnti $pecifikiciu testovanej latky (identitu a primesi),

— samostatné hodnoty koncentracii, prictokov a pH pre kazda vzorku,

— stredné hodnoty a smerodajné odchylky namerané najmenej u piatich vzoriek zo saturacnej trovne
kazdého kola merani,

— priemer dvoch za sebou nasledujticich a akceptovatelnych kol merant,

— teplotu vody pocas saturaéného procesu,

— pouziti metddu analyzy,

— charakteristické vlastnosti pouzitého nosného materidlu,

— sposob aplikdcie testovanej latky na nosny materidl,

— druh pouzitého riedidla,

— dokazy akejkolvek nestdlosti testovanej litky pocas testu a prislusné pouzité metddy,

— vietky informdcie dolezité pre interpreticiu vysledkov, najmad tykajuce sa primesi a fyzikdlneho
skupenstva (stavu) testovanej latky.

BANKOVA (FLASOVA) METODA

Spréva z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat nasledujiice informdcie:
— vysledky predbezného testu,
— presnti Specifikiciu testovanej latky (identifikdciu a primesi),

— samostatné analytické stanovenia hodnét a ich priemer v pripadoch, kde boli pre kazdi banku
stanovené viaceré hodnoty,

— hodnotu pH osobitne pre kazda vzorku,
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— priemer hodnoty pre rozdielne banky, pri ktorych sa dosiahla stihlasnost vysledkov,

— testovaciu teplotu,

— pouzitd analytickii metddu,

— dokazy o akejkolvek nestdlosti testovanej litky pocas testu a prislusni pouziti metddu,

— vietky informdcie dolezité pre interpreticiu vysledkov, najma tykajuce sa primesi a fyzikdlneho
skupenstva (stavu) testovanej latky.

4. ODKAZY

(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.

Dodatok

Obréizok 1

Metdda eluovania z kolény s recirkulacnym cerpadlom
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Obrizok 2
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Obrizok 3
Typickd mikrokoléna

(vSetky rozmery st uvedené v milimetroch)

(Pripojka pre zabrdsent
sklenenit spojku)

50

Vol'ny priestor
(medzi népliiou a
vrchnou &ast'ou kol6ny)

Vnfitorna Cast’ 5

p————— Vonkajsia Cast’ 19

250
200

+
Ex

—}- Uzatviraci ventil




13/zv. 11 SK Uradny vestnik Eurépskej tinie 319

Obrizok 4

Metéda eluovania z kolény s egalizaénou nadobou

O] OJ
o0 O. co 3

1 = Egalizaind nddoba (napr. 2,5 litrovéd banka)

2 =Kolébna (pozri obr. 3)

3 = Fraké¢ny kolektor

4 = Termostat

5 = TeflGnovi rtirka (hadiékaﬁ

6 = Zabrisend sklenend spojka

7 = Vodné potrubie (medzi termostatom a kolénou, s vniitornym priemerom priblizne 8 mm)
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1.1.

1.2.

1.3.

A.8. ROZDELOVACI KOEFICIENT

METODA
Opisand metdda ,trepackovej banky“ je upravend smernicou na vykondvanie testov OECD (1).
UvoD

Na tcely realizdcie tejto met6dy sa odportca ziskat predbezné informdcie o $truktirnom vzorci, disociacnej
konstante, rozpustnosti vo vode, hydrolyze, rozpustnosti v n-oktanole a povrchovom napiti litky urcenej
na testovanie.

Merania na ionizovatelnych testovanych ldtkach by sa mali realizovat iba v ich neionizovanej forme (volnd
kyselina alebo volnd zdsada) dosiahnutej pouzitim vhodného tlmivého roztoku s hodnotou pH minimdlne
o jednu jednotku pH pod (volnd kyselina) alebo nad (volnd zdsada) hodnotou pH.

Této testovacia metdda pozostdva z dvoch samostatnych postupov: z metddy trepackovej banky a
vysokotcinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC). Prvy z uvedenych postupov sa dd aplikovat, ked
hodnota log P patri do rozsahu od - 2 do 4, a druhy, ked tito hodnota patri do rozsahu od 0 do 6.
Pred uskutocnenim ktoréhokolvek z uvedenych postupov je potrebné najprv ziskat predbezny odhad
rozdelovacieho koeficientu.

Metéda trepackovej banky sa dd pouzit iba v pripade absolitne Cistych testovanych litok rozpustnych vo
vode a n-oktanole. Nemozno ju uplatnit v pripade povrchovo aktivnych latok (pre ktoré treba zabezpecit
vypocitant hodnotu alebo odhad zaloZeny na rozpustnosti vo vode a n-oktanole).

Metdda vysokotcinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC) sa nedd pouzit v pripade silnych kyselin a
zasad, polymetalickych latok, povrchovo aktivnych ldtok alebo ldtok, ktoré reaguji s eluentom. Pre tieto
materidly treba zabezpecit vypocitani hodnotu alebo odhad zaloZeny na rozpustnosti vo vode a n-
oktanole.

Metdda vysokotcinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC) je menej citlivd na pritomnost primesi v
testovanej latke alebo pripravku nez metéda trepackovej banky. Napriek tomu vsak primesi v niektorych
pripadoch mozu znacne skomplikovat interpretdciu vysledkov, pretoze vrcholovd 3pecifikdcia sa stdva
neistou. Pre zmesi, ktoré vykazujii nerozpustené pdsmo, treba urcit vrchné a spodné medzné hodnoty log
P.

POJMY A JEDNOTKY

Rozdelovaci koeficient (P) je definovany ako pomer rovnoviznych koncentricii (c) rozpustenej litky v
dvojfizovom systéme pozostdvajicom z dvoch do znacnej miery nezmiesatelnych rozpustadiel. V pripade
n-oktanolu a vody plati:

Coktan-l-o]

Pow
Croda

Rozdelovaci koeficient (P) je preto kvocientom dvoch koncentrdcii a uddva sa vo forme dekadického
logaritmu (log P).

REFERENCNE LATKY
Metdda trepackovej banky

Referencné latky sa nemusia pouzit vo vietkych pripadoch, ked sa skiima nova litka. V prvom rade by
mali slizit na obcasnd kontrolu Gcinnosti metddy, jej spravnej realizicie a na umoznenie porovnania s
vysledkami dosiahnutymi pri pouziti inych met6d.

Metéda HPLC

Na dcely koreldcie nameranych tdajov HPLC (vysokouc¢innej kvapalinovej chromatografie) prislusnej
zlGceniny s jej hodnotou P treba zostrojit kalibracny graf ddajov log P versus chromatografické tudaje s
pouzitim najmenej 6 referencnych bodov. Zostdva na uzivatelovi, aby si zvolil prislusné vhodné referenéné
litky. Vidy ked je to mozné, najmenej jedna referencnd litka md mat hodnotu P vyssiu neZ testovand
latka a ind zasa hodnotu P nizsiu nez testovana ldtka. Pre hodnoty log P nizsie ako 4 moze byt kalibracia
zaloZend na tdajoch nadoi)udnut)'rch v ramci metddy trepackovej banky. Pre hodnoty log P vyssie ako 4
moze byt kalibricia zaloZend na literdrnych ddajoch s potvrdenou platnostou, ak tieto sdhlasia s

podobnd Struktiru ako prislusnd testovand latka.



13[zv. 11

Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie

321

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.5.

Existujii obsiahle zoznamy hodnot log P pre mnohé skupiny chemickych litok a pripravkov (2) (3). Ak
tidaje tykajice sa rozdelovacich koeficientov $trukturdlne pribuznych latok nie si dostupné, mozno pouzit
vieobecnejsiu kalibréciu uskutocnend s inymi referenénymi latkami.

Zoznam odportcanych referenénych létok a ich hodnoty P st uvedené v dodatku 2.

PRINCIP METODY

Metéda trepackovej banky

Na tcely stanovenia rozdelovacieho koeficientu musi byt dosiahnutd rovnovédha medzi vietkymi vzdjomne
posobiacimi zlozkami systému a musia byt stanovené koncentricie ldtok rozpustenych v dvoch fdzach.
Stidium odbornej literatdry tykajiicej sa tejto otdzky ukazuje, Ze na vyrieSenie problému dokladného
premieSania dvoch fiz s ich ndslednou separdciou na tcely stanovenia rovnovdznej koncentricie pre
testovanti litku mozno pouzit viacero odlisnych technickych postupov.

Metéda HPLC (vysokodcinnej kvapalinovej chromatografie)

Vysokoti¢innd kvapalinovd chromatografia sa uskutocfiuje na analytickych kolénach naplnenych komercne
dostupnou tuhou fizou obsahujiicou dlhé uhlovodikové refazce (napr. C,, C,,), ktoré st chemicky viazané
na kremik. Latky injektované na takdto kolénu sa pohybujii pozdlz nej rozdielnymi rychlostami, pretoze
dochddza k rozdielnym stupiiom rozdelovania medzi pohyblivii fizu a uhlovodikovii nepohyblivi fizu.
Zmesi latok sa vypieraji v poradi za sebou v zdvislosti od ich hydrofébnosti, pricom latky rozpustné vo
vode sa vypieraju ako prvé a litky rozpustné v oleji ako posledné, proporciondlne k ich rozdelovaciemu
koeficientu medzi uhlovodikom a vodou. Toto umoziuje vytvorenie vzdjomného vztahu medzi dobou
zdrzania na takejto kolone s reverznou fizou a rozdelovacim koeficientom n-oktanol/voda. Rozdelovaci
koeficient je odvodeny z Cinitela vyuzZitia (kapacitného faktora) k, daného vyrazom:

tR — ¢
L S
to

v ktorom t, = doba zdrzania (retencie) testovanej latky, t, = priemerny cas, ktory potrebuje molekula
rozpustadla na to, aby presla kolénou (necinnd doba).

Kvantitativne analytickd metéda sa nepozadujii a potrebné je iba stanovenie Casov vypierania.

KRITERIA KVALITY

Opakovatelnost

Metdda trepackovej banky

Na tcely zaistenia presnosti rozdelovacicho koeficientu je potrebné vykonat dupliktne stanovenia za troch
odlisnych skasobnych podmienok, pricom mozno menif mnozstvo $pecifikovanej ldtky, ako aj pomer
objemov rozpustadiel. Stanovené hodnoty rozdelovacicho koeficientu vyjadrené ako ich dekadické (Brigg-
sove) logaritmy musia patrit do rozsahu 0,3 log jednotiek.

Metdda HPLC (vysokouicinnej kvapalinovej chromatografie)

Na tcely zvySenia doveryhodnosti merania sa musia uskuto¢nit duplikitne stanovenia. Hodnoty log P
odvodené z jednotlivych merani musia patrit do rozsahu 0,1 log jednotiek.
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1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

Citlivost
Metdda trepackovej banky

Rozsah merania v rdmci tejto metddy je ur¢ovany moznostou sledovania analytického postupu. Toto by
malo umoznit stanovenie hodnot log P v rozmedzi od - 2 do 4 (prilezitostne, ked st na to podmienky,
toto rozmedzie moze byt rozsirené na log P s hodnotou az 5), ked koncentricia rozpustenej ldtky ani v
jednej faze nepresiahne hodnotu 0,01 molu na jeden liter.

Metdda HPLC (vysokoticinnej kvapalinovej chromatografie)

Metdda vysokotcinnej kvapalinovej chromatografie umoziiuje odhadovanie rozdelovacich koeficientov v
rozmedzi log P od 0 do 6.

Za normalnych okolnosti mozno rozdelovaci koeficient latky alebo pripravku odhadniit s presnostou na
+1 log jednotku hodnoty v rdmci metddy trepackovej banky. Typické koreldcie mozno ndjst v literatdre (4)
(5) (6) (7) (8). Vyssia presnost sa moze zvycajne dosiahnut vtedy, ked sii korelacné diagramy zaloZené na
Struktdrne pribuznych referencnych létkach (9).

Specifickost
Metdda trepackovej banky

Nernstov rozdelovaci zédkon sa dd pouzit iba pri konstantnej teplote, tlaku a hodnote pH pre zriedené
roztoky. Uplatiiuje sa vylucne pre Cisté latky dispergované medzi dve isté riedidld. Ak sa v tom istom case
objavia v jednej alebo obidvoch fdzach viaceré odlisné rozpustené litky, mozZe to nepriaznivo ovplyvnit
vysledky.

Disocidcia alebo spdjanie rozpustenych molekill md za nésledok odchylky od Nernstovho rozdelovacieho
zdkona. Takéto odchylky st naznacované skutoCnostou, Ze rozdelovaci koeficient sa stane zavisly od
koncentrdcie roztoku.

Kvoli viacndsobnym rovnovdznym stavom by sa tto testovacia metdda nemala aplikovat na ionizovatelné
pripravky bez uplatnenia korekcie. V pripade takychto pripravkov by sa malo uvazovat o pouziti tlmivych
roztokov namiesto vody, pricom hodnota pH tlmivého roztoku by mala predstavovat minimélne jednu
jednotku pH z pKa testovanej latky, a zdroven treba maf na pamiti zdvaZnost tejto hodnoty pH pre
zivotné prostredie.

OPIS METODY
Predbezny odhad rozdelovacieho koeficientu

Uprednostiuje sa odhad rozdelovaciecho koeficientu pouzitim vypoctovej metédy (dodatok 1) alebo kde je
to vhodné, z pomeru rozpustnosti testovanej litky v Cistych rozpuastadlich (10).

Metéda trepackovej banky

Priprava

n-oktanol: stanovenie rozdelovacieho koeficientu by sa malo uskutocnit s reagentom analytickej triedy
vysokej Cistoty.

Voda: pouzije sa voda destilovand alebo dvakrit destilovand v sklenom alebo kremennom destilacnom
pristroji. V zdévodnenych pripadoch treba na ionizovatelné pripravky namiesto vody pouzit tlmivé roztoky.

Upozornenie:

Nesmie sa pouzivat voda odoberand priamo z ionexu (vymiefiaca i6nov).
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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.

Predsaturdcia rozpust adiel

Predtym nez sa stanovi rozdelovaci koeficient, fizy rozpustadlového systému sa vzdjomne nasytia trepanim
pri teplote pokusu. Na tento wcel je praktické pretrepdvat dve velké a vysoké flase s n-oktanolom
analytickej triedy vysokej Cistoty alebo s vodou, pricom kazdd musi obsahovat dostatoéné mnozstvo
druhého rozpustadla, pocas 24 hodin na mechanickej trepacke a potom sa nechaji odstdt dostatocne
dlhy ¢as na to, aby sa fizy od seba oddelili a aby sa dosiahol stav saturdcie.

Priprava na test

Cely objem ststavy dvoch fdz by mal skoro Gplne naplnit testovaciu nddobu. Toto pomodze zabranit
stratdm materidlu ndsledkom vyprchévania. Objemovy pomer a mnozstvd litky, ktoré sa maji pouzit, st
stanovené tymto:

— predbeznym odhadom rozdelovacieho koeficientu (pozri vyssie),
— minimdlnym mnoZstvom testovanej litky potrebnym pre analyticky postup,

— obmedzenim maximaélnej koncentrdcie v kazdej faze na 0,01 molu na liter.

Uskutocfiujii sa tri testy. V prvom teste sa pouzije vypocitany objemovy pomer n-oktanolu k vode;
v druhom teste sa tento pomer vydeli dvom; a v trefom teste sa tento pomer vyndsobi dvoma (napr. 1:
1, 1: 2, 2: 1).

Testovand ldtka

V n-oktanole predsaturovanom vodou sa pripravi zdkladny zasobny roztok. Koncentricia tohto zdkladného
zdsobného roztoku musi byt presne stanovend este predtym, neZ sa pouzije na stanovenie rozdelovacicho
koeficientu. Tento roztok by mal byt uskladneny v takych podmienkach, ktoré zarucia jeho stabilitu.

Podmienky skisania

Testovacia teplota sa musi udrziavat na konstantnej drovni (1 °C) a musi lezat v rozmedzi od 20 °C do
25 °C.

Postup merania

Vytvorenie rozdelovacej rovnovéhy

Pre kazdd zo skdsobnych podmienok treba pripravit duplikdtne skisobné nddoby obsahujiice pozadované,
presne odmerané mnozstvd dvoch rozpustadiel spolu s potrebnym mnozstvom zdkladného zdsobného
roztoku.

Fizy n-oktanolu (n-oktanolové fizy) sa musia merat podla objemu. Sksobné nddoby treba bud umiestnit
na vhodni trepacku, alebo ich pretrepavat rucne. V pripade pouzitia odstredivkovej skiimavky spociva
odportcand metéda v rychlom obracani skiimavky o 180 stupniov okolo jej priecnej osi tak, aby vietok
zachyteny vzduch vysttpil cez obidve fdzy. Skasenosti ukdzali, Ze na vytvorenie rozdelovacej rovnovihy
zvyCajne postaci 50 takychto obratov. Na zabezpecenie Zelaného vysledku sa odportica 100 obratov v
priebehu piatich mindit.

Oddelovanie fdz odstre dovanim

Ked je to potrebné, na ucely oddelenia fiz by malo byt vykonné odstredenie zmesi. Tento tkon by sa mal
uskuto¢nit v laboratérnej odstredivke s udrziavanou stdlou teplotou miestnosti alebo v pripade, ak sa
pouzije odstredivka bez tepelnej reguldcie, odstredivkové skiimavky by mali byt ponechané pri skdsobnej
teplote pocas najmenej jednej hodiny pred zacatim analyzy.

Analyza

Na stanovenie rozdelovacieho koeficientu je potrebné stanovit koncentracie testovanej litky v obidvoch
fazach. Toto mozno uskuto¢nif odobratim alikvotnej Casti oboch fiz z kazdej skiimavky pre kazdd z
skiigobnych podmienok a ich analyzovanim zvolenym postupom. Celkové mnozstvo litky pritomné v
oboch fazach je treba vypocitat a porovnat s mnoZzstvom latky, ktoré sa povodne pouzilo.
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1.6.3.

1.6.3.1.

Vodnd fiza by sa mala vzorkovat takym postupom, ktory by minimalizoval riziko pritomnosti stopovych
mnoZstiev n-oktanolu: na odber vzorky z vodnej fizy sa moze pouzit sklend injekénd striekacka s
oddelitelnou ihlou. Injekénd strickacka by mala byt spociatku ciastocne naplnend vzduchom. Pocas
prenikania ihly cez vrstvu n-oktanolu treba mierne vypudzovat vzduch z injek¢nej striekacky. Potom sa
do striekacky naberie primerany objem vodnej fazy. Striekacka sa rychlym pohybom vytiahne z roztoku a
ihla sa odstrdni. Obsah strickacky potom mozZno pouzit ako vodnt vzorku. Koncentricia v oboch
odstredenim oddelenych fizach by sa podla moznosti mala stanovit metédou 3pecifickou pre prislusna
testovant latku. Priklady analytickych met6d, ktoré tu mozno pouzit, si:

— fotometrické met6dy,
— plynova chromatografia,

— vysokot¢innd kvapalinovd chromatografia (HPLC).

Metéda HPLC (vysokodcinnej kvapalinovej chromatografie)

Priprava
Pristroje

Pozaduje sa kvapalinovy chromatograf vybaveny impulzovym cerpadlom a vhodnym zariadenim na
detekciu. Odporica sa pouzitie vstrekovacieho ventilu so vstrekovacimi sluckami. Pritomnost poldrnych
skupin v nepohyblivej fize moZe vdzne narusit fungovanie kolony vysokoucinnej kvapalinovej chromato-
grafie. Z toho dovodu by mali staciondrne fizy obsahovat minimdlne percento poldrnych skupin (11).
Mozno pouzit aj komercné mikrocasticové ndplne so spitnou fizou alebo kolény s hotovou népliiou.
Medzi vstrekovaci systém a analytickti kolénu sa moze umiestnit ochrannd kol6na.

Pohyblivd fiza

Na pripravu eluacného rozpustadla, ktoré treba pred pouzitim odplynit, sa pouZije metanol kvalitativnej
triedy HPLC a voda kvalitativnej triedy HPLC. Treba pouzit izokratické vypieranie. Dalej treba pouzit
pomery metanolu a vody s minimdlnym obsahom vody 25 %. Na vypieranie pripravkov s hodnotou log P
6 v priebehu jednej hodiny pri prietoku 1 ml za minttu postaci typicky pomer zmesi metanolu a vody 3:
1 (v[v). Pre pripravky s vysokym log P moZe byt potrebné skrétit ¢as vypierania (ako aj Casy referencnych
latok) znizenim polarity pohyblivej fizy alebo skratenim dlzky kolény.

Litky s velmi nizkou rozpustnostou v n-oktanole maji pri pouziti metddy vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografie tendenciu vykazovat abnormdlne nizke hodnoty log P_, pricom zény takychto pripravkov
sa niekedy spdjaji s Celom rozptistadla. Toto pravdepodobne vyplyva zo skutocnosti, Ze rozdelovaci proces
je prili§ pomaly na to, aby dosiahol rovnovazny stav v Case potrebnom za normdlnych okolnosti v rdmci
separdcie metddou vysokoti¢innej kvapalinovej chromatografie. Na dosiahnutie spolahlivej hodnoty moze
byt potom t¢inné zniZenie prietoku, resp. zmensenie pomeru metanolu a vody.

Testované a referencné latky by mali byt rozpustné v pohyblivej fize v dostatocnych koncentracidch, aby sa
umoznila ich detekcia. Iba vo vynimoénych pripadoch sa mozu so zmesou metanolu a vody pouzit aj
aditiva, pretoZe tieto menia vlastnosti kolény. V pripade chromatografov s aditivami je povinné pouzit
samostatni kolénu toho istého typu. Ak zmes metanolu a vody nie je vhodnd, mozu sa pouzit iné zmesi
organického rozpustadla a vody, napr. zmes etanolu a vody alebo acetonitrilu (nitrilu kyseliny etdnovej) a
vody.

Hodnota pH eluentu je kritickd pre ionizovatelné latky. Tieto hodnoty musia patrit do operacného
rozmedzia pH kolony, ktoré lezi zvycajne medzi hodnotami 2 az 8. Odportica sa pufrovanie. Treba dbat
na to, aby sa zabranilo zrdZaniu soli a poskodeniu kolony, ku ktorému dochddza v pripade pouzitia
niektorych organickych zmesi fizy a pufra. Merania metédou vysokoti¢innej kvapalinovej chromatografie
(HPLC) s nepohyblivymi fizami na béze kremika s hodnotami pH nad 8 sa neodporticajd, pretoze pouzitie
alkalickej pohyblivej fizy moze zapri¢init rychle poskodenie funkénosti kolony.

Rozpustené ldtky

Referencné latky sa musia vyznacovat maximédlnou moznou ¢istotou. Ak je to mozné, litky alebo pripravky
urCené na pouzitie v rdmci testu alebo kalibricie sii rozpustené v pohyblivej féze.

Podmienky skiisania

Teplota pocas merania by sa nemala menit v rozsahu vicSom ako 2 K (kelvin).
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Meranie
Vyjpocet necinnej doby t,

Necinnd doba t, moze byt stanovend pouZitim bud homologického radu (napr. n-alkylmetylovych keténov),
alebo nezadrzanych, resp. necluovanych organickych latok alebo pripravkov (napr. tiomocoviny alebo
formamidu, amidu kyseliny metdnovej). Na vypocet necinnej doby t, s pouZitim homologického radu sa
injektuje najmenej sedem clenov homologického radu a stanovia sa prislusné doby zdrzania. Prvotné
(nespracované) doby zdrzania t(n + 1)st graficky zndzornené v diagrame ako funkcia t(n)a stanoveny je
tusek a a sklon b regresnej rovnice:

Tr(nc ey @ +b tr(nc)

(kde n_ = pocet atémov uhlika). Necinnd doba t, je potom dand vztahom:

Kalibracny graf

Dalsim krokom postupu je zostrojenie korela¢ného diagramu hodnot log k versus log P pre prislusné
referencné ltky. V praktickom postupe sa stcasne vstrekne sada piatich az desiatich Standardnych
referencnych ldtok, ktorych hodnota log P sa nachddza v blizkosti predpokladaného rozmedzia, a stanovia
sa doby zdrzania, podla moznosti na zdznamovej integracnej jednotke napojenej na detekény systém.
Zodpovedajice logaritmy kapacitnych faktorov log k sa vypocitaji a nanest do diagramu ako funkcia log P
stanovenou metodou trepackovej banky. Kalibrdcia sa uskuto¢nuje v pravidelnych casovych intervaloch, a to
najmenej raz denne, aby sa tak dali vziat do Gvahy mozné zmeny v Cinnosti koldny.

Stanovenie kapacitného faktora testovanej litky

Testovand latka sa vstrekne do ¢o najmensiecho mozného mnoZzstva mobilnej fizy. Stanovi sa (duplikdtne)
doba zdrzania, ¢o umozni vypocet kapacitného faktora k. Z korela¢ného grafu referencnych ldtok sa dd
interpolovat rozdelovaci koeficient testovanej latky. Pre velmi nizke a velmi vysoké rozdelovacie koeficienty
je potrebnd extrapoldcia. V takychto pripadoch treba ddvat mimoriadny pozor na hranice vyznamnosti
regresnej Ciary.

UDAJE
Metéda trepackovej banky

Spolahlivost stanovenych hodnot P sa moze overit porovnanim strednych hodnét duplikdtnych stanoveni s
celkovou strednou hodnotou.

SPRAVA

Sprava z testu by mala, pokial je to mozZné, obsahovat nasledujice informécie:
— presnti Specifikiciu testovanej latky (identifikdciu a primesi),

— ked sa dané metédy nedajii uplatnit (napr. povrchovo aktivny materidl), treba zabezpecit vypocitani
hodnotu alebo odhad zaloZeny na jednotlivych rozpustnostiach v n-oktanole a vo vode,

— vietky informdcie a pozndmky dolezité pre interpreticiu vysledkov testu, najmi tykajiice sa primesi a
fyzikdlneho skupenstva (stavu) testovanej latky.

V pripade metddy trepackovej banky:

— vysledok predbezného odhadu, ak sa takyto uskutocnil,

— teplotu, pri ktorej sa hodnoty stanovovali,

— dudaje o analytickych postupoch uplatnenych pri stanovovani koncentracii,
— Cas a rychlost odstredovania, ak sa pouzilo,

— namerané koncentracie v obidvoch fizach pre kazdé stanovenie (to znamend, ze dohromady sa uvedd
hodnoty 12 koncentracii),
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— hmotnost testovanej ldtky, objem kazdej fizy pouzity v kazdej skuisobnej nddobe a celkové vypocitané
mnozstvo testovanej ldtky pritomné v kazdej fize po vyvdzeni (po dosiahnuti rovnovdzneho stavu),

— vypocitané hodnoty rozdelovacicho koeficientu (P) a strednd hodnota musia byt uvedené pre kazdd
sadu (sériu) skiSobnych podmienok, ako aj stredné hodnoty pre vietky stanovenia. Ak existuji ndznaky
zdvislosti rozdelovacieho koeficientu od koncentrécie, tito skuto¢nost sa musi taktiez uviest v spréve,

— v sprdve sa musi uviest smerodajnd odchylka jednotlivych hodnot P od ich strednej hodnoty,

— strednd hodnota P zo vsetkych stanoveni sa musi tieZ vyjadrit ako jej logaritmus (zéklad 10),

— vypoditani teoretickid hodnotu Pow, ked bola tito hodnota stanovend alebo ked je namerand hodnota
>ako 104,

— hodnotu pH pouzitej vody a vodnej fazy pocas pokusu,
— ak boli pouzité tlmivé roztoky, tak zdovodnenie pouzitia tlmivych roztokov namiesto vody, dalej

zloZenie, koncentréciu a hodnoty pH tlmivych roztokov, hodnotu pH vodnej fizy pred uskutoénenim
pokusu a po jeho ukonceni.

V pripade metdy HPLC (vysokoticinnej kvapalinovej chromatografie):

— vysledok predbezného odhadu, ak sa takyto uskutocnil,

— testované a referencné latky a ich distotu,

— teplotné rozmedzie jednotlivych stanovent,

— hodnoty pH, pri ktorych sa stanovenia vykonali,

— podrobnosti o analytickej a ochrannej kolone, pohyblivej (mobilnej) fize a detekénych prostriedkoch,
— reten¢né tGdaje a hodnoty log P z odbornej literattry pre referencné litky pouzité v rdmci kalibricie,
— podrobnosti o zodpovedajiicej regresnej ciare (log k versus log P),

— priemerné reten¢né ddaje a interpolovant hodnotu P pre testovant litku alebo pripravok,

— opis zariadenia a prevadzkovych, resp. pracovnych podmienok,

— eluacné profily,

— mnozstva testovanych a referen¢nych latok zavedenych do kolény,

— necinna dobu a sposob, akym sa merala.
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Dodatok 1

Vypoctové/odhadové metédy
UvoD

Vseobecny Gvod k vypoctovym metédam, tdaje a priklady si uvedené v publikdcii Handbook of Chemical
Property Estimation Methods (a).

Vypocitané hodnoty P_ sa mozu byt pouzit tymito sposobmi:

— na rozhodnutie o tom, ktord z experimentdlnych metdd je vhodnd (rozmedzie pri metéde trepackovej
banky: log P_: - 2 az 4, rozmedzie pri metéde HPLC: log P_: 0 az 6),

— na volbu vhodnych testovych podmienok (napr. referenénych litok pre postupy HPLC, objemového
pomeru n-oktanolu a vody pre metddu trepackovej banky),

— ako laboratérna vnitornd (internd) kontrola z hladiska vyskytu moznych chyb v pokusoch,

— na umoznenie odhadu hodnét Pow v pripadoch, kde sa nemozu pouzif experimentilne metédy z
technickych dévodov.

ODHADOVA METODA
Predbezny odhad rozdelovacieho koeficientu

Hodnota rozdelovacicho koeficientu sa moze odhadnit pouzitim rozpustnosti testovanej litky v Cistych
rozpustadlach:

Na tento odhad mozno pouzit tento vztah:

DASYLENie ¢ n-okianol

Podhad = ——
odhad nasytenie ¢ yoq

VYPOCTOVE METODY
Princip vpoctovych metdd

Vsetky vypoctové metddy st zaloZené na formdlnom trieSteni molekuly na vhodné substruktary, pre ktoré
st zndme spolahlivé prirastky hodnoty log P . Hodnota log P celej molekuly sa potom vypocita ako
sucet jej zodpovedajucich ciastkovych hodnot plus sticet korekénych ¢lenov pre vnitromolekulové interak-
cie.
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Zoznamy fragmentovych konstint a korekénych ¢lenov st uvedené v (b) (¢) (d) (e). Niektoré z nich sa
pravidelne aktualizuji (b).

Kritérid kvality

Spolahlivost vypoctovej metédy vo vieobecnosti klesd s narastajicou komplexnostou skiimanej ldtky alebo
pripravku. V pripade jednoduchych molekdl s nizkou molekulovou hmotnostou a jednej alebo dvoch
funkénych skupin mozno predpokladat odchylku 0,1 az 0,3 jednotick log P medzi vysledkami rozli¢nych
fragmenta¢nych metéd a nameranou hodnotou. V pripade komplexnejsich molekdl mézu byt hranice
rozoznat vnitromolekulové interakcie (napr. vodikové vizby) a spravneho pouzitia korekénych clenov
(problém je jednoduchsi pri pouziti pocitacového softvéru CLOGP-3) (b). V pripade ionizujicich pripravkov
je dolezité spravne zohladnenie ndboja alebo stupna ionizdcie.

Postupy vypoctov

Hanschova m-metdda

Povodnd hydrofébna substituencnd konstanta, m, ktora zaviedol Fujita a kol. (f), je definovand ako:
n =lg P (PhX) —1g P (PhH)

kde P (PhX) je rozdelovaci koeficient aromatického derivitu a P (PhH) je rozdelovaci koeficient
povodnej latky alebo pripravku

(napr. m, = log P (CH,Cl) - log P (C.H)

ow

= 2,84 - 2,13 = 0,71).

Podla tejto definicie je metdda n (n-metdda) pouzitelnd predovietkym na aromatickd substitdciu. Hodnoty n

pre vacsi pocet substituentov boli zostavené do tabulky (b) (c) (d). PouZivaji sa na vypocet hodnoty log P
pre aromatické molekuly alebo substruktiry.

Rekkerova metdda

Podla Rekkera (g) sa hodnota log P vypocita tymto sposobom:

log Poyw = Zaifi + Z(interakéné cleny)

kde f predstavuje konstanty rozdielnych molekulovych fragmentov a a, frekvenciu ich vyskytu v skiimanej
molekule. Korekéné cleny mozu byt vyjadrené ako integralny (cely) nasobok jednej jedinej konstanty C_
(tzv. ,magickej kon3tanty“). Fragmentové konstanty f a C_ boli stanovené zo zoznamu 1 054 experimen-
talnych hodnot P (825 pripravkov) pouzitim zloZenej regresnej analyzy (c) (h). Stanovenie interakénych
Clenov sa vykondva podla stanovenych pravidiel opisanych v literatire (e) (h) (i).

Hanschova-Leova metéda

Podla Hanscha a Lea (c) sa hodnota log P vypocita z tohto vztahu:

10g Pow = Zaifi + Z;j b]F]

kde f predstavuje konstanty rozdielnych molekulovych fragmentov, F korekéné cleny a a, b, prislusné
frekvencie vyskytu. Deriviciou z pokusnych hodnot P bol metédou pokusov a chyb stanoveny zoznam
atémovych a skupinovych fragmentovych hodnot a zoznam korekénych clenov F, (tzv. faktorov*).
Korekéné ¢leny boli usporiadané do niekolkych rozdielnych tried (a) (c). Je relativne komplikované a
ndro¢né nacas zohladnit vietky pravidld a korekéné cleny. Vyvinuté boli rozne sady programov (b).
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Kombinovand metdda

Vypocet hodnoty log P komplexnych molekdl sa dd do znacnej miery zdokonali, ak sa molekula rozdeli

na vicsie substruktiry, pre ktoré existujii spolahlivé hodnoty log P_, a to bud z tabulick (b) (c), alebo z
vlastnych merani prislusného laboratéria. Takéto fragmenty (napr. heterocykly, antrachinén, azobenzén) sa
potom mozu kombinovat s Hanschovymi hodnotami n alebo s Rekkerovymi, alebo Leovymi fragmentovy-
mi konstantami.

Pozndmky

i) Vypoctové metddy sa dajii pouzit iba pre Ciastocne alebo dplne ionizované pripravky, ked mozno vziat
do tvahy potrebné korekéné faktory.

ii) Ak mozno predpokladat vnatromolekulové vizby, je potrebné prirdtat zodpovedajici korekény clen
(priblizne + 0,6 az + 1,0 log P_jednotiek). Indikacie tykajice sa pritomnosti takychto vizieb mozno
ziskat zo stereomodelov prislusnej molekuly alebo zo spektroskopickych tdajov o nej.

i) Ak si mozné viaceré tautomérne formy, za zdklad vypoctu by sa mala pouzit najpravdepodobnejsia
forma.

iv) Je potrebné pozorne sledovat vietky tpravy, resp. revidované vydania zoznamov fragmentovych
konstant.

Spriva
Ak sa pouzijii vypoctové alebo odhadové metédy, potom sprava z testu obsahuje nasledujice informécie:
— opis testovanej ldtky (zmes, primesi atd’),

— indikdcie (ddaje) tykajice sa vSetkych moznych vndtromolekulovych vodikovych vizieb, disocidcii,
nébojov a vietkych ostatnych nezvycajnych efektov (napr. tautomérie),

— opis pouzitej vypoctovej metddy,
— identifikdciu alebo sposob zdsobovania databazy,
— zvldstnosti vo vybere (volbe) fragmentov,

— kompletnti dokumentdciu vypoctov.
LITERATURA

(@) W. J. Lyman, W. F. Reehl and D. H. Rosenblatt (ed.), Handbook of Chemical Property Estimation
Methods, McGraw-Hill, New York, 1983.

(b) Pomona College, Medicinal Chemistry Project, Claremont, California 91711, USA, Log P Database and
Med. Chem. Software (Program CLOGP-3).

(¢) C. Hansch, A. J. Leo, Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and Biology, John
Wiley, New York, 1979.

(d) A. Leo, C. Hansch, D. Elkins, Chem. Rev., 1971, vol. 71, 525.
(e) R. F. Rekker, H. M. de Kort, Eur. J. Med. Chem.- Chim. Ther. 1979, vol. 14, 479.
() T. Fujita, J. Iwasa and C. Hansch, J. Amer. Chem. Soc., 1964, vol. 86, 5175.

(g) R. F. Rekker, The Hydrophobic Fragmental Constant, Pharmacochemistry Library, Elsevier, New York,
1977, vol. 1.

(h) C. V. Eadsforth, P. Moser, Chemosphere, 1983, vol. 12, 1459.

(i) R. A. Scherrer, ACS, Americal Chemical Society, Washington D.C., 1984, Symposium Series 255, p.
225.
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Dodatok 2
Odporiicané referentné litky pre metédu HPLC
Cislo Referencnd latka log P pKa
1 2-butanén 0,3
2 4acetylpyridin 0,5
3 anilin 0,9
4 acetanilid 1,0
5 benzylalkohol 1,1
6 4-metoxyfenol 1,3 pK, = 10,26
7 kyselina fenoxyoctova 1,4 pK = 3,12
8 fenol 1,5 pK, = 9,92
9 2,4dinitrofenol 1,5 pK, = 3,96
10 benzonitril 1,6
11 fenylacetonitril 1,6
12 4metylbenzylalkohol 1,6
13 acetofenon 1,7
14 2nitrofenol 1,8 pK =717
15 kyselina 3nitrobenzoové 1,8 pK, = 3,47
16 4chléranilin 1,8 pK = 4,15
17 nitrobenzén 1,9
18 3fenylpropdn2ol 1,9
19 kyselina benzoova 1,9 pK, = 4,19
20 pkrezol 1,9 pK =10,17
21 kyselina Skoricovd 2,1 pK, = 3,89 cis4,44 trans
22 anizol 2,1
23 metylbenzodt 2,1
24 benzén 2,1
25 kyselina 3metylbenzoovd 2,4 pK = 4,27
26 4chlérfenol 2,4 pK, =91
27 trichléretylén 2.4
28 atrazin 2,6
29 etylbenzodt 2,6
30 2,6dichlorbenzonitril 2,6
31 kyselina 3chlérbenzoové 2,7 pK, = 3,82
32 toluén 2,7
33 naftalénlol 2,7 pK, = 9,34
34 2,3dichléranilin 2,8
35 chléorbenzén 2,8
36 alylfenyléter 2,9
37 brémbenzén 3,0
38 etylbenzén 3,2
39 benzofenén 3,2
40 4fenylfenol 3,2 pK = 9,54
41 tymol 3,3
42 1,4dichlorbenzén 3,4
43 difenylamin 3,4 pK, = 0,79
44 naftalén 3,6
45 fenylbenzodt 3,6
46 izopropylbenzén 3,7
47 2,4, 6trichlérfenol 3,7 pK =6
48 Bifenyl 4,0
49 benzylbenzodt 4,0
50 2,4dinitro6sekbutylfenol 4,1
51 1,2,4trichlérbenzén 4,2
52 kyselina dodekdnova 4,2
53 difenyléter 42
54 nbutylbenzén 4,5
55 fenantrén 4,5
56 fluorantén 4,7
57 dibenzyl 48
58 2,6difenylpyridin 4,9
59 trifenylamin 5,7
60 DDT 6,2
Iné referencné litky s nizkou hodnotou log P
1 kyselina nikotinova -0,07
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1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

A.9. TEPLOTA VZPLANUTIA

METODA
UvVOD

Odportica sa ziskat predbezné informécie o zdpalnosti, resp. horlavosti litky este pred uskuto¢nenim tohto
testu. Postup testu sa dd aplikovat na kvapalné litky, ktorych pary moézu byt zapdlené zapalovacimi
zdrojmi. SkiSobné met6dy uvedené v tomto texte st spolahlivé iba pre rozmedzia teploty vzplanutia, ktoré
st Specifikované v jednotlivych metddach.

Pri volbe metddy, ktord sa md pouzit, by sa malo uvdzit, ¢i neméze dojst k chemickych reakcidm medzi
latkou a nosicom vzorky.

POJMY A JEDNOTKY

Teplota vzplanutia je najniZia teplota korigovand na tlak 101,325 kPa, pri ktorej kvapalina uvolfiuje pary,
za podmienok definovanych v skisobnej metéde v takom mnozstve, Ze v skiSobnej nddobe sa vytvori
zdpalnd (horlavd) zmes pdr a vzduchu.

Jednotky: °C
t=T-273,15
(tv°CaTvK)
REFERENCNE LATKY

Referencné latky sa nemusia pouzit vo vsetkych pripadoch, ked sa skiima novd chemickd ltka. V prvom
rade sliZia na obcasni kontrolu G¢innosti metddy, jej spravnej realizdcie a na umoZnenie porovnania s
vysledkami dosiahnutymi pri pouZiti inych met6d.

PRINCIP METODY

Litka sa umiestni do skdsobnej nddoby a zohrieva sa na testovaciu teplotu podla postupu opisaného v
prislusnej skasobnej metdde. Zdpalné (horlavé) pokusy sa uskutocriuji na tGcely zistenia, ¢ testovand
vzorka pri pociatocnej teplote vzplanie, alebo nie.

KRITERIA KVALITY
Opakovatelnost

Opakovatelnost sa meni v zévislosti od rozmedzia teploty vzplanutia a od pouzitej skisobnej metddy;
maximum 2 °C.

Citlivost
Citlivost zavisi od pouzitej skiiSobnej metddy.
Specifickost

Specifickost niektorych sksobnych metéd je obmedzend na urcité rozmedzia teploty vzplanutia a je zdvisld
od tdajov tykajucich sa vlastnosti testovanej latky (napr. vysokd viskozita).

OPIS METODY
Priprava
Vzorka prislusnej testovanej latky sa umiestni do skiSobného pristroja podla 1.6.3.1. afalebo 1.6.3.2.

Kvoli bezpecnosti sa odporica, aby sa pre litky s vysokou energiou alebo pre jedovaté litky pouzila
metdda, v rdmci ktorej sa testuji iba vzorky s malym objemom, priblizne 2 cm’.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Podmienky skdsSania
Ak to zodpovedd bezpecnostnym predpisom, pristroj sa postavi na miesto, kde nie je vystaveny prievanu.

Realizdcia testu

Rovnovdzna metdda

Pozri technické normy 1SO 1516, ISO 3680, I1SO 1523, ISO 3679.

Nerovnovdzna metéda

Abelov pristroj:

Pozri technické normy BS 2000, cast 170, NF M 07-011, NF T 66-009.
Abelov-Penskyho pristroj:

Pozri technické normy EN 57, DIN 51755, ¢ast 1 (pre teploty od 5 °C do 65 °C), DIN 51755, ¢ast 2 (pre
teploty pod 5 °C), NF M07-036.

Tagov pristroj:

Pozri technickd normu ASTM D 56.

Penskyho-Martensov pristroj:

Pozri technické normy 1SO 2719, EN 11, DIN 51758, ASTM D 93, BS 2000-34 NF M07-019.
Pozndmky:

Ak sa zisti, Ze teplota vzplanutia, stanovend nerovnovaznou metodou v 1.6.3.2,, je 0 °C 2 °C, 21 °C
+2 °C alebo 55 °C £2 °C, mala by byt potvrdend rovnovaznou metddou pri pouziti toho istého pristroja.

Na oznamovanie sa smi pouzit iba tie metddy, ktoré st schopné vyvinit teplotu vzplanutia predmetnej
testovanej latky.

Na stanovenie teploty vzplanutia viskoznych kvapalin (farbiv, Zivic a podobnych ldtok) obsahujicich
rozpustadld sa sma pouzit iba pristroje a skiSobné metédy vhodné na stanovovanie teploty vzplanutia
viskoznych kvapalin.

Pozri technické normy ISO 3679, ISO 3680, ISO 1523, DIN 53213, cast 1.
UDAJE
SPRAVA

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat nasledujice informécie:
— presnt Specifikdciu testovanej latky (identifikdciu a primesi),

— treba uviest pouzitd metédu, ako aj vietky pripadné odchylky,

— vysledky a v3etky doplnkové poznamky dolezité pre interpreticiu vysledkov.
ODKAZY

Ziadne.
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1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

A.10. HORIAVOST TUHYCH LATOK

METODA
UvVOD

Pred realizdciou tohto testu sa odportca ziskat predbezné informdcie o potencidlne explozivnych vlastno-
stiach ldtky.

Tento test by sa mal pouzit iba v pripade praskovych, granulovanych alebo pastovitych latok.

Aby neboli zahrnuté vietky litky, ktoré moézu byt zapdlené, ale iba tie, ktoré horia rychlo, alebo tie,
ktorych sposob horenia je v kazdom pripade mimoriadne nebezpecny, za velmi horlavé sa povazuji iba tie
latky, ktorych rychlost horenia presahuje ur¢iti medznd hodnotu.

Moze byt mimoriadne nebezpecné, ak sa Zeravenie $iri kovovym prdskom, pretoze je potom velmi tazké
zahasit ohen. Kovové prasky treba povazovat za vysokohorlavé, ak podporuji Sirenie Zeravenia cez hmotu
v priebehu stanoveného casu.

POJMY A JEDNOTKY

Cas horenia je vyjadreny v sekundach.
REFERENCNE LATKY

Nie sti $pecifikované.

PRINCIP METODY

Litka sa sformuje do nepreruseného prizku alebo préskovej ciary v dizke asi 250 mm a uskutoéni sa
predbezny skriningovy test na stanovenie toho, ¢i po zapdleni plamenom plynového hordka dojde k sireniu
horenia plameniom, alebo tlenim. Ak doéjde k Sireniu po dlzke ciary aspon 200 mm v priebehu
stanoveného Casu, uskutoéni sa ndsledne kompletny testovy program na stanovenie rychlosti horenia.

KRITERIA KVALITY

Nie st stanovené.

OPIS METODY

Predbezny skriningovy test

Litka sa sformuje do nepreruseného prazku alebo préskovej ciary v dizke asi 250 mm, so Sirkou 20 mm a
vyskou 10 mm na nehorlavej (ohnovzdornej), nepérovitej podkladovej doske s nizkou tepelnou vodivostou.

K jednému koncu praskovej ciary sa prilozi hortici plamei plynového hordka (s minimédlnym priemerom 5
mm) a podrzi sa, kym sa prasok nezapdli (nevznieti), alebo pocas maximdlne 2 mindt (5 mindt v pripade
kovovych praskov alebo praskov kovovych zliatin). Treba sledovat, ¢i sa horenie rozsiri po dlzke 200 mm
praskovej Ciary v priebehu tvorminttovej testovej periédy (alebo 40-mindtovej periédy v pripade kovovych
praskov). Ak sa litka nezapdli a spalovanie sa nerozsiri bud horenim plamefiom, alebo tlenim po dlzke
200 mm praskovej Ciary v priebehu Stvorminitovej (alebo 40-mindtovej) testovej periddy, prislusnd
testovand ldtka sa nepovaZuje za vysokohorlavl, v takom pripade sa nepozaduje jej dalsie testovanie. Ak
sa horenie latky rozsiri po 200 mm dlzke praskovej Ciary za Cas krat$i ako 4 mintty alebo za cas kratsi
ako 40 mindt v pripade kovovych praskov, treba uskutocnit postup uvedeny v nasledujicom texte (bod
1.6.2 a nasledujiice body).
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

3.1.

3.2.

Test rychlosti horenia

Priprava

Praskové alebo granulované testované ldtky sa zvolna nasypt do formy v dlzke 250 mm s trojuholnﬂ(o-
vitym prierezom s vndtornou vyskou 10 mm a $irkou 20 mm. Na obidvoch stranich formy si v
pozdlznom smere namontované dve kovové listy, ktoré sliZia ako bocné ohranicenie a ktoré precnievajii
2 mm ponad vrchny okraj trojuholnikovitého prierezu (pozri obrdzok). Forma sa potom zdvihne do vysky
2 cm a trikrdt za sebou sa pusti, aby dopadla na tvrdy podklad, ¢im sa présok utrasie. Ak je to potrebné,
forma sa znova doplni praskom. Bo¢né kovové listy sa potom odstrdnia a prebytoc¢nd testovand litka (vo
forme prasku) sa zhrnie. Na vrchnd stranu formy sa potom polozi nehorlavd (ohnovzdornd), nepérovitd
podkladové doska s nizkou tepelnou vodivostou, pristroj sa obriti spodnou astou navrch a forma sa
odstrani.

Pastovité litky sa nanesti vo forme rievka s dizkou 250 mm a s prierezom s plochou priblizne 1 cm? na
nehorlavi (ohnovzdornd), nepérovitt podkladovit dosku s nizkou tepelnou vodivostou.

Podmienky skisania

V pripade ltky, ktord je citlivd na vlhkost, sa musi test uskuto¢nit v ¢o najkratSom case po vynati litky z
obalu.

Realizdcia testu
Umiestnite hranicu z praskovej testovanej latky do digestora priecne na smer pridenia vzduchu.

Rychlost priidenia vzduchu musi byt dostatoénd na to, aby sa zabrénilo Gniku spalin do ovzdusia
laboratéria, a pocas testu by sa nemala menit. Okolo pristroja by mala byt postavend protiprievanova
zastena.

Hranica z praskovej testovanej latky sa na jednom konci zapdli pomocou horticeho plamena plynového
hordka (minimalny priemer 5 mm). Ked hranica prehorela vzdialenost 80 mm, na dseku dalsich 100 mm
sa zmeria rychlost horenia. Test sa opakuje Sestkrdt, pokial sa pozitivny vysledok nezaregistroval uz skor,
pricom zakazdym sa pouzije ¢istd a chladnd podkladovd doska.

UDAJE

Na vyhodnotenie je smerodajny cas horenia z predbezného skriningového testu (1.6.1) a najkrati cas
horenia z maximdlne Siestich opakovani hlavného testu (1.6.2.3).

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat nasledujice informécie:

— presnti Specifikiciu testovanej latky (identifikdciu a primesi),

— opis latky urenej na testovanie, jej fyzikdlny stav vritane obsahu vlhkosti,

— vysledky z predbezného skriningového testu a z testu rychlosti horenia, ak sa tento test tiez uskutocnil,
— vsetky dopliujice pozndmky a pripomienky dolezité pre interpreticiu vysledkov.

INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Prdskovité, granulované alebo pastovité litky treba povazovat za velmi horlavé, ak cas horenia v kazdom
teste uskutocnenom podla skiisobného postupu opisaného v 1.6.2 je kratsi ako 45 sckind. Kovové prasky
alebo prasky kovovych zliatin sa povazujui za vysokohorlave ked sa daju zapdlit a ak sa plamen alebo
z6na reakcie rozifri po celej dizke vzorky za 10 miniit alebo za kratsf cas.

ODKAZY

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

Obrizok

Forma a prisluenstvo na pripravu hranice z praskovitej testovanej latky
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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. HORLAVOST (PLYNY)

METODA
UvVOoD

Tdto metéda umoziuje stanovenie toho, & st plyny zmieSané so vzduchom pri teplote miestnosti
(priblizne 20 °C) a pri atmosférickom tlaku horlavé, a ak dno, v akom rozsahu koncentricii. Zmesi s
narastajiicimi koncentrdciami plynu vo vzduchu st vystavené elektrickej iskre a sleduje sa, ¢ dojde k
zapdleniu (vzplanutiu).

POMY A JEDNOTKY

Rozsah zdpalnosti je rozmedzie koncentrdcie medzi dolnou a hornou medzou vybusnosti. Dolnd a hornd
medza vybusnosti predstavuje tie medzné hodnoty koncentrécie horlavého plynu v primesi so vzduchom,
pri ktorych sa neobjavuje Sirenie plamena.

REFERENCNE LATKY
Nie st $pecifikované.
PRINCIP METODY

Koncentrécia plynu vo vzduchu sa postupne zvysuje a zmes je vystavend pri kazdej koncentracii elektrickej
iskre.

KRITERIA KVALITY
Nie st stanovené.
OPIS METODY
Pristroje

Testovacou nddobou je stlpcovity skleny valec s minimdlnym vndtornym priemerom 50 mm a s
minimdlnou vyskou 300 mm. Zapalovacie elektrody st oddelené vzdialenostou 3 mm az 5 mm a st
umiestnené vo vyske 60 mm nad dnom valca. Valec je opatreny otvorom na zniZovanie tlaku. Pristroj musi
byt chrdneny krytom, aby sa obmedzili akékolvek skody sposobené vybuchom.

Ako zapalovaci zdroj sa pouZiva stojatd indukovand iskra s 0,5-sekundovym trvanim, ktord je generovand z
vysokonapitového transformdtora s vystupnym koncovym napatim 10 az 15 kV (maximdlny prikon 300
W). Priklad vhodného pouzitelného pristroja je opisany v odkazoch (2).

Podmienky skdSania
Test sa musi uskuto¢nit pri teplote miestnosti (priblizne 20 °C).
Realizicia testu

S pouzitim ddvkovacich Cerpadiel sa do skleného valca napusti zndma koncentracia plynu vo vzduchu. Cez
zmes sa nechd preletiet iskra a sleduje sa, ¢i sa zo zapalovacieho zdroja oddeli plamen a za¢ne sa nezévisle
§irit, alebo nie. Koncentrdcia plynu sa meni, resp. zvySuje postupne po jednom objemovom percente, az
kym nedojde k zapéleniu zmesi podla vyssie uvedeného opisu.
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Ak $truktira plynu naznacuje, Ze dany plyn je pravdepodobne nehorlavy a Ze sa dd vypocitat stechiome-
trickd zmes so vzduchom, treba v jednopercentnych krokoch testovat iba zmesi v rozmedzi od 10 % pod
stechiometrickou koncentrdciou do 10 % nad touto koncentriciou.

2. UDAJE
Sirenie plamefia je jedinym relevantnym informaénym tdajom na stanovenie tejto vlastnosti.
3. SPRAVA

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat nasledujice informécie:
— presntl Specifikiciu testovanej latky (identifikdciu a primesi),

— opis pouzitého pristroja s uvedenymi rozmermi,

— teplotu, pri ktorej sa test uskutocnil,

— testované koncentrdcie a ziskané vysledky,

— vysledok testu: nehorlavy alebo mimoriadne horlavy plyn,

— ak sa dospelo k zdveru, Ze testovany plyn je nehorlavy, treba uviest rozsah koncentricif, v rdmci
ktorého bol testovany v 1 % krokoch,

— musia byt uvedené vietky informdcie a pozndmky dolezité pre interpreticiu vysledkov.
4. ODKAZY

(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.



338

Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie

13/zv. 11

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

A.12. HOREAVOST (KONTAKT S VODOU)

METODA

UvVOD

Této testovacia metéda sa modze pouZif na stanovenie toho, ¢i reakcia testovanej litky s vodou alebo
vlhkym vzduchom vedie k vyvijaniu nebezpeénych mnozstiev plynu alebo plynov, ktoré moézu byt
mimoriadne horlavé.

Testovacia metdda sa mozZe pouzit pre tuhé, ako aj kvapalné latky. Tato metoda sa nedd pouzit pre latky,
ktoré sa spontdnne zapaluji (vznecujt) pri kontakte so vzduchom.

POJMY A JEDNOTKY

Mimoriadne horlavé: latky, ktoré v kontakte s vodou alebo vzdusnou vlhkostou uvolfiuji mimoriadne
horlavé plyny v nebezpe¢nych mnozstvich pri minimalnej rychlosti 1 liter/kg za hodinu.

PRINCIP METODY

Litka sa testuje podla poradia krokov opisanych v nasledujicich odsekoch. Ak v rdmci ktoréhokolvek
kroku dojde k zapdleniu (vznieteniu), dalsie testovanie uZ nie je potrebné. Ak je zndme, Ze testovand ldtka
nereaguje burlivo s vodou, mozno postiipit rovno ku kroku 4 ( 1.3.4).

Krok 1

Testovand ldtka sa umiestni do vanicky obsahujicej destilovand vodu pri teplote 20 °C a sleduje sa, ¢i sa
uvolneny plyn zapdli (vznieti), alebo nie.

Krok 2

Testovand latka sa umiestni pri teplote 20 °C na filtra¢ny papier plavajiici na hladine destilovanej vody v
nadobe a sleduje sa, & sa uvolneny plyn zapéli (vznieti), alebo nie. Filtratny papier slizi vyluéne na to, aby
sa testovand latka udrziavala na jednom mieste na tcely zvy3enia pravdepodobnosti zapdlenia (vznietenia)

latky.

Krok 3

Z testovanej latky sa urobi kopka priblizne 2 cm vysokd, s priemerom 3 c¢m. Do kopky sa pridd niekolko
kvapiek vody a sleduje sa, ¢i sa uvolneny plyn zapdli (vznieti), alebo nie.

Krok 4

Testovand ldtka sa zmie$a s destilovanou vodou pri teplote 20 °C a rychlost uvolfiovania plynu sa meria
sedem hodin, vzdy v jednohodinovych intervaloch. Ak je rychlost uvolfiovania plynu po uplynuti siedmich
hodin nestéla alebo narastd, Cas merania mozno predlzif na maximdlny cas piatich dni. Test moZno
kedykolvek zastavit, ak rychlost uvolfiovania plynu prekro¢i hodnotu 1 liter/kg za hodinu.

REFERENCNE LATKY

Nie st $pecifikované.

KRITERIA KVALITY

Nie st stanovené.
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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

Krok 1

Podmienky skiisania

Test sa uskutociiuje pri teplote miestnosti (priblizne 20 °C).

Realizdcia testu

Malé mnozstvo testovanej latky (s priemerom priblizne 2 mm) sa umiestni do vanicky obsahujicej
destilovanti vodu. Treba sledovat a zaznamenat, ¢i (i) sa vobec nejaky plyn uvolnil (i) a doslo k zapdleniu
(vznieteniu) plynu. Ak doslo k zapdleniu (vznieteniu) plynu, tak uz nie je potrebné dalsie testovanie latky,
pretoze latka sa tymto povazuje za nebezpecndl.

Krok 2

Pristroje

Filtra¢ny papier sa naplocho polozi na hladinu destilovanej vody naliatej do vhodnej nddoby, napr. do
odparovacej misky s priemerom 100 mm.

Podmienky skiisania

Test sa uskutociiuje pri teplote miestnosti (priblizne 20 °C).

Realizdcia testu

Malé mnozstvo testovanej ltky (s priemerom priblizne 2 mm) sa umiestni do stredu filtratného papiera.
Treba sledovat a zaznamenat, ¢ (i) sa vobec nejaky plyn uvolnil a ¢i (i) doslo k zapéleniu (vznieteniu)
plynu. Ak doslo k zapdleniu (vznieteniu) plynu, tak uz nie je potrebné dalsie testovanie ldtky, pretoze ldtka
sa tymto povazuje za nebezpecnd.

Krok 3

Podmienky skisania

Test sa uskutocnuje pri teplote miestnosti (priblizne 20 °C).

Realizdcia testu

Z testovanej latky sa urobi kopka priblizne 2 ¢cm vysokd, s priemerom 3 cm, s vribkovanim na vrcholku
kopky. Pridd sa niekolko kvapiek vody a sleduje sa a zaznamendva, ¢i (i) sa vobec nejaky plyn uvolnil a &
(ii) doslo k zapdleniu (vznieteniu) plynu. Ak doslo k zapdleniu (vznieteniu) plynu, tak uz nie je potrebné
dalsie testovanie latky, pretoze litka sa tymto povazuje za nebezpecnil.

Krok 4

Pristroje

Pristroj je zostaveny podla ndkresu na obrizku.

Podmienky skisania

Skontrolujte testovant latku v prepravnom obale z hladiska pritomnosti prasku s velkosfou castic < 500
pm. Ak prasok tvori viac ako 1 % hmotnosti alebo ak je vzorka drobivd, tak pred uskutocnenim testu sa
musi celé mnozstvo ltky rozomliet na prach vzhladom na redukciu velkosti ¢astic pocas skladovania a
manipuldcie. V ostatnych pripadoch sa ldtka testuje v takom stave, v akom ju dostali. Test sa musi
uskutocnit pri teplote miestnosti (priblizne 20 °C) a pri normédlnom atmosférickom tlaku.
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1.6.4.3.

Realizdcia testu

Do odkvapkavajiceho lievika pristroja sa pridd 10 az 20 ml vody a do Erlenmeyerovej banky sa pridd
10 g testovanej latky. Objem uvolneného plynu sa dd merat akymkolvek vhodnym prostriedkom. Kohttik
oddelovacieho lievika sa otvori, aby sa voda dostala do Erlenmeyerovej banky, a zdroven sa zapnu stopky.
Uvolfiovanie plynu sa meria kazdi hodinu pocas siedmich hodin. Ak je pocas tohto Casu uvolfiovanie
plynu nestdle (kolisavé) alebo ak po uplynuti tohto Casu uvolfiovanie plynu eSte narastd, meranie moZe
pokracovat este maximdlne pat dni. Ak v ktoromkolvek ¢ase rychlost uvolfiovania plynu prekro¢i hodnotu
1 liter/kg/hodinu, test mozno zastavit. Tento test sa musi trojndsobne zopakovat.

Ak je identita plynu nezndma, plyn sa musi analyzovat. Ked plyn obsahuje mimoriadne horlavé zlozky a
nie je zndme, ¢i je celd zmes mimoriadne horlavd, je potrebné pripravit zmes toho istého zloZenia a
potom ju testovat podla metédy A.11.

UDAJE

Testovand latka sa povazuje za nebezpecnd, ak:

— dojde k spontdnnemu zapdleniu (vznieteniu) pocas ktoréhokolvek kroku skasobného postupu
alebo

— dochddza k uvolfiovaniu horlavého (vznetlivého) plynu pri rychlosti (miere) vicsej ako 1 liter/kg ldtky
za hodinu.

SPRAVA

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat nasledujice informécie:
— presnt Specifikiciu testovanej latky (identifikdciu a primesi),

— podrobnosti o akejkolvek pociatocnej priprave testovanej latky,

— vysledky testu (kroky 1, 2, 3 a 4),

— identifikdciu uvolneného plynu,

— rychlost (mieru) uvolfiovania plynu, ak sa uskuto¢iiuje krok 4 (1.6.4),

— vietky doplnkové pozndmky dolezité pre interpreticiu vysledkov.
ODKAZY

(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. SAMOZAPALNE VLASTNOSTI TUHYCH LATOK A KVAPALIN

METODA

UvVoD

Postup testu sa dd pouzit pre tuhé alebo kvapalné latky, ktoré sa v malych mnoZzstvich samovolne vznietia
kratky ¢as po tom, ¢o sa dostali do kontaktu so vzduchom pri teplote miestnosti (priblizne 20 °C).

Ldtky, ktoré musia byt vystavené podsobeniu vzduchu pocas niekolkych hodin alebo dni pri teplote
miestnosti alebo pri zvySenej teplote, kym dojde k ich vznieteniu, nie st pokryté touto testovacou
met6dou.

POJMY A JEDNOTKY

Létky so sklonom k samovznieteniu sa povazujii za také vtedy, ak sa vznietia alebo sposobia zuholnatenie
za podmienok opisanych v 1.6.

Moze byt potrebné testovat aj samozdpalnost kvapalin pouzitim metédy A.15. Teplota samovznietenia
(kvapalin a plynov).

REFERENCNE LATKY

Nie st $pecifikované.

PRINCIP METODY

Testovand latka, ¢i uz tuhd, alebo kvapalnd, sa pridd do inertnej nosnej latky a vystavi sa kontaktu so
vzduchom pri teplote okolitého prostredia na pat mindt. Ak sa kvapalné latky nevznietia, tak sa absorbuji
do filtra¢ného papiera a vystavia sa posobeniu vzduchu pri teplote okolitého prostredia (priblizne 20 °C) na
pat mindt. Ak sa testovand tuhd ldtka alebo kvapalina vznieti alebo ak kvapalina zapdli alebo zuholnati
filtracny papier, testovand ltka sa povazuje za ldtku so sklonom k samovznieteniu.

KRITERIA KVALITY

Opakovatelnost: z bezpecnostnych doévodov na potvrdenie sklonu samovznietenia testovanej latky postaci
jediny pozitivny vysledok.

OPIS SKUSOBNE] METODY

Pristroje

Porceldnovd miska s priemerom priblizne 10 cm sa naplni kremelinou do vysky asi 5 mm pri teplote
miestnosti (priblizne 20 °C).

Pozndmka:

Kremelinu alebo akiikolvek int porovnatelnti inertni latku, ktord je bezne k dispozicii, treba povazovat za
latku zastupujiicu zeminu, na ktord sa v pripade nehody testovand latka moze roztriestit.

Suchy filtrany papier sa pozaduje na testovanie kvapalin, ktoré sa nevznietia pri kontakte so vzduchom,
ked st v kontakte s inertnou nosnou latkou.
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1.6.2.

2.2.

Realizicia testu
a) Praskové tuhé latky

Mnozstvo 1 az 2 cm® praskovej latky urcenej na testovanie sa nasype z vysky priblizne 1 metra na
nehorlavy (ohriovzdorny) povrch a sleduje sa, ¢i sa testovand ldtka vznieti pocas padu alebo v priebehu
piatich minit po spocinuti na nehorlavom povrchu.

Test sa opakuje Sestkrdt za sebou, pokial neddjde k vznieteniu testovanej ltky.

=

Kvapaliny

Priblizne 5 c¢m® kvapaliny urCenej na testovanie sa naleje do pripravenej porceldnovej misky a sleduje sa,
¢i sa testovand ldtka vznieti v priebehu piatich mindt.

Ak v rdmci Siestich opakovanych testov neddjde k vznieteniu testovanej latky, treba vykonat nasledujtici
test:

Testovand vzorka s objemom 0,5 ml sa nanesie injek¢nou striekackou na zvlneny filtracny papier a
sleduje sa, ¢ dojde k zapéleniu, alebo zuholnateniu filtracného papiera v priebehu piatich mindt od
pridania testovanej kvapaliny. Test sa opakuje trikrdt za sebou, pokial neddjde k zapéleniu alebo
zuholnateniu.

UDAJE

PRACA S VYSLEDKAMI

Testovanie moze byt zastavené, len ¢o sa v ktoromkolvek Ciastkovom teste objavi pozitivny vysledok.
VYHODNOTENIE

Ak sa testovand latka vznieti v priebehu piatich mintt po pridani do inertnej nosnej litky a vystaveni
posobeniu vzduchu alebo ak kvapalnd testovand ldtka zuholnatie alebo zapdli filtracny papier po jej pridani
na toto médium a po vystaveni posobeniu vzduchu, tak sa povazuje za samozdpalna.

SPRAVA

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat nasledujice informécie:
— presnt Specifikiciu testovanej latky (identifikdciu a primesi),

— vysledky testov,

— vietky doplnkové pozndmky dolezité pre interpreticiu vysledkov.
ODKAZY

(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. VYBUSNE VLASTNOSTI

METODA

UVOD

Metdda schematicky opisuje sposob testovania na tcely stanovenia, ¢i tuhd alebo pastovitd ldtka predstavuje
nebezpecenstvo vybuchu, ked je vystavend tcinku plamena (citlivost na teplo) alebo ndrazu, alebo treniu
(citlivost na mechanické podnety), a ¢ kvapalnd ldtka predstavuje nebezpecenstvo vybuchu, ked je
vystavend acinku plamena alebo nérazu.

Metbda pozostdva z troch Casti:
a) testu citlivosti na teplo (1);
b) testu citlivosti na mechanické podnety vo forme ndrazu (1);

¢) testu citlivosti na mechanické podnety vo forme trenia (1).

Metéda poskytuje tdaje na zhodnotenie a stanovenie pravdepodobnosti vyvolania vybuchu urcitymi
beznymi podnetmi. Metéda nie je urCend na zistovanie skutocnosti, ¢i urcitd latka je schopnd vybuchu za
akychkolvek podmienok.

Metéda je vhodnd na stanovenie toho, ¢i prislusnd litka bude predstavovat nebezpecenstvo vybuchu
(citlivost na teplo a mechanické podnety) za konkrétnych podmienok $pecifikovanych v smernici. Je
zalozend na celom rade typov pristroja, ktoré sa vo velkej miere pouzivaji medzindrodne (1) a ktoré
ddvaju dcelné a jednoznacné vysledky. Plati vSak vSeobecny ndzor, Ze metdda nie je definitivna. Ako
alternativu k 3pecifikovanému pristroju mozno pouzit aj iné pristroje, aviak za predpokladu, Ze tieto st
medzindrodne uznané a Ze ich vysledky sa daji adekvdtne zosuladit s prislusnymi vysledkami ziskanymi
pomocou $pecifikovaného pristroja.

Testy sa nemusia uskutocnit, ak existujice termodynamické informdcie (napr. zlucovacie teplo, rozkladné
teplo), resp. absencia urcitych reaktivnych skupin (2) v Strukturdlnom vzorci dovodne potvrdzuji dom-
nienku, Ze prislusnd latka nie je schopnd rychleho rozkladu s tvorbou plynov alebo uvolfiovanim tepla (t. j.
ze materidl nepredstavuje Ziadne riziko vybuchu). Pre kvapaliny sa nepozaduje test citlivosti na mechanické
podnety vo forme trenia.

POJMY A JEDNOTKY

Vybusné latky:

Latky, ktoré v $pecifikovanom pristroji mozu vybuchnit t¢inkom plamenia alebo ktoré st citlivé na ndrazy
alebo trenie (alebo st citlivejsie na mechanické podnety nez 1,3-dinitrobenzén v alternativnom pristroji).

REFERENCNE LATKY

1,3-dinitrobenzén, technicky krystalicky produkt preosiaty na jemnost castic 0,5 mm pre metédu testovania
citlivosti na trenie a ndrazy.

Perhydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin (Cize RDX, hexogén, cyklonit — CAS 121-82-4), rekrystalizovany z
vodného cyklohexanonu, navlhko preosievany cez 250 pm a zachytdvany na 150 pm site a suSeny pri
teplote 103 £2 °C (pocas 4 hodin) pre druhi sadu testov citlivosti na trenie a ndrazy.

PRINCIP METODY

Predbezné testy s potrebné na vytvorenie bezpe¢nych podmienok na uskutocnenie hlavnych troch testov
citlivosti.
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1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

Testy bezpecnosti manipuldcie (3)

Z bezpecnostnych dovodov sa pred uskutoénenim hlavnych testov velmi malé vzorky (priblizne 10 mg)
latky urcenej na testovanie vystavia zahrievaniu bez obmedzenia v plynovom plameni v akejkolvek vhodnej
forme pristroja, ndrazu udieranim kyjanicky o ndkovu a treniu v akejkolvek forme treciecho mechanizmu.
Cielom je zistit, ¢i predmetnd litka je takd citlivd a vybusnd, Ze predpisané testy citlivosti, obzvldst test
citlivosti na teplo, sa musia uskutocnit so zvldstnou opatrnostou, aby sa zabrédnilo pripadnému zraneniu
laboratérneho pracovnika.

Citlivost na teplo

Metdda spociva v zohrievani testovanej litky v ocelovej rire, uzavretej dostickami s rozdielnymi priemermi
otvoru, na Gcely stanovenia, ¢i md testovand létka tendenciu vybuchovat v podmienkach intenzivneho tepla
a definovaného obmedzenia.

Citlivost na mechanické podnety (ndraz)

Metdda spociva vo vystaveni testovanej ldtky ndrazu sposobeného telesom so $pecifikovanou hmotnostou,
pusteného zo Specifikovanej vysky.

Citlivost na mechanické podnety (trenie)

Metdda spociva vo vystaveni tuhych alebo pastovitych ldtok treniu medzi Standardnymi povrchmi za
$pecifikovanych podmienok zatazenia a relativneho pohybu.

KRITERIA KVALITY

Nie st stanovené.

OPIS METODY

Citlivost na teplo (ii¢inok plameria)

Pristroje

Pristroj pozostdva z jednorazovo pouzitelnej ocelovej riry s opakovatelne pouzitelnym uzavieracim
zariadenim (obrdzok 1), instalovanej do zohrievacieho a ochranného zariadenia. Kazda rira je zhotovend
z hlbokotazného ocelového plechu (pozri dodatok) a méd vnitorny priemer 24 mm, dlzku 75 mm a
hribku steny 0,5 mm. Riry s na otvorenom konci upravené prirubou tak, aby sa umoznilo ich uzavretie
zostavou uzdveru. Zostava uzdveru pozostdva z tlakuvzdornej dosticky s otvorom uprostred, tesne
primknutej k rtire pouzitim dvojdielneho zévitového spoja (matice a zdvitového goliera, okruzia). Matica
aj zédvitovy golier st vyrobené z chrémmangénovej ocele (pozri dodatok), ktord je neiskrivd az do teploty
800 °C. Dosticky majii hrabku 6 mm, si vyrobené zo Ziaruvzdornej ocele (pozri dodatok) a st k
dispozicii s rozlicnymi priemermi otvorov.

Podmienky skiisania

Za normalnych okolnosti sa ldtka testuje v takom stave, v akom ju dostali, hoci v niektorych pripadoch,
napr. ak bola zlisovand, liata alebo inym sposobom kondenzovand, je potrebné ju pred testovanim rozdrvit.
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.2.

1.6.2.1.

V pripade tuhych litok mnozstvo materidlu, ktoré sa md pouzit v kazdom teste, sa stanovi pouZitim
predbezného pripravného postupu ,nasucho“. Dechtovand rira sa naplni mnozstvom 9 cm’ testovanej
latky, litka sa potom ubije silou 80 N vyvinutou na cely priecny profil riry. Z bezpe¢nostnych dévodov
alebo v pripade, kde fyzikdlna forma ldtky moze byt zmenend tlakom, sa mozu pouzif iné postupy jej
plnenia do riry, napr. ak je testovand litka nadmerne citlivdi na trenie, ubfjanie nepredstavuje vhodny
postup. Ak je materidl stlacitelny, pridd sa ho viac a potom sa ubfja dovtedy, kym v rire nedosiahne
drovenn 55 mm od vrchnej Casti. Stanovi sa celkové mnozstvo pouzité na naplnenie rary do vysky 55 mm
od jej vrchnej Casti a pridaji sa dve dalsie doplnkové mnozstvd, kazdé ubité silou 80 N. Podla potreby sa
potom materidl ete pridd ubjjanim alebo sa z neho odoberie tak, aby bola riira naplnend do vysky 15 mm
od jej vrchnej casti. Uskutocni sa druhé pripravné kolo ,nasucho“, po¢nic ubitym mnozstvom pred-
stavujicim jednu tretinu celkovej hmotnosti zistenej v prvom kole. Pri ubfjani silou 80 N sa pridaji dve
dalsie doplnkové mnozstvd a podla potreby pridanim alebo odobratim materidlu sa upravi jeho troven na
vysku 15 mm od vrchnej Casti rary. Mnozstvo tuhej latky stanovené v druhom pripravnom kole ,nasucho*
sa potom pouzije pre kazdy pokus. Plnenie sa uskuto¢ni s tromi rovnakymi mnozstvami, pricom kazdé sa
stla¢i na objem 9 cm’ vyvinutim takej sily, akd je na to potrebnd. (Postup sa dd ulah¢it pouzitim
rozpernych krazkov.)

Kvapaliny a gély sa umiestnia do rtiry do vysky 60 mm, pricom pri géloch treba dévat velky pozor na to,
aby sa zabranilo tvorbe dutin v materidli. Zospodu sa na rdru nasunie zdvitovy golier (okruzie), prilozi sa
dosticka s potrebnou velkostou otvoru uprostred a po pridani malého mnozstva lubrikantu na béze sirnika
molybdenicitého sa naplno utiahne matica. Je dolezité skontrolovat, ¢i nezostali zvyskové mnozstvd
testovanej latky zachytené medzi prirubou a dostickou alebo v zdvitoch.

Zohrievanie je zabezpecené propdnom odoberanym z priemyselnej tlakovej flage, ktord je vybavend
reguldtorom tlaku (60 az 70 milibarov), cez meraci pristroj (plynomer) a rovnomerne distribuovanym
(ako to potvrdzuje vizudlne pozorovanie plamefiov vychddzajicich z hordkov) rozdelovacim potrubim k
Styrom hordkom. Hordky st rozmiestnené okolo skiiSobnej komory tak, ako je to zndzornené na obrazku
1 v dodatku. Styri hordky maja celkovii spotrebu asi 3,2 litra propanu za mindtu. MéZu sa pouZif aj
alternativne vykurovacie plyny a hordky, ale rychlost ohrevu musi zodpovedat $pecifikdcii na obrdzku 3.
Pre vietky pristroje sa musi rychlost ohrevu periodicky kontrolovat pouzitim skdmaviek naplnenych
dibutylftaldtom, ako je to zndzornené na obrizku 3.

Realizdcia testov

Kazdy test sa vykondva dovtedy, pokial sa kazdd rtira neroztriesti, alebo sa zahrieva az pit mindt. Test s
vyslednym roztrieStenim riry na tri alebo viacero kusov, ktoré mozu byt v niektorych pripadoch spojené
uzkymi pdsikmi kovu, ako je to zndzornené na obrazku 2, sa vyhodnocuje ako vybuch. Test, ktorého
vysledkom je menej triestivych dlomkov, alebo test, v rdmci ktorého nedoslo vobec k roztriesteniu rary, sa
povazuje za test bez vysledného vybuchu.

Najprv sa uskutocni séria troch testov s uzdverovymi dostickami s priemerom otvorov 6,0 mm, a ak
neddjde k vybuchu, uskutoéni sa druhd séria troch testov s uzdverovymi dostickami s priemerom otvorov
2,0 mm. Ak dojde k vybuchu v obidvoch séridch testov, realizdcia dalsich testov sa uz nepozaduje.

Vyhodnotenie

Vysledok testu sa povazuje za pozitivny, ak dojde k vybuchu v obidvoch horeuvedenych séridch testov.

Citlivost na mechanické podnety (niraz)

Pristroje (obrdzok 4)

Hlavné ¢asti typického pristroja s padacim bucharom pozostévaji z ocelovoliatinového bloku s podkladom,
nékovy, stojanu, vodiacich list, padacich zdvazi, spustacieho mechanizmu a drziaka na vzorky. Ocelovd
nikova 100 mm (priemer) x 70 mm (vyska) je priskrutkovand k vrchnej strane ocelového bloku 230 mm
(dlzka) x 250 mm (Sirka) x 200 mm (vyska) s liatym podkladom 450 mm (dlzka) x 450 mm (3irka) x 60
mm (vyska). Stojan vyrobeny z bez§vovej riry z tahanej ocele je upevneny v drziaku priskrutkovanom na
zadnti cast ocelového bloku. Styri skrutky zakotvuja pristroj k masivnemu beténovému kotevnému bloku s
rozmermi 60 cm x 60 cm x 60 cm tak, aby vodiace listy boli v absolttne vertikilnej polohe a aby padacie
zdvazie po uvolneni padalo volne. Na pouzitie st vhodné 5 kg a 10 kg zdvazia vyrobené z plnej ocele.
Nérazova hlava kazdého zdvazia je zhotovend z kalenej ocele, HRC 60 az 63, a md minimdlny priemer 25
mm.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Vzorka urcend na testovanie je uzavretd v ndrazovom mechanizme, ktory pozostdva z dvoch koaxidlnych
plnych ocelovych valcov umiestnenych nad sebou v dutom valcovitom ocelovom vodiacom prstenci. Plné
ocelové valce musia mat priemer 10 (- 0,003, - 0,005) mm a vysku 10 mm, musia mat lesteny povrch,
zaoblené hrany (polomer obliku 0,5 mm) a tvrdost HRC 58 az 65. Duty valec musi mat vonkaj$i priemer
16 mm, lestené vftanie s vniitornym priemerom 10 (+ 0,005, + 0,010) mm a vysku 13 mm. Nérazovy
mechanizmus je namontovany na vlozend ndkovu (priemer 26 mm a vyska 26 mm) zhotovend z ocele a
centrovani prstencom s perfordciami, aby sa umoznil tnik spalin.

Podmienky skiisania

Vzorka by mala mat objem 40 mm’® alebo objem, ktory je vhodny pre alternativny pristroj. Tuhé litky by
sa mali testovat v suchom stave a mali by byt pripravené tymito sposobmi:

a) praskové latky sa preosievaji (¢islo sita 0,5 mm). VSetok materidl, ktory prepadol cez sito, sa pouZije na
skiisobné tcely;

b) lisované, liate alebo inym sposobom kondenzované litky sa rozdrvia na malé kisky a preosejii sa. Na
Ucely testovania sa pouzije frakcia zfn s priemerom od 0,5 m do 1 mm a mala by reprezentovat
povodnt latku.

Létky, ktoré sa normdlne dodédvajii ako pasty, by sa mali v pripadoch, ked je to mozné, testovat v suchom
stave alebo v kazdom pripade po odstrdneni maximdlne mozného mnozstva riedidla, resp. rozpustadla.
Kvapalné ldtky sa testujd s 1 mm medzerou medzi vrchnym a spodnym ocelovym valcom.

Realizdcia testov

Vykond sa séria Siestich testov s 10 kg padacim zévazim puastanym z vysky 0,40 m (40 J). Ak pocas
Siestich testov pri sile ndrazu 40 ] dojde k vybuchu, treba pokracovat sériou dalsich Siestich testov s 5 kg
padacim zdvazim puastanym z vysky 0,15 m (7,5 J). V inom pristroji sa testovand vzorka porovnava so
zvolenou referencnou litkou pouzitim zavedeného postupu (napr. striedavou technikou ,up and down“
atd’).

Vyhodnotenie

Vysledok testu sa povazuje za pozitivny, ak dojde k vybuchu (vyslahnutie plamena alebo dder st
ekvivalentné vybuchu) aspon raz v niektorom z testov pri pouziti $pecifikovaného ndrazového pristroja
alebo ak je testovand vzorka citlivej$ia ako 1,3-dinitrobenzén alebo RDX v alternativnom teste citlivosti na
naraz.

Citlivost na mechanické podnety (trenie)

Pristroje (obrdzok 5)

Treci pristroj pozostdva z ocelovoliatinovej podkladovej dosky, na ktort je namontovany trec{ mechaniz-
mus. Tento sa skladd z fixovaného porceldnového kolika a pohyblivej porceldnovej dosticky. Porceldnova
dosticka je nesend ramom, ktory behd v dvoch vodiacich listach. Rdm je napojeny na elektromotor ojnicou
(spojovacou tycou), excentrom a vhodnym ozubenym prevodom tak, aby porceldnovd dosticka vykonala
jednorazovy pohyb spdt a dopredu pod porceldnovym kolikom na vzdialenost 10 mm. Porceldnovy kolik
moze byt zatazeny silou napriklad 120 N alebo 360 N.

Ploché porceldnové dosticky st vyrobené z bieleho technického porceldnu (hrubost 9 pm az 32 pm) a
maji rozmery 25 mm (dl7ka) x 25 mm (irka) x 5 mm (vyska). Valcovity porcelinovy kolik je takisto
vyrobeny z bieleho technického porcelinu a je 15 mm dlhy, md priemer 10 mm a zdrsnené sférické
koncové plochy s polomerom ohybu 10 mm.

Podmienky skiisania
Testovand vzorka by mala mat objem 10 mm’® alebo objem, ktory sa hodi pre alternativny pristroj.

Tuhé latky sa testuji v suchom stave a st pripravované tymito sposobmi:

a) praskové latky sa preosievaji (Cislo sita 0,5 mm); vSetok materidl, ktory prepadol cez sito, sa pouZije na
skisobné tcely;

b) lisované, liate alebo inym sposobom kondenzované litky sa rozdrvia na malé kisky a preoseju sa; na
ticely testovania sa pouZije frakcia zfn s priemerom <0,5 mm.
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1.6.3.3.

1.6.3.4.

3.1.

3.2.

Latky, ktoré sa normdlne dodédvaji ako pasty, by sa mali v pripadoch, ked je to mozné, testovat v suchom
stave. Ak ldtka urend na testovanic nemoze byt pripravend v suchom stave, pasta (po odstrdneni
maximalneho mozného mnozZstva rozpustadla) sa testuje ako 0,5 mm hruby, 2 mm Siroky a 10 mm
dlhy film pripraveny pomocou formy.

Realizdcia testov

Porceldnovy kolik sa nasmeruje na testovanti vzorku a zatazi sa. Pocas uskuto¢fiovania testu musia hubové
rysky porceldnovej dosticky lezat priecne na smer pohybu. Treba dbat na to, aby porcelinovy kolik
spocival priamo na testovanej vzorke, aby sa pod koltkom nachddzalo dostatoéné mnozstvo testovaného
materidlu, a tiez na to, aby sa porceldnovd dosticka pod kolikom pohybovala spravnym sposobom. V
pripade pastovitych ldtok sa na aplikdciu testovanej ldtky na dosticku pouziva 0,5 mm hrubd sabléna s 2 x
10 mm drazkou. Porceldnovd dosticka musi vykonat pohyb v dlzke 10 mm dopredu a spit pod
porceldnovym kolikom za 0,44 sekundy. Kazdd cast povrchu dosticky a kolika sa smie pouzit iba raz;
dva konce kazdého kolika teda poslizZia na dva pokusy a kazdy z dvoch povrchov dosticky poslazi na tri
pokusy.

Séria Siestich testov sa uskutocni so zafazenim 360 N. Ak sa pocas tychto Siestich testov dosiahne
pozitivny vysledok, musi sa uskutocnit dalsia séria Siestich testov so zatazenim 120 N. V inom pristroji
sa vzorka porovndva so zvolenou referencnou ldtkou pouzitim zavedeného postupu (napr. striedavou
technikou ,up and down* atd).

Vyhodnotenie

Vysledok testu sa povazuje za pozitivny, ak dojde k vybuchu (praskanie afalebo tder alebo vyslahnutie
plamena st ekvivalentné vybuchu) aspon raz v niektorom z testov so Specifikovanym trecim pristrojom
alebo ak tento vysledok zodpovedd ekvivalentnym kritéridm v alternativnom teste citlivosti na trenie.

UDAJE

V zdsade sa prislusnd litka podla smernice povazuje za nebezpecnt z hladiska vybusnosti vtedy, ak sa
dosiahol pozitivny vysledok v rdmci testu citlivosti na teplo, ndraz alebo trenie.

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Sprava z testu by mala, pokial je to mozZné, obsahovat nasledujice informdcie:

— identifikdciu, zloZenie, Cistotu, obsah vlhkosti atd. testovanej latky,

— fyzikdlnu formu vzorky a tdaje o tom, ¢i bola rozdrvend, nalimand, resp. preosiata, alebo nie,
— pozorovania pocas testov citlivosti na teplo (napr. hmotnost vzorky, pocet tilomkov atd),

— pozorovania pocas testov citlivosti na mechanické podnety (napr. tvorba zna¢ného mnozstva dymu
alebo tplné rozlozenie bez zvukového efektu, plamene, iskry, zvukové rana, praskanie atd’),

— vysledky z kazdého typu testu,

— ak sa pouzil alternativny pristroj, musi sa podat vedecké zdovodnenie, ako aj dokaz koreldcie medzi
vysledkami dosiahnutymi so 3pecifikovanym pristrojom a vysledkami dosiahnutymi s ekvivalentnym
pristrojom,

— vietky nepostridatelné pozndmky ako odkazy na testy s podobnymi produktmi, ktoré by mohli byt
dolezité pre sprévnu interpreticiu vysledkov,

— vietky doplnkové pozndmky a pripomienky dolezité pre interpretaciu vysledkov.
INTERPRETACIA A VYHODNOTENIE VYSLEDKOV

Sprava z testu by sa mala zmienif o vietkych vysledkoch, ktoré sa povazuji za chybné, zavddzajice,
anomdlne alebo nereprezentativne. Ak sa ktorykolvek z vysledkov anuluje, treba uviest vysvetlenie a
nahradit ho vysledkom alternativneho doplnkového testu. Pokial sa anomadlny vysledok nedd vysvetlit,
musi sa akceptovat ako normdlna hodnota a musi sa podla toho aj pouzit na klasifikovanie prislusnej
testovanej latky.
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4. ODKAZY

(1) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods Tests and Criteria, 1990, United Nations,

New York.

(2) Bretherick, L., Handbook of Reactive Chemical Hazards, 4th edition, Butterworths, London, ISBN 0-
750-60103-5, 1990.

(3) Koenen, H., Ide, K. H. and Swart, K. H., Explosivstoffe, 1961, vol. 3, 6 — 13 and 30 — 42.
(4) NF T 20-038 (Sept. 85). Chemical products for industrial use — Determination of explosion risk.

Dodatok

1. Rdra: materidlovd 3pecifikdcia ¢. 1.0336.505 g.

2. Uzéverové dosticka s otvorom: materidlova $pecifikdcia ¢. 1.4873.

3. Zavitovy golier a matica: materidlovd 3pecifikdcia ¢. 1.3817.

Obréizok 1
Testovaci pristroj na stanovenie citlivosti na teplo

(vSetky rozmery st uvedené v milimetroch)

Priklad materidlovej $pecifikicie pre test citlivosti na teplo (pozri technickd normu DIN 1623)
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Obr. 1a Ocelovi rira a prisluSenstvo
1. rara

1. a) vonkajsia priruba

2. zdvitovy golier; z4vit s nizkym trenim

3. tzdverova dosticka s otvorom s priemerom
a=2,0alebo 6,0 mm

matica s otvorom s priemerom b = 10 mm
skoseny povrch

2 rovné plosky pre kli& na matice velkosti 41
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Obr. 1b Zohrievacie a ochranné zariadenie

7. 2 rovné plosky pre kli¢ na matice velkosti 36

8. ochranné puzdro odolné voti érepinim

9. 2 oporné tyCe pre riiru

10. zmontovand rara

11. poloha zadného hordka; ostatné horaky sii viditelné
12. zapalovacia dyza
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Obrizok 2

Test citlivosti na teplo

Priklady triestenia
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Obrizok 3

Kalibracia rychlosti ohrevu pre test citlivosti na teplo
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Teplota (°C)

L[ } mm

Krivka teploty a &asu dosiahnuté zohrievanim dibutylftaldtu (27 cm’®) v uzavretej rire (uzdverové dosticka s otvorom
1,5 mm) pri nastaveni prietoku propénu na 3,2 I/min. Teplota sa meria Cr-Al termo&ldnkom s priemerom 1 mm
uloZenym v ochrannom pldsti z nehrdzavejiicej ocele, umiestnenym centrélne 43 mm pod okrajom riry. Rychlost
ohrevu medzi 135 °C a 285 °C by mala byt medzi 185 a 215 K/min.
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Obrizok 4
Pristroj na testovanie citlivosti latok na ndraz

(vSetky rozmery st uvedené v milimetroch)
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Obr. 4a Padaci buchar, nérys a bokorys, celkovy pohl'ad. Obr. &. 4b Padaci buchar, spodnd &ast’ (detail).
1. Z4kladtia 450x450x60 8. Delend stupnica
2. Ocel’'ovy blok 230x250x200 9. Padaci buchar
3. Nékova, @ 100x70 10. Upinacie spiit'acie zariadenie
4. Stojan 11. Umiestfiovacia platfia
5. Strednd priecka 12. VloZené nékova (vymenitel'nd), @ 26x26
6. 2 vodiaca lista 13. Umiestfiovaci kriZok s otvormi

7. Ozubend ty& 14. Nérazovy mechanizmus
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Obrizok 4

Pokracovanie
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Obr. 4 ¢ Ndrazovy mechanizmus pre chemické
latky v praskovej, alebo pastovitej forme. Obr. 4d Nérazovy mechanizmus pre kvapalné latky.

1. Ocel’'ové valce
2. Vodiace kriizky pre ocel’'ové valce
3. Urniestfiovaci kriiZok s otvorni

a) Zvisty rez

b) Podorys
4. Gumovy kriizok
5. Kvapalnd chemickd litka (40 mm?)
6. Priestor bez pritomnosti kvapaliny
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Obr. 4. Buchar (padacie zdvaZie hmotnosti 5 kg)

1. Zévesny kolik

_— 2. Ozadovac vysky

o 3. Polohovacia drazka

4. Valcovit4 ndrazov4 hlava
/ 5. Prichytka (uzéver)
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Obrazok 5

Pristroj na testovanie citlivosti latok na trenie

Obr. 5a Nérys a pddorys Obr. 5b Vychodiskové poloha kolika na vzorke.
6. Driiak kolika
1. Ocel'ovd zékladiia 7. Zat'aZovacie rameno
2. Pohyblivy suport 8. VyvaZovacie rameno
3. Porceldnova dosticka, 25x25x5 mm 9. Spinal
4. Uchyteny porcelénovy kolik, priemer 10x15 mm 10. Koleso na nastavenie suportu do vychodiskovej polohy
5. Testované vzorka, p:i{Iiiné mnoZstvo 10 mm? 11. Pripojenie na elektromotor
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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. TEPLOTA SAMOVZNIETENIA (KVAPALINY A PLYNY)

METODA
UvVOD

Vybusné litky a latky, ktoré sa samovolne vznecuji v kontakte so vzduchom pri teplote okolitého
prostredia, by sa nemali predkladat ne testovanie touto metddou. Tento testovaci postup sa dd pouzif v
pripade plynov, kvapalin a pér, ktoré sa mozu zapdlit za pritomnosti vzduchu horticim povrchom.

Teplota samovznietenia sa moze do znacnej miery redukovat pritomnostou katalytickych primesi, povrcho-

POJMY A JEDNOTKY

Miera schopnosti ldtky samovolne sa vznietit sa vyjadruje teplotou samozdpalu. Teplota samovznietenia
predstavuje najnizsiu teplotu, pri ktorej sa testovand ldtka vznieti, ked je zmieSand so vzduchom za
podmienok definovanych v skasobnej metdde.

REFERENCNE LATKY

Referencné latky st citované v technickych norméch (pozri 1.6.3). V prvom rade by mali slizif na ob&asnii
kontrolu G¢innosti metddy, jej spravnej realizdcie a na umoznenie porovnania s vysledkami dosiahnutymi
pri pouziti inych metdd.

PRINCIP METODY

Metdda stanovuje minimdlnu teplotu vnatorného povrchu uzavretého priestoru, ktord bude mat za
nasledok vznietenie plynu, pary alebo kvapaliny vstreknutej do tohto uzavretého priestoru.

KRITERIA KVALITY

Opakovatelnost sa meni v zdvislosti od rozmedzia teplot samovznietenia a pouZitej skiisobnej metddy.
Citlivost a 3pecifickost zdvisia od pouzitej skisobnej metddy.

OPIS METODY

Pristroje

Pristroj je opisany v metdde uvedenej v 1.6.3.

Podmienky skiiSania

Vzorka testovanej litky sa testuje podla metédy uvedenej v 1.6.3.

Realizicia testu

Pozri technické normy IEC 79-4, DIN 51794, ASTM-E 659-78, BS 4056, NF T 20-037.
UDAJE

V rdmci testu sa zaznamendva testovacia teplota, atmosféricky tlak, mnozstvo testovanej vzorky a Casové
oneskorenie po moment, ked dojde k vznieteniu.
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

SPRAVA

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat nasledujice informécie:

— presnt Specifikiciu testovanej latky (identifikdciu a primesi),

— mnozstvo pouzitej vzorky, atmosféricky tlak,

— pouzity pristroj,

— vysledky merani (skiiSobné teploty, vysledky tykajice sa vznietenia, zodpovedajiice ¢asy oneskorenia),

— vietky doplnkové pozndmky a pripomienky dolezité pre interpretdciu vysledkov.

ODKAZY
Ziadne.
A.16. RELATIVNA TEPLOTA SAMOVZNIETENIA PRE TUHE LATKY
METODA
UvVOD

Vybusné litky a litky, ktoré sa vznecuji spontdnne v kontakte so vzduchom pri teplote okolitého
prostredia, by sa nemali testovat touto metddou.

Utelom tohto testu je poskytndt predbezné informacie o samozdpalnosti tuhych litok pri zvy3enych
teplotdch.

Ak sa teplo vyvinuté bud’ reakciou ldtky s kyslikom, alebo exotermickym rozkladom nerozptyli dostatocne
rychlo do okolitého priestoru, dochddza k samozahriatiu, ktoré md za ndsledok samovznietenie. K
samovznieteniu preto dochddza vtedy, ked rychlost tvorby tepla presiahne rychlost straty tepla.

Testovaci postup méd vyznam ako predbezny skriningovy test pre tuhé litky. Z hladiska komplexného
charakteru vznietenia a horenia tuhych ldtok by sa teplota samovznietenia stanovend podla tejto metody
mala pouzit iba na tcely porovnania.

POJMY A JEDNOTKY

Teplota samovznietenia ziskand touto metddou predstavuje minimdlnu teplotu okolitého prostredia vy-
jadrent v °C, pri ktorej sa za definovanych podmienok vznieti urcity objem latky.

REFERENCNE LATKY
Ziadne.
PRINCIP METODY

Urcity objem latky urcenej na testovanie sa umiestni do piecky pri teplote miestnosti; zaznamend sa krivka
teploty a Casu, vzfahujica sa na podmienky v strede testovanej vzorky, pricom teplota piecky sa pri
rychlosti ohrevu 0,5 °C za mintitu zvysi na 400 °C, alebo na teplotu topenia, ak je tdto nizsia. Na dcely
tohto testu sa teplota piecky, pri ktorej teplota testovanej vzorky dosiahne 400 °C samozahriatim, nazyva
teplotou samovznietenia.
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1.5. KRITERIA KVALITY
Ziadne.

1.6. OPIS METODY

1.6.1. Pristroje

1.6.1.1. Piecka

Laboratérna piecka s programovatelnou teplotou (s objemom priblizne 2 litre), vybavend prirodzenou
cirkuldciou vzduchu a dekompresnym mechanizmom na tlmenie G¢inkov vybuchu. Aby sa zabranilo
potencidlnemu nebezpeciu vybuchu, musi sa dévat pozor, aby sa rozkladové plyny nedostali do kontaktu
s prvkami elektrického vyhrievania.

1.6.1.2. Kocka z drotenej siete

Podla $ablony zobrazenej na obrizku 1 treba vystrihnit kasok drotenej siete s otvormi 0,045 mm,
vyrobenej z nehrdzavejicej ocele. Potom treba siet poskladat do tvaru kocky s otvorenou vrchnou stranou
a zaistif drotom.

1.6.1.3.  Tepelné cldnky (termocldnky)

Vhodné tepelné ¢lanky (termoclanky).

1.6.1.4. Registracny pristroj

Lubovolny dvojkandlovy registraény pristroj kalibrovany od 0 °C do 600 °C alebo na zodpovedajiice
napatie.

1.6.2. Podmienky skiiSania
Latky sa testuji v takom stave, v akom boli ziskané.
1.6.3. Realizdcia testu

Kocka sa naplni testovanou litkou a tdto sa jemne utlaci, potom sa pridd viac testovanej latky, tito sa
znova jemne utla¢i a postup sa opakuje az dovtedy, kym kocka nie je Gplne naplnend. Kocka sa potom
zavesi do stredu piecky pri teplote miestnosti. Jeden termocldnok sa umiestni do stredu kocky a druhy
medzi kocku a stenu piecky, aby zaznamendval teplotu piecky.

Pocas zvySovania teploty piecky rychlostou 0,5 °C za minditu na 400 °C alebo na teplotu topenia, ak je
tato niz8ia, sa plynulo zaznamendva teplota piecky a teplota testovanej vzorky.

Ked sa testovand ldtka vznieti (zapdli), termocldnok vzorky ukdze velmi silny ndrast teploty nad teplotu
piecky.

2. UDAJE

Teplota piecky, pri ktorej teplota testovanej vzorky dosiahne hodnotu 400 °C samozahriatim, je dolezitd
pre vyhodnotenie (obrdzok 2).

3 SPRAVA

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat nasledujice informécie:
— opis testovanej latky,
— vysledky merania vratane krivky teploty/casu,

— vietky doplnkové pozndmky dolezité pre interpreticiu vysledkov.
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4. ODKAZY

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

Obréizok 1

Schéma 20 mm testovanej kocky

- 0mm -

Obrizok 2
Typickd krivka teploty/casu

N teplota
) - vzorky
400C } o o o e e o s
| teplota
1 ° piecky
I
|
|
{
[}
teplota  } o o e e
vznietenia
o e
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

A.17. OXIDACNE VLASTNOSTI (TUHE LATKY)

METODA

UvoD

Odporica sa ziskat predbezné informdcie o vsetkych potencidlne vybusnych vlastnostiach latky este pred
uskutocnenim testu.

Tento test sa nedd pouzit pre kvapaliny, plyny, vybusné ani mimoriadne horlavé litky, ani pre organické
peroxidy.

Tento test sa nemusi uskuto¢nit, ak preskiimanie Strukturdlneho vzorca potvrdi domnienku, Ze prislusnd
latka nie je schopnd exotermickej reakcie s horlavym materidlom.

Aby sa zistilo, ¢ sa test musi uskutocnit so zvldStnymi bezpecnostnymi opatreniami, treba vykonat
predbezny test.

POJEM A JEDNOTKY

Cas horenia: ¢as reakcie vyjadreny v sekunddch, potrebny na to, aby reakénd zéna presla celou hranicou
vytvorenou z testovanej latky pri dodrzani postupu opisaného v 1.6.

Rychlost horenia: vyjadrend v milimetroch za sekundu.

Maximélna rychlost horenia: najvyssia hodnota rychlosti horenia ziskand so zmesami obsahujicimi 10 az
90 hmotnostnych percent oxidantu.

REFERENCNE LATKY

Pre potreby hlavného aj predbezného testu sa ako referencnd litka pouziva dusi¢nan barnaty.

Referencnou zmesou je td zmes dusicnanu bdrnatého s praskovou celul6zou, pripravend podla 1.6., ktord
dosiahla najvyssiu rychlost horenia (zvycajne je to zmes obsahujica 60 hmotnostnych percent dusi¢nanu
bérnatého).

PRINCIP METODY

V zdujme bezpecnosti sa uskutociiuje predbezny test. Ak tento test jasne ukdze, Ze testovand litka md
oxidacné vlastnosti, nie je potrebné uskutocnit Ziadne dalsie testy. Ak to vSak nie je tak, litku treba
podrobit kompletnému testu.

V ramci kompletného testu sa ldtka urCend na testovanie zmiesa s definovanou horlavinou v rozli¢nych
pomeroch. Kazdd zmes sa potom sformuje do hranice, ktord sa na jednom konci zapdli. Najvyssia
stanovend, resp. zistend rychlost horenia sa porovnd s maximalnou rychlostou horenia referen¢nej zmesi.

KRITERIA KVALITY

Ak je to nutné, mozno pouzit akikolvek metédu drvenia, mletia alebo miesania za predpokladu, Ze rozdiel
v maximdlnej rychlosti horenia v Siestich samostatnych testoch sa nebude odchylovat od aritmetickej
strednej hodnoty o viac ako 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

Priprava

Testovand ldtka

Velkost ciastociek testovanej ldtky treba redukovat na <0,125 mm pouzitim tohto postupu: testovand ldtka
sa preoseje, zvysnd Cast (frakcia) sa pomelie a tento postup sa opakuje dovtedy, kym celé mnozstvo urcené
na testovanie neprepadlo cez sito.

Pouzit mozno aktkolvek metédu mletia a preosievania, ktord zodpovedd kritéridm kvality.

Pred pripravou zmesi sa litka urCend na testovanie susi pri teplote 105 °C dovtedy, kym sa nedosiahne
konstantnd hmotnost. Ak je teplota rozkladu ldtky urcenej na testovanie niz$ia ako 105 °C, ldtka sa musi
susit pri vhodnej nizsej teplote.

Horlavina

Ako horlavina sa pouziva praskovd celuléza. Celuldéza musi byt takého typu, aky sa pouziva v pripade
chromatografie tenkej vrstvy alebo stlpcovej chromatografie. Ako najvhodnejsi sa osveddil typ s vyse 85 %
podielom dlzky vldkien medzi 0,020 mm a 0,075 mm. Celulézovy prasok sa preoseje cez sito s akostou
0,125 mm. Pocas celého testu treba pouzivat ti isti varku celuldzy.

Pred pripravou zmesi sa praskova celuldza susi pri teplote 105 °C dovtedy, kym sa nedosiahne konstantnd
teplota.

Ak sa v predbeznom teste pouzije drevitd mucka, treba pripravit drevitd micku z mikkého dreva pouzitim
tej Casti materidlu, ktord sa preosiala cez otvory sita velkosti 1,6 mm, potom treba mucku dokladne
premiesat, susit pri teplote 105 °C $tyri hodiny v navrstveni maximdlne do vysky 25 mm. Materidl treba
ochladit a uskladnit vo vzduchotesnom obale naplnenom do maximdlnej moznej miery az do Casu
pouzitia, podla moznosti do 24 hodin od ukoncenia procesu susenia.

Zdpalny zdroj

Ako zépalny zdroj sa odportica pouzit plynovy hordk s horticim plamefiom (minimdlny priemer 5 mm).
V pripade, ak sa pouzije iny zdpalny zdroj (napriklad pri testovani v inertnej atmosfére), v sprave sa musi
uviest jeho opis a zdovodnenie jeho pouzitia.

Realizicia testu
Pozndmka:

Zmesi oxidantov s celulézou alebo drevitou muackou sa musia upravovat ako potencidlne vybusné litky a
musi sa s nimi nardbat s patricnou opatrnostou.

Predbezny test

VysuSend litka sa dokladne premiesa s vysusenou celulézou alebo drevitou muckou v hmotnostnom
pomere 2 diclov testovanej latky a 1 dielu celulézy alebo drevitej macky, zmes sa potom sformuje do
malej hranice konického tvaru s rozmermi 3,5 cm (priemer zdkladne) x 2,5 cm (vyska) naplnenim (nie
utldcanim) formy kénického tvaru (napr. skleného laboratérneho lievika s upchatou stopkou).

Hranica sa umiestni na chladnd, nehorlavii (ohfiovzdornt), nepérovitti zdkladovi platiiu s nizkou tepelnou
vodivostou. Test sa musi uskutocnit v digestore, ako je to uvedené v 1.6.2.2.

Zdpalny zdroj sa kontaktne prilozi ku kuzelu. Pozoruje sa a zaznamend prudkost a trvanie vyslednej
reakcie.

Testovant ltku treba povazovat za oxidacnd, ak je reakcia prudkd.

V kazdom takom pripade, kde st pochybnosti o dosiahnutom vysledku, je potrebné uskuto¢nit kompletny
hlavny test podla opisu uvedeného nizsie.
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1.6.2.2.

Hlavny test

Pripravia sa zmesi oxidantu a celulézy obsahujice 10 az 90 hmotnostnych percent oxidantu v 10 %
prirastkoch. Pre hrani¢né pripady treba pouzit zmesi s rovnakym hmotnostnym podielom oxidantu a
celulézy, aby sa dosiahla presnejsia hodnota maximaélnej rychlosti horenia.

Hranica sa vytvori pomocou formy. Forma je vyroben z kovu, mé dfzku 250 mm a trojuholnikovity
prierez s vnitornou vyskou 10 mm a vnitornou sirkou 20 mm. Po obidvoch stranich formy si v
pozdiznom smere namontované kovové listy, ktoré slizia ako boéné ohranicenie a ktoré precnievajii 2 mm
ponad vrchny okraj trojuholnikovitého prierezu (pozrite obrazok). Zliabok s trojuholnikovitym prierezom
sa zvolna naplni mierne nad okraj testovanou zmesou. Forma sa potom zdvihne do vysky 2 cm a pusti sa,
aby dopadla na tvrdy podklad, ¢m sa zmes utrasie. Prebytoénd zmes sa zhrnie $ikmo naklonenym
platkom. Odstrania sa bo¢né kovové listy a zostdvajici praSok sa uhladi pouzitim valceka. Na vrchnd
stranu formy sa potom polozi nehorlavd (ohiiovzdornd), nepérovitd podkladovd doska s nizkou tepelnou
vodivostou, pristroj sa obrdti spodnou ¢astou navrch a forma sa odstrani.

Hranica z prdskovej zmesi sa umiestni do digestora prie¢ne na smer pridenia vzduchu.

Rychlost prudenia vzduchu musi byt dostato¢nd na to, aby sa zabrdnilo tniku spalin do ovzdusia
laboratéria, a pocas testu by sa nemala menit. Okolo pristroja by mala byt postavend protiprievanova
zdstena.

Kvoli hygroskopickym vlastnostiam celulézy a niektorych ldtok urcenych na testovanie by sa testy mali
uskutocnit ¢o mozno najskor po priprave.

Dotykom plamena sa zapili jeden koniec hranice z praskovej zmesi.

Po tom, ¢o sa zona reakcie rozsirila na pociatoént vzdialenost v dlzke 30 mm, treba odmerat Cas reakcie
na useku dalsich 200 mm.

Test sa uskutocni s referencénou litkou a najmenej raz s kazdym stanovenym hmotnostnym pomerom
zmesi testovanej latky a celuldzy.

Ak sa zisti, Ze maximdlna rychlost horenia je podstatne vyssia nez u referencnej zmesi, test mozno zastavit.
V ostatnych pripadoch sa musi test opakovat patkrt u kazdej z troch zmesi, ktoré dosiahli najvy3siu
rychlost horenia.

Ak vzniklo podozrenie, Ze vysledok je klamlivo pozitivny, test sa musi zopakovat s pouzitim inertnej latky
namiesto celulézy, ale s podobnou velkostou castic, napriklad diatomitu. Alternativne sa musi zmes
testovanej latky s celulézou, ktord dosiahla najvyssiu rychlost horenia, opakovane testovat v inertnej
atmosfére (<2 % v|v obsahu kyslika).

UDAJE

Z bezpecnostnych dovodov sa musi prave maximdlna rychlost horenia — teda nie strednd hodnota —
povazovat za charakteristickti oxida¢nt vlastnost testovanej latky.

Pre vyhodnotenie je dolezitd najvyssia hodnota rychlosti horenia danej zmesi v rdmci Siestich testov.

Najvyssia hodnota rychlosti horenia pre kazdd zmes oproti koncentrdcii oxidantu sa nanesie na graf. Z
grafu sa potom vyberie maximalna rychlost horenia.

Sest nameranych hodnot rychlosti horenia v rdmci jedného skdgobného kola, ziskanych zo zmesi s
maximalnou rychlostou horenia, sa nesmie odchylovat od hodnoty aritmetického stredu o viac ako 10 %,
lebo inak bude potrebné zdokonalit metédy drvenia, mletia a micSania testovanej ldtky.

Treba porovnat dosiahnutd maximalnu rychlost horenia s maximdlnou rychlostou horenia referencnej
zmesi (pozri 1.3).

Ak sa testy uskutocnuji v inertnej atmosfére, maximédlna rychlost reakcie sa porovnd s maximélnou
rychlostou reakcie referen¢nej zmesi v inertnej atmosfére.
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3.2.

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat nasledujice informécie:
— identitu, zloZenie, Cistotu, obsah vlhkosti atd. testovanej latky,

— vSetky Gpravy testovanej vzorky (napr. drvenie, mletie, susenie...),

— druh zédpalného zdroja pouzitého v teste,

— vysledky merani,

— typ (formu) reakcie [napr. horenie plamefiom na povrchu, horenie cez celd hmotu, vietky informdcie
tykajtice sa produktov (splodin) horenia (spalin)...],

— vietky doplnkové pozndmky a pripomienky dolezité pre interpretdciu vysledkov vratane opisu prudkosti
reakcie (horenie plamenom, iskrenie, pomalé tlenie atd.) a pribliznej doby trvania v predbeznom
bezpecnostnom/skriningovom teste pre testovand, ako aj pre referencni latku,

— vysledky z testov s inertnou litkou, ak také existujd,
— vysledky z testov uskutocnenych v inertnej atmosfére, ak také existujd.

INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Létku treba povazovat za oxidacni vtedy, ked:
a) v predbeznom skriningovom teste doslo k prudkej reakcii;

b) v hlavnom teste maximdlna rychlost horenia testovanej zmesi je vyssia alebo sa rovnd maximdlnej
rychlosti horenia referencnej zmesi celulézy a dusicnanu bérnatého.

Aby sa predislo nespravnym pozitivnym vysledkom, pri interpretdcii vysledkov musia byt zohladnené aj
vysledky ziskané pri testovani litky zmieSanej s inertnym materidlom afalebo pri testovani v inertnej
atmosfére.

ODKAZY

(1) NF T 20-035 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the oxidizing
properties of solids.
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Dodatok

Obrizok
Forma a prisluSenstvo na pripravu hranice z praskovitej skdsobnej latky

(vSetky rozmery st uvedené v milimetroch)
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A.

CAST B: METODY NA STANOVENIE TOXICITY

VSEOBECNY UVOD: CAST B

UVOD

Pozri vieobecny tvod.

B. POJMY

-
=

iii)

Akiitna toxicita zahffia nepriaznivé Gcinky, ktoré sa prejavia v priebehu urceného casu (zvycajne 14 dni) po
podani jednorazovej davky latky.

LD, (strednd letilna ddvka) je Statisticky odvodend ddvka latky, pri ktorej sa moze ocakdvat dmrtie 50 %
testovanych zvierat. Hodnota LD50 sa vyjadruje ako hmotnost testovanej ldtky na jednotku hmotnosti pokusného
zvierata (miligramy na kilogram).

LC,, (strednd letdlna koncentrdcia) je Statisticky odvodend koncentrdcia latky, pri ktorej sa moze ocakdvat timrtie
pocas expozicie alebo do urcitého ¢asu po expozicii u 50 % testovanych zvierat za predpisany cas. Hodnota LC,
sa vyjadruje ako hmotnost testovanej latky na $tandardny objem vzduchu (miligramy na liter).

Hodnota divky bez pozorovaného nepriaznivého d¢inku (NOAEL) je maximdlna velkost dévky alebo troven
expozicie pouzitd v teste, ktord nevyvoldva ziadne zistitelné zndmky toxicity.

Subakdtna/subchronickd toxicita zahffla nepriaznivé G¢inky, ktoré sa prejavia u pokusnych zvierat ako désledok
opakovanej denne podavanej ddvky chemickej litky alebo ako dosledok expozicie takejto litky pocas kratkeho
useku ocakdvanej dlzky zivota pokusnych zvierat.

Maximdlna tolerovatelnd divka (MTD) je najvysSia zistend dévka so zndmkami toxicity u zvierat bez
zdvaznejsieho vplyvu na ich prezitie vo vztahu k testu, na ktory sa pouzila.

KoZnou drdzdivostou sa rozumie vyvolanie reverznych zdpalovych zmien na kozi po aplikicii testovanej latky.

Oc¢nou drizdivostou sa rozumie vyvolanie reverznych zmien v oku po aplikdcii testovanej litky na predny
povrch oka.

Koznd senzibilizdcia (alergickd kontaktnd dermatitida) je imunologicky vyvoland koznd reakcia na chemickd latku.

Specifické pojmy pre inhalacnii toxicitu

Aerosol je definovany ako castice (tuhé alebo kvapalné), homogénne rozptylené vo vzduchu.

Aerodynamicky priemer je priemer gule s jednotkovou hustotou (1 g cm’), ktord md rovnakd konecnd
sedimenta¢nd rychlost ako prislusnd Castica.

Strednd velkost aerodynamickych ¢astic (MMAD) je vypocitany acrodynamicky priemer, ktory v pripade merania
hmotnosti rozdeluje distribaciu velkosti Castic aerosélu na dve polovice.

Geometrickd smerodajnd odchylka (GSD) je pomer odhadnutého 84 % percentilu a 50 % percentilu a je mierou
sklonu krivky kumulativnej distribiicie velkosti castic, a to za predpokladu, Ze velkost castic md lognormédlnu
distribtciu.
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Specifické pojmy pre metddy fixnej ddvky pri stanoveni akiitnej ordlnej toxicity

— Evidentnd toxicita sa vztahuje na toxické tcinky, ktoré sa prejavia po podani testovanej litky a ktoré su také silné,
7e podanie najblizsej vyssej davky by mohlo mat za ndsledok dmrtie.

— Diskriminujiica ddvka je najvyssia zo Styroch fixnych velkosti dédvok, ktord mozno podat bez toho, aby doslo
k thynu (vritane pripadov huménneho utratenia) vyvolanému létkou.

C. MUTAGENITA (vritane predbeznych skriningovych testov karcinogenity)

Na predbezné postdenie mutagénneho potencidlu litky je nevyhnutné ziskat informdcie o dvoch ukazovateloch,
menovite o génovej mutdcii a chromozémovych aberdcidch.

Tieto dva ukazovatele sa vyhodnocuji nasledujicimi testami:

i) testami na tvorbu génovej (bodovej) mutdcie v prokaryotickych bunkdch, ako je Salmonella typhimurium; prijatelné st
tiez testy s Escherichia coli. Volba medzi tymito dvomi testovacimi organizmami moze zévisiet od povahy chemickej
latky, ktord je testovand;

i) testami na tvorbu chromozémovych aberdcii v cicavcich bunkdch in vitro; prijatelnd je tiez metdda in vivo
(mikronukleovy test alebo analyza metafizy bunick kostnej drene). Ak vsak neexistujii protiargumenty, dorazne se
odporticaji metddy in vitro.

D. VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA

Existuji ur¢ité hranice v miere, do akej mozno vysledky testov na zvieratdch a testov in vitro priamo extrapolovat na
Cloveka, a tdto skutocnost je potrebné brat do Gvahy pri vyhodnocovani a interpretécii testov.

Ak st k dispozicii poznatky o nepriaznivych dcinkoch na cloveka, mozu byt dolezité pre stanovenie potencidlnych
Gcinkov chemickych latok na ludski populdciu.

E. ODKAZY NA LITERATURU

Toxikologia je vyvijajuci sa experimentdlny vedny odbor a ku kazdej téme existuje rozsiahla literatira. Dolezité
informdacie mozno ndjst v Smerniciach na vykondvanie OECD testov.

Dodato¢né pozndmky

Starostlivost o zvieratd

Pri testovani toxicity je dolezitd prisna kontrola podmienok prostredia a sprdvna starostlivost o zvieratd.

i) Podmienky chovu

Podmienky chovu v priestoroch alebo klietkach pre pokusné zvieratd by mali vyhovovat testovanym druhom. Pre
potkany, mysi a morcatd si vhodnymi podmienkami teplota miestnosti 22 + 3 °C a relativna vlhkost 30 az 70 %;
pre kraliky sa odportca teplota 20 + 3 °C a relativna vlhkost 30 az 70 %.

Niektoré experimentdlne techniky st obzvlast citlivé na vplyv teploty a v takych pripadoch st v opise skiSobnej
metddy uvedené podrobnosti o vhodnych podmienkach. Pri vsetkych sledovaniach toxickych déinkov by sa mali
zaznamendvat Udaje o teplote a vlhkosti a mali by sa monitorovat, zaznamendvat a zahrnit do zdverecnej spravy
o studii.
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Pri umelom osvetleni by sa obvykle malo striedat 12 hodin svetla a 12 hodin tmy. Podrobnosti o svetelnom rezime
by sa mali zaznamenat a zahrntt do zdverecnej spravy o Stdii.

V spravach o pokusoch na zvieratich je dolezité uviest typ pouzitej klietky a pocet zvierat chovanych v kazdej
klietke tak pocas expozicie chemickej ldtky, ako aj pocas ktorejkolvek dalsej doby pozorovania.

=
=

Podmienky kimenia

Potrava by mala spliiat vietky poziadavky vyzivy pre prislusny testovaci druh. Ak sa testované litky podévaji
zvieratdm v potrave, moze dojst k zniZeniu nutricnej hodnoty v dosledku vzdjomného posobenia (interakcie) latky
a zloziek potravy.

Moznost takéhoto posobenia by sa mala brat do tvahy pri interpretdcii vysledkov testov.

Primesi v potrave, ktorych vplyv na toxicitu je zndmy, nesmt byt pritomné v koncentrdciach, v ktorych by sa vplyv
prejavil.

Ochrana zvierat

Pri vypractvani skiSobnych metéd sa ndlezitd pozornost venovala ochrane zvierat. Niektoré priklady sd strucne
uvedené niZsie, tento zoznam viak nie je vycerpdvajici. Presné znenie ajalebo podmienky je potrebné vyhladat v texte
met6d:

— Na stanovenie akutnej ordlnej toxicity sa zavddza alternativna metdda, tzv. ,metdda stabilnej davky”. V tejto metdde
sa thyn nevyuziva ako $pecificky skimany ukazovatel. Vyzaduje menej zvierat a vedie k men3ej bolesti a utrpeniu
nez pri klasickom stanoveni akitnej ordlnej toxicity.

— Pocet pouzitych zvierat je obmedzeny na vedecky prijatelné minimum: v metédach B.1 a B.3 se na testovanie
pouZije iba 5 zvierat rovnakého pohlavia pre jednu velkost ddvky; na stanovenie koznej senzibilizdcie maximali-
zanym testom na morcatach (metdda B.6) sa pouzije iba 10 zvierat (a iba 5 pre negativnu kontrolnt skupinu);
pocet zvierat potrebnych pre pozitivnu kontrolu pri testovani mutagenity in vivo se taktiez zniZuje (metédy B.11
a B.12).

— Bolest a utrpenie zvierat pocas testov sa minimalizuje: je potrebné humdnnym spdsobom utratit zvieratd prejavujiice
zdvazné a pretrvavajuce zndmky utrpenia; nesmu sa poddvat testované latky, o ktorych je zndme, Ze sposobuji
vyraznd bolest a utrpenie v dosledku Zieravych a drdzdivych vlastnosti litky (metédy B.1, B.2 a B.3).

— Testovanie s neprimerane vysokymi ddvkami sa obmedzuje zavddzanim limitnych testov, a to nielen pri testoch
akdtnej toxicity (metédy B.1, B.2 a B.3), ale aj pri testoch mutagenity in vivo (metédy B.11 a B.12).

— Stratégia testovania drazdivosti teraz umoziuje, Ze test sa nemusi vykonat alebo Ze sa obmedzi na stadiu s jednym
zvieratom, ak sa to dd dostatocne vedecky zdovodnit.

Takéto vedecké zdovodnenie moze byt zaloZené na fyzikdlnochemickych vlastnostiach latky, na vysledkoch zalozenych
na inych uz vykonanych testoch alebo na vysledkoch spolahlivo validovanych testov in vitro. Ak sa napriklad $tudia
akdtnej toxicity nanesenim na koZu vykond s davkou litky zodpovedajicou ddvke v limitnom teste (metéda B.3) a
nebola pozorovand Ziadna koznd drdzdivost, moze byt dalsie testovanie koznej drazdivosti (metdda B.4) zbytocné;
materidly, ktoré v $tadii koznej drdzdivosti (metéda B.4) vykazujii nepochybné Zieravé ucinky alebo silné podrazdenie
koze, by sa nemali dalej testovat na ocnt drdzdivost (metdda 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 AKUTNA TOXICITA (ORALNA)

METODA

UvVOD

Pozri vieobecny tGvod, Cast B (A).

POJMY

Pozri vieobecny tGvod, Cast B (B).

REFERENCNE LATKY

Ziadne.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Testovand litka sa poddva v odstupnovanych ddvkach niekolkym skupindm pokusnych zvierat ordlne
gavdzou, a to kazdej skupine jedna velkost davky. Zvolené divky mozno stanovit podla vysledkov
orientacného testu na zistenie rozmedzia ddvok. Nésledne sa pozoruji ucinky a dhyn. Zvieratd, ktoré
v priebehu testu uhynuli, aj zvieratd, ktoré do konca testu prezili, sa pitvaji. Tato metéda sa pouziva
predovietkym pri $tadidch vykondvanych na hlodavcoch.

Je potrebné humannym sposobom usmrtit zvieratd vykazujice zdvazné a pretrvavajice zndmky utrpenia.
Nesmti sa poddvat testované latky, o ktorych je zndme, Ze sposobujii vyraznt bolest a utrpenie v dosledku
zieravych a drdzdivych vlastnosti latky.

KRITERIA KVALITY

Ziadne.

OPIS METODY

Priprava

Najmenej pat dni pred testom sa zvieratd chovaji v takych podmienkach chovu a kfmenia, v akych budi
pocas testu. Pred zacatim testu sa randomizuji zdravé mladé dospelé zvieratd a priraduji k pokusnym
skupindm pre test na hladanie ddvky a pre hlavny test. Ak je to potrebné, tak sa testovand ldtka rozpusti
alebo sa suspenduje vo vhodnom vehikule. Odporica sa podla moznosti zvolit v prvom rade vodny roztok
a po fiom rozpustenie v rastlinnom oleji alebo inych vhodnych vehikuldch, alebo suspenzii. V pripade
bezvodého vehikula by mali byt zndme jeho toxikologické vlastnosti alebo by sa mali stanovit pred testom
alebo pocas jeho vykondvania. Pri hlodavcoch by objem nemal za normdlnych okolnosti prekrocit 10
ml/kg telesnej hmotnosti, vynimku tvoria vodné roztoky, z ktorych sa moze poddvat az do 20 ml/kg.
Rozdielne objemy by sa mali prispdsobenim koncentricie udrziavat ¢o najnizsie, aby bol zabezpeceny
konstantny objem vo vsetkych davkach.

Podmienky skdsania

Pokusné zvieratd

Pokial neexistuji Ziadne mimoriadne dovody, tak sa uprednostiuje potkan.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4

1.6.2.5

1.6.3.

Pouzivaji sa zndme kmene pokusnych zvierat. Pre kazdé pohlavie by nemala byt odchylka telesnej
hmotnosti zvierat daného testu viac ako + 20 % od prislusnej strednej priemernej hodnoty kazdého
pohlavia.

Pocet a pohlavie

Pre kazdu velkost ddvky sa pouzije najmenej pat hlodavcov. Mali by byt rovnakého pohlavia. Ak sa pouziji
samice, musia byt nezapustené a nesmu byt gravidné. Ak existujii informdcie, Ze jedno z pohlavi je vyrazne
citlivejsie, pouZiju sa zvieratd tohto pohlavia.

Pozndmka: Ak sa v testoch akditnej toxicity pouZivaji zvieratd vysSicho radu, nez si hlodavce, malo by sa
zvazit pouzitie mensieho poctu zvierat.

Ddvky treba volit opatrne a treba zaistit, aby sa neprekrocila velkost stredne toxickej dévky. V takychto
testoch by sa nemali poddvat letdlne davky testovanej latky.

Velkosti ddvok

Pocet velkosti ddvok by mal byt dostato¢ny, najmenej tri, a maji byt vhodne odstupniované, aby vyvolali
u pokusnych skupin toxické ucinky a mortalitu v urc¢itom rozsahu. Ziskané tdaje by mali byt dostatocné
na zostrojenie krivky zdvislosti ddvka-reakcia, a pokial je to mozné, mali by umoznit prijatelné stanovenie
LD.,.

50

Limitny test

Pri pouziti hlodavcov mozno vykonat limitny test s jednou ddvkou najmenej 2 000 mg/kg telesnej
hmotnosti na skupindch piatich samcov a piatich samic, a to pouzitim vyssie opisanych postupov. Pokial
podand latka sposobi uhynutie, je potrebné zvazit vykonanie dplnej stadie.

Pozorovacia doba

Pozorovacia doba by mala byt minimalne 14 dni. Doba pozorovania by sa nemala ur¢ovat dogmaticky.
Mala by zdvisiet od druhu obrazu otravy, casového prejavu symptémov a od trvania zotavovacej fézy;
pozorovacia doba sa musi predlz1t vtedy, ak je to nevyhnutné. Casovy moment, ked sa prejavia priznaky
otravy a zasa odznejd, ako aj Cas smrti maji vyznam hlavne vtedy, ak st zndme priznaky pre spomalenti
amrtnost.

Postup

Pred podanim testovanej litky by zvieratd nemali byt kfmené. Potkanom sa potrava odoberie veCer pred
testom; u zvierat s vysSou rychlostou ltkovej vymeny postaci kratsie obdobie hladovania; pristup k pitnej
vode nie je obmedzeny. Nasledujiici den sa zvieratd odvdzia a testovand litka sa podd gavdzou v jednej
davke. Ak nemozno podat didvku naraz, mozno ju podat po mensich mnozstvach v priebehu najviac
24 hodin. Po podani ddvky sa zamedzi pristup k potrave este tri az Styri hodiny. Ak sa litka poddva po
Castiach v priebehu urcitého casu, moze byt podla dizky expozicie nevyhnutné poskytndf zvieratim
potravu a vodu.

Po podani litky sa vykondvaji a systematicky zaznamendvaji pozorovania, pre kazdé zviera sa vedi
samostatné zdznamy. Pocas prvého dna sa by sa mali pozorovania vykondvat casto.

Najmenej raz pocas kazdého pracovného dna sa vykonajii dokladné klinické vySetrenia, iné pozorovania sa
vykondvajii denne s vhodnymi opatreniami na minimalizdciu strdt zvierat pre $tddiu, napr. pitva alebo
zmrazenie uhynutych zvierat a izoldcia ¢i utratenie slabych alebo umierajicich zvierat. Pozorovania
zahffiaji zmeny na koZzi, na srsti, na ociach, na slizniciach a taktiez zmeny dychania, krvného obehu,
zmeny funkcie autonomne] a centrdlnej nervovej stistavy, somatomotorickej aktivity a sprdvania. Zvldstnu
pozornost treba venovat tremoru, kicom, slintaniu, hnackdm, letargii, spanku a kéme. Cas thynu sa
zaznamena ¢o mozno najpresnejsie.

Zvieratd, ktoré v priebehu testu uhynuli, aj zvieratd, ktoré do konca testu prezili, sa pitvajii. Zaznamenajii
sa vietky makroskopické patologické ndlezy. V pripade potreby sa odobert tkanivd pre histopatologické
vysetrenie.
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3.1.

3.2.

Vyhodnotenie toxicity u druhého pohlavia

Po ukonceni testu na zvieratich jedného pohlavia sa litka podd najmenej jednej skupine piatich zvierat
druhého pohlavia s cielom zistit, ¢i nie si zvieratd druhého pohlavia na testovand litku vyrazne citlivejsie.
V jednotlivych pripadoch moze byt zdovodnené pouzitie mensiecho poctu zvierat. Ak je k dispozicii
spolahlivd informdcia, Ze zvieratd a pohlavie, ktoré sa testuje, si vyrazne citlivejsie, moZe sa testovanie na
zvieratdch druhého pohlavia vynechat.

UDAJE

Udaje by sa mali zhrnit do tabulky, pricom sa pre kazdi pokusnd skupinu uvedie pocet zvierat na
zacCiatku testu, Cas thynu jednotlivych zvierat, pocet zvierat s inymi priznakmi toxicity, opis toxickych
t¢inkov a pitevné ndlezy. Stanovenie hmotnosti jednotlivych zvierat sa vykond bezprostredne pred podanim
testovanej latky, potom v tyzdennych intervaloch a v case thynu. Zmeny hmotnosti treba vypocitat a
zaznamenat, ak zvieratd prezivaji dlhsie nez jeden den. Zvieratd, ktoré boli huminnym sposobom
usmrtené kvoli utrpeniu a bolesti vyvolanymi podanou ldtkou, sa zaznamendvaji ako dhyn vyvolany
litkou. LD, sa vypocita uzndvanou metédou. Vyhodnotenie tidajov by malo zahffat taktiez vztah, pokial
existuje, medzi expoziciou zvierat testovanej litke a vyskytom a stupfiom vietkych abnormalit vritane
zmien spravania, klinickych symptomov, makroskopickych 1ézif, zmien telesnej hmotnosti, mortality
a ostatnych toxickych tcinkov.

SPRAVY

SPRAVA Z TESTU

Spréva z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informdcie:
— druhy zvierat, kmen, povod, chovatelské podmienky, krmivo atd.,
— skasobné podmienky,

— velkosti ddvok (vritane vehikula, pokial sa pouzije) a koncentracie,
— pohlavie zvierat, ktorym sa ltka podala,

— dudaje o reakcii podla pohlavia a podla velkosti ddvky vo forme tabulky (t. j. pocet uhynutych zvierat
alebo pocet zvierat, ktoré boli usmrtené, pocet zvierat s priznakmi toxicity, pocet exponovanych
zvierat),

— Cas thynu po podani testovanej latky, dovody a kritérid pre huménne usmrtenie zvierat,
— vietky pozorovania,

— hodnotu LD, pre pohlavie, u ktorého sa vykonala tiplnd stidia, a to pre 14-diiové pozorovania (spolu
so $pecifikovanou metédou vypoctu),

— 95 % interval spolahlivosti pre LD, (ak sa dd vypocitat),

— krivku zédvislosti mortality od davky a jej sklon (pokial to metdda stanovenia umoziiuje),
— pitevné nélezy,

— vSetky histopatologické nélezy,

— vysledky vsetkych testov na druhom pohlavi,

— rozbor vysledkov (zvldstnu pozornost treba venovat vplyvu, ktory by mohlo mat huménne usmrtenie
zvierat pocas testu na vypocitanii hodnotu LD, ),

— interpretdciu vysledkov.
VYHODNOTENE A INTERPRETACIA
Pozri vieobecny tvod, Cast B (D).
ODKAZY

Pozri vSeobecny tivod, cast 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 AKUTNA TOXICITA (ORALNA) - METODA STABILNEJ DAVKY

METODA

UvVOD

Pozri vieobecny tGvod, Cast B (A).
POJMY

Pozri vieobecny tGvod, Cast B (B).
REFERENCNE LATKY

Ziadne.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Akttny ordlny test toxicity poskytuje informécie o negativnych tcinkoch, ktoré st ndsledkom podania
jednej jedinej ddvky testovanej latky v rdmci kratkeho casového rozmedzia.

Metdda stabilnej ddvky sa vykondva v dvoch stupnoch.

V prvom teste na hladanie ddvky sa postupne skiimaji Gcinky rozliénych ddvok podanych gavdzou na
jednotlivych zvieratich jedného jediného pohlavia. Pomocou testu na hladanie ddvky sa zistuji tdaje o
vztahu medzi ddvkou a toxicitou vritane odhadu minimalnej letdlnej ddvky. V normdlnom pripade sa
nevySetruje v tomto prvom stupni viac ako 5 zvierat.

V hlavnom teste sa poddva testovand litka ordlne Zzalido¢nou sondou skupindm s 5 samcekmi a 5
samickami v jednej vopred stanovenej ddvke (5, 50, 500 alebo 2 000 mg/kg). Pouzitd ddvka sa zisti z testu
na hladanie dévky a zodpovedd ddvke, ktord sposobuje zjavnd toxicitu (pozri 1.2. Pojmy), ale nie smurt.

Po podani sa zvieratd sledujt.

Ak prvd zvolend ddvka vykazuje zjavny toxicky acinok, ale nesposobuje Ziadnu smrt sposobenti latkou, nie
je potrebny dalsi test.

Ak zvolend dévka nevyvoldva Ziadny zjavny toxicky Gcinok, tak by sa mala testovand litka nanovo testovat
v dalSej vyssej davke. Ak zvieratd uhynd alebo si priznaky silnych toxickych t¢inkov vyziadajii predcasni
smrt zvierat, mala by sa testovand ldtka znovu preskdmat v daldej nizsej davke.

Tento postup umoziuje zistovanie najvysSej neletdlnej ddvky, t. j. toto je najvyssia z vopred stanovenych
dévok, ktord sa moze podévat bez ndsledku smrti (vrdtane predcasnych dmrti).

Zvieratd, ktoré prejavuji silné a pretrvavajiice znaky utrpenia a bolesti mozno pripadne predcasne
humdnne usmrtit. Davky testovanych ldtok, o ktorych je zndme, Ze tymto sposobom vyvoldvaji na zdklade
ich zieravych a drdzdivych vlastnosti vyrazné utrpenie a bolesti, sa nemusia testovat.

KRITERIA KVALITY
Ziadne.
OPIS SKUSOBNE] METODY

Priprava

Pokusné zvieratd

Pokial neexistuji ziadne mimoriadne dovody, tak sa uprednostiiuje potkan.
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Pouzivaji sa zndme kmene pokusnych zvierat. Pre kazdé pohlavie by nemala byt odchylka telesnej
hmotnosti zvierat daného testu viac ako = 20 % od prislusnej strednej priemernej hodnoty.

Pred testom sa musia zvieratd aklimatizovat v ¢asovom rozmedzi najmenej piatich dni na experimentdlne
chovatel'ské a kimne podmienky. Pred zacatim testu sa randomizuji zdravé mladé dospelé zvieratd a
priraduji k pokusnym skupindm pre test na hladanie dévky a pre hlavny test. V praxi sa moze v hlavnom
teste pouZit aj len jedna skupina kazdého pohlavia.

Priprava a poddvanie ddvky

Ak je to potrebné, tak sa testovand latka rozpusti alebo sa suspenduje vo vhodnom vehikule. Odportica sa
podla moznosti zvolit v prvom rade vodny roztok a po fiom rozpustenie v rastlinnom oleji alebo inych
vhodnych vehikuldch alebo suspenzii. Pri nevodnych formula¢nych pomockach musia byt zndme ich
relevantné toxikologické vlastnosti. Inak sa urcuji pred alebo pocas testu. Pri hlodavcoch by objem nemal
za normdlnych okolnosti prekrocit 10 ml/kg telesnej hmotnosti, vynimku tvoria vodné roztoky, z ktorych
sa moze poddvat az do 20 ml/kg. Rozdielne objemy by sa mali prisposobenim koncentricie udrziavat ¢o
najnizie, aby bol zabezpeceny konstantny objem vo vsetkych ddvkach.

Pred podanim testovanej ldtky by zvieratd nemali dostat Ziadnu potravu. Pri potkanoch by sa nemala
poddvat potrava celd noc, pitnd vodu mozno poddvat neobmedzene. Na nasledujici den sa zvieratd
odvézia a testovand litka sa podd v jednorazovej ddvke ordlne pomocou gavdze. Ak nie je moznd
jednorazovd ddvka, moze sa ddvka urCend na aplikdciu poddvat v ciastkovych ddvkach maximdlne 24
hodin. Po podani testovanej litky by sa nemala podavat potrava dalsie tri az $tyri hodiny. Ak sa testovand
litka poddva v dastkovych mnozstviach pocas dlhsicho casového rozmedzia, moze byt potrebné podat
zvieratdm potravu a vodu podla dlzky expozicie medzi jednotlivymi aplikéciami.

Postup

Test na hladanie ddvky

Ucinky rozdielnych ddvok sa skimajii pri jednotlivych zvieratich. Spravidla, a ak Ziadne tdaje nepoukazuj
na vyssiu senzibilitu saméicho pohlavia, pouzivaji sa samicky. Ddvkovanie prebicha postupne, t. j. v
casovom rozmedzi 24 hodin, predtym ako sa podd ddvka dalsiemu zvieratu. Vsetky zvieratd sa pozoruji
pocas 7 dni, ¢i sa u nich prejavujii priznaky otravy; ak pretrvavaji mierne priznaky otravy pocas celych 7
dni, predlZuje sa pozorovaci cas pre dané zviera o dalsich 7 dni. Mala by sa zvolit jedna z tychto
pociato¢nych ddvok: 5, 50, 500 alebo 2 000 mg/kg. Ak zvolend pociato¢nd dévka nevyvoldva Ziadnu tazkd
toxicitu a dalSou vy$Sou davkou vyvold Gmrtnost, je potrebné preskimat jednu alebo viacero medzi-
stupniovych ddvok. Tym sa umoZni zozbierat tdaje o ddvkach vyvoldvajicich priznaky otravy, ako aj o
najniziej davke sposobujlicej imrtnost.

Treba sa snazit o to, aby sa vyvodila pociato¢nd ddvka z ddajov o podobnych latkach. Ak takéto tdaje
chybajii, odportica sa pouzit ako prvi dévku 500 mg/kg. Ak po podani pociatocnej ddvky neprejavia
ziadne priznaky otravy, tak sa preskiima dalsia vyssia ddvka. Ak ddvka 2 000 mg/kg nesposobi Ziadnu
tmrtnost, tak sa povazuje test na hladanie ndsledkov ddvky za uzavrety a hlavny test by sa mal potom
realizovat s touto davkou. Ak si tazké ndsledky sposobené pociato¢nou davkou (napr. 500 mg/kg) vyzaduji
predcasné usmrtenie, podd sa nizsia davka (napr. 50 mg/kg) inému zvieratu. Ak zviera tento test prezije,
mozu sa dalsim zvieratdm podat primerané ddvky, ktoré sa nachddzaji medzi stanovenymi ddvkovaniami.
Tymto postupom by sa nemalo testovat viac ako 5 zvierat.

Hlavny test

Pre kazdé zistené ddvkovanie sa pouziva minimélne 10 zvierat (5 samcekov a 5 samiciek). Samicky nesma
byt po vrhu ani gravidné.

Zékladom metddy stabilnej dévky je, Ze sa v hlavnom teste pouZzivaji len primerané toxické davky. Treba
zabréanit poddvaniu letdlnych dévok testovanej ldtky.

Testovand latka urcend na pouzitie pri teste by sa mala volif z jednej zo $tyroch urcenych ddvkovani, teda
5, 50, 500 alebo 2 000 mg/kg. Pociatocnd ddvka sa voli tak, aby vyvoldvala zjavné toxické ucinky, ale aby
nedoslo k dmrtiu vyvolanej ldtkou (vritane pred¢asnych humdannych usmrteni, néhodné umrtia sa
nepocitajt, ale mali by sa zaznamenat). Dali test nie je potrebny, ak tito ddvka vyvoldva zjavné priznaky
otravy, ale nespdsobuje Ziadne timrtie podmienené ldtkou.
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Ak podanie zvolenej ddvky nemd za ndsledok Ziadne zjavné toxické ucinky, mal by sa test opakovat s
dalSou najblizsou vy3sou ddvkou. Zvieratd by sa mali sledovat az do konca pozorovacieho casu. Ak si
zjavné priznaky otravy vyzaduji predcasné humdnne usmrtenie zvierat alebo ak dochddza k dmrtiu
sposobenému ldtkou, mal by sa test opakovat s nizSou davkou. Zvieratd, ktoré sa nemusia predcasne
usmrtit, by mali ostat nadalej pod dohladom pocas celého pozorovacieho casu.

Po podani sa jednotlivé pozorovania systematicky zaznamendvaji. Pre kazdé pokusné zviera sa registruji
pozorovania oddelene.

Pozorovaci ¢as by mal byt minimdlne 14 dni. Cas pozorovania by nemal byt uréeny dogmaticky, ale mal
by zévisiet od druhu obrazu otravy, casového prejavu symptomov a od trvania zotavovacej fazy. Pozorovaci
cas sa moze predizit, ak sa to povaiuje za potrebne Cas, ked' sa prejavia priznaky otravy a opit odzneja,
ako aj cas smrti maji vyznam hlavne vtedy, ak sti poznate[né priznaky pre spomalené priznaky otravy.

V den podania by sa malo vykonat minimdlne dvakrdt a v kazdy nasledujici den minimdlne jedenkrat
starostlivé klinické vySetrenie. Zvieratd, ktoré zjavne trpia bolestami alebo preukazuji silné priznaky
utrpenia, treba predcasne humdnne usmrtit. Ak tieto zvieratd nadalej preukazuji priznaky otravy, mali by
sa pocas prvych dni od podania vykonat dodatotné pozorovania. Pokus sa moze ukoncit, ak sa prvd
zvolend davka ukdzala ako vysoka.

Pozorovania sa zameriavaji na zmeny koZe, srsti, oci, sliznic, dychania a krvného obehu, autonémneho a
centrdlneho nervového systému ako somatomotoriky a spravania. Mimoriadnu pozornost treba venovat
trasu, kfcom, slineniu, hnackdm, letargii, spanku a kome.

Ur¢ovanie hmotnosti jednotlivych zvierat prebicha bezprostredne pred poddvanim testovanej litky, jeden-
krat denne pocas nasledujtcich troch dni a potom v tyzdriovych intervaloch. Zvieratd, ktoré uhynuli pocas
testu, a zvieratd, ktoré prezili do konca testu, sa odvdZia a pitvii. VSetky patologické zmeny sa musia
zaprotokolovat. Ak je to potrebné, mali by sa odobrat tkanivd pre histopatologické testy.

Test druhej alebo vo vynimocnych pripadoch tretej divky moéze byt potrebny podla vysledkov pred-
chadzajiicich déavok.

Ak testovand ldtka vedie pri 5 mg/kg telesnej hmotnosti k smrti (alebo ak to test na hladanie ddvky
zahfna), mala by sa preskimat akdtna toxicita testovanej latky.

UDAJE

Udaje z testu na hladanie dévky a z hlavného testu sa musia zhrndt do tabulky. Z nej musi vyplyvat pre
kazda testovant ddvku pocet zvierat na zaciatku testu, pocet zvierat s priznakmi otravy, pocet zvierat,
ktoré uhynuli pocas testu alebo boli pred¢asne humdnne usmrtené, opis toxickych ndsledkov a pre hlavny
test opis pripadne latkou podmienenych priznakov otravy, casovy priebeh priznakov otravy, ako aj sekéné
nélezy. Zmeny v hmotnosti sa urcuju a zaznamenavaji vtedy, ak zvieratd neprezili dlhsie ako jeden den.

Zvieratd, ktoré boli na zdklade litkou podmieneného utrpenia a bolesti pred¢asne humdnne usmrtené, sa
zaregistrovali ako pripady tmrtia podmienené ldtkou.

SPRAVA

SPRAVA Z TESTU

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informdcie, a to podla vhodnosti pre test na
hladanie davk, ako aj pre hlavny test:

— druhy zvierat, kmen, p6vod, chovatelské podmienky, krmivo atd.,

— podmienky testu,
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— skupiny davok (pripadne vehikulim a koncentraciu),

— kompletné vysledky vsetkych testovanych davok,

— zoznam tdajov podla pohlavia a ddvky (pocet pouzitych zvierat, zmeny telesnej hmotnosti, pripadne
pocet zvierat, ktoré uhynuli pocas testu alebo boli humanne usmrtené, pocet zvierat s priznakmi otravy,

druh, stupen a trvanie G¢inku),

— Casovy priebeh od zaciatku priznakov otravy a tdaje o tom, ¢i boli nezvratné, alebo nie,

— pri uhynutych alebo huménne usmrtenych zvieratdch ddaje o ¢ase smrti po podani, dovody a kritérid
na predc¢asné humdnne usmrtenie zvierat,

— sekéné ndlezy,

— vietky histopatologické nalezy,

— diskusiu o vysledkoch,

— vyhodnotenie vysledkov vrdtane priznakov zjavnych toxickych tcinkov a najvysSej neletdlnej davky

zistenej pocas testu.

VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA

DAVKA

5 mglkg telesnej hmotnosti

50 mglkg telesnej hmotnosti

500 mgfkg telesnej hmotnosti

2 000 mgfkg telesnej hmotnosti

VYSLEDKY

Menej ako 100 % Sanca na
prezitie.

100 % Sanca na prezitie; ale
zjavné priznaky otravy.

100 % Sanca na prezitie; ale
ziadne priznaky otravy.

Menej ako 100 % Sanca na
prezitie.

100 % Sanca na prezitie; ale
zjavné priznaky otravy.
100 % 3anca na prezitie; ale
ziadne priznaky otravy.

Menej ako 100 % Sanca na
preZitie.

100 % Sanca na prezitie; ale
zjavné priznaky otravy.

100 % Sanca na prezitie; ale
ziadne priznaky otravy

Menej ako 100 % Sanca na
prezitie.

100 % Sanca na prezitie; so
zjavnymi priznakmi otravy ale-
bo bez nich.

INTERPRETACIA

le’léepiny, ktoré st VELMI TO-
XICKE.

Zlgeniny, ktoré st TOXICKE.

Pozri  vysledky  pri  ddvke
50 mg/kg.

ZlGceniny, ktoré mozu byt TO-
XICKE alebo VELMI TOXICKE.
Pozri  vysledky — pri  ddvke
5 mg/kg.

Zlaceniny, ktoré st SKODLIVE.

Pozri  vysledky  pri  ddvke
500 mg/kg.

ZlGceniny, ktoré mozu byt TO-
XICKE alebo SKODLIVE. Pozri
vysledky pri ddvke 50 mg/kg.

Zltéeniny, o ktorych sa usudzuje,
Ze nemaju vyraznt akdtnu toxici-
tu.

Pozri  vysledky  pri  ddvke
2 000 mg/kg.

Pozri  vysledky  pri  ddvke
500 mglkg.

Zliceniny, ktoré nevykazuji vy-
raznd akdtnu toxicitu.

Pozri aj vSeobecny tvod, ¢ast B (D).

ODKAZY

Pozri vSeobecny tivod, ¢ast B (E).
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1.5.
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1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.2. AKUTNA TOXICITA (INHALACNA)

METODA
UVOD

Je vyhodné mat predbezné tdaje o rozdeleni castic podla velkosti, o tlaku pary, o teplote tavenia, teplote
vzplanutia, teplote varu a o vybusnosti latky.

Pozri aj vSeobecny tvod, cast B (A).
POMY

Pozri vieobecny tivod, Cast B (B).
REFERENCNE LATKY

Ziadne.

PRINCIP SKUSOBNEJ METODY

Viacero skupin pokusnych zvierat sa exponuje s testovanou ldtkou v odstupnovanych koncentricidch na
urCeny Cas, a to jedna koncentrdcia na jednu skupinu. Nakoniec sa zaregistrujii pozorované ndsledky
a pripady tmrtia. Zvieratd, ktoré uhynuli pocas testu, ako aj zvieratd, ktoré prezili do konca testu, sa pitvi.

Zvieratd s tazkymi a pretrvavajicimi priznakmi utrpenia a bolesti sa mozu predcasne humdnne usmrtit.
Létky, o ktorych je zndme, Ze tymto sposobom sposobuji na zédklade svojich Zieravych a silno drdzdivych
ti¢inkov bolest a utrpenie, sa nemusia testovat.

KRITERIA KVALITY
Ziadne.

OPIS SKUSOBNE] METODY
Priprava

Zvieratd si pred zaCatim testu zvykaji minimélne 5 dni na experimentdlne chovatelské a kimne podmienky.
Pred testom sa zdravé mladé dospelé zvieratd randomizuji a priraduji k jednotlivym testovanym
skupindm. Simulovand expozicia je potrebnd len vtedy, ak si to vyzaduje pouZitd operativna expozi¢nd
podmienka.

Pri tuhych testovanych litkach moze byt potrebnd mikronizicia, aby sa zachovali Castice vhodnej velkosti.

Ak je to potrebné, moze sa do testovanej litky pridat vhodnd pomocnd litka, aby sa dosiahla potrebnd
koncentrdcia testovanej litky v atmosfére, a v takom pripade sa musi vytvorit kontrolnd skupina, ktord
obsahuje len pomocnt litku. Ak sa k davke pridd na zjednodusenie podania pomocnd litka alebo ind
primes, musia byt zndme jej relevantné toxické vlastnosti. MozZu sa pouzit pripadne tdaje z prechddzajiicich
testov.

Podmienky skdsania

Pokusné zvieratd

Ak neexistuji mimoriadne dovody, tak sa uprednostiiuje potkan. PouZivaji sa zndme kmene pokusnych
zvierat. Pre kazdé pohlavie by nemala byt odchylka telesnej hmotnosti zvierat daného testu na zaciatku
testu viac ako 20 % od prislusnej strednej priemernej hodnoty.
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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.

Pocet a pohlavie

Pre kazda koncentrdciu sa musi pouZzit minimédlne 10 hlodavcov (5 samcekov a 5 samiciek). Samicky
nesmd byt po vrhu ani gravidné.

Pozndmka: Pri testoch akdtnej toxicity na zvieratich, ktoré patria k vy$sim stavovcom, ako hlodavce, sa
prihliada na pouzitie nizsicho poctu zvierat.

Dévky by sa mali zvolit starostlivo a velky doraz treba kldst na to, aby sa neprekrocili primerané toxické
davky. Pri takychto testoch by sa malo zabranit poddvaniu testovanej latky v letdlnych davkach.

Expozicnd koncentrdcia

Skupiny ddvok, najmenej tri, musia stacif na zachovanie testovanych skupin s toxickymi tcinkami a
medzami dmrtnosti podla prislusnej Klasifikdcie. Ziskané tdaje by mali byt dostacujice na zobrazenie
krivky koncentricie a imrtnosti, a ak je to mozné, mali by umoznit prijatelné urcenie LC, .

Limitny test

Ak nevyvold stvorhodinova expozicia 5 samcekoch a 5 samiciek pri koncentrdcii 5 mg na liter plynu alebo
tekutého aerosélu, alebo pevnej casti (alebo ak to nemozno dodrzat v druhom a trefom pripade kvoli
fyzikdlnym alebo chemickym vlastnostiam vritane nebezpecenstva vybuchu testovanej ldtky, maximdlna
dosiahnutelnd koncentrdcia) Gmrtnost zdvisld od aplikovanej litky pocas 14 dni, nemusi sa dalsie
testovanie povazovat za nevyhnutné.

Expozicny cas

Expozi¢ny Cas by mal byt Styri hodiny.

Vybavenie

Pre testy so zvieratami by sa malo pouzivat inhalacné zariadenie, ktoré zabezpecuje dynamicky prid
vzduchu minimdlne 12-krdt za hodinu, ako aj adekvétny obsah kyslika a rovnomerne rozlozend expozi¢ni
atmosféru. Ak sa pouziva jedna komora, tak sa musi zostavit tak, aby boli pokusné zvieratd v nej ¢o
najmenej stlacené a aby bola expozicia maximalizovand inhaldciou testovanej litky. Aby sa zabezpecila
stabilita atmosféry v inhala¢nej komore, nemal by ,celkovy objem“ pokusnych zvierat prekrocit 5 %
objemu komory. Pre expozicie oblasti nosa a ust, hlavy alebo celého tela sa musia pouzivat Specidlne
inhala¢né komory; obidva prvé druhy expozicie maji prispiet k tomu, aby ¢o najviac obmedzili prijatie
testovanej latky inymi cestami.

Pozorovaci cas

Pozorovaci ¢as by mal byt minimdlne 14 dni. Cas pozorovania by sa nemal urcif dogmaticky. Mal by
zdvisiet od druhu obrazu otravy, Casového prejavu symptomov a od trvania zotavovacej fizy; musi sa
predizit vtedy, ak je to nevyhnutné. Casovy moment, ked sa prejavia priznaky otravy a zasa odznejd, ako aj
Cas smrti maji vyznam hlavne vtedy, ak st zndme priznaky pre spomalenti Gmrtnost.

Postup

Zvieratd sa musia odvazit bezprostredne pred expoziciou a po expozicii pri nastaveni rovnovahy komorovej
koncentracie testovanej latky v urcenej aparatire pocas Styroch hodin. Nastavenie rovnovahy by malo
zabrat len velmi mélo casu. Teplota by mala byt pocas testu 22 +3 °C. Relativna vlhkost vzduchu sa
udrziava medzi 30 % a 70 %, s vynimkou pripadov, ked sa to nedd realizovat (napr. testy s niektorymi
aerosOlmi). Udrziavanie lahkého podtlaku v komore (&ge; 5 mm vody) zabrafuje unikaniu testovanej latky
do okolia. Pocas expozicie sa nepoddva Ziadna potrava ani voda. Mal by sa pouzivat vhodny systém na
vytvaranie a kontrolu skisobnej atmosféry. Systém md zabezpecovat ¢o najrychlejsie dosiahnutie konstant-
nych expoziénych podmienok. Komora by mala byt nastavend a obsluhovand tak, aby sa udrzalo
homogénne rozdelenie skdsobnej atmosféry v komore.
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Potrebné je vykonat tieto merania alebo kontroly:
— merania prietokového mnozstva vzduchu (priebezne);

— skutoc¢nd koncentracia testovanej latky sa meria pocas expozicie v dychacej oblasti minimalne trikrdt (v
niektorych druhoch atmosféry, napr. aeroséloch vo vysokej koncentrdcii, moze byt potrebnd Castejsia
kontrola). Pocas expozicnej doby by sa nemala koncentrcia odkldnat o viac ako 15 % od strednej
priemernej hodnoty. Pri niektorych aerosdloch sa takdto testovacia trovenn mozno nedd dosiahnut,
v takom pripade sa akceptuje vacsi rozsah rozptylu. Pre aerosély sa musi ¢o moZno najcastejsie robit
analyza velkosti Castic (aspon na jednu testovand skupinu);

— teplota a vlhkost vzduchu, ak je to mozné, tak priebezne.

Pocas expozicie a po expozicii sa zvieratd pozoruju a zapiSu sa ndlezy pre kazdé zviera. Tieto pozorovania
sa pocas prvého dna vykondvaji velmi Casto. Minimdlne raz za kazdy pracovny den by sa malo vykonat
dokladné klinické vysetrenie, ostatné denné pozorovania a prislusné opatrenia maju mat za ciel obmedzit
stratu zvierat pre Stadiu, napriklad autopsiou alebo schladenim ndjdenych uhynutych zvierat, alebo
izolaciou, alebo humdnnym usmrtenim slabych a zomierajicich zvierat.

Pozorovania by mali zahffiat zmeny koZze, srsti, oci, sliznic, dychania a krvného obehu, autonémneho a
centrdlneho nervového systému, ako aj zmeny somatomotoriky a spravania. Mimoriadnu pozornost treba
venovat trasu, dychaniu, kicom, slineniu, hnackdm, letargii, spinku a kéme. Cas smrti sa musi zachytit ¢o
mozno najpresnejsie. Hmotnost jednotlivych zvierat by sa mala urcovat po expozicii tyzdenne a v Case
smrti.

Zvieratd, ktoré uhynuli pocas testu, a zvieratd, ktoré prezili az do konca testu, sa pitvii s mimoriadnym
ohladom na vsetky zmeny v hornom a dolnom dychacom trakte. Vsetky patologické zmeny sa musia
zaprotokolovat. Ak je to potrebné, mali by sa odobrat tkanivd na histopatologické vysetrenie.

UDAJE

Udaje by sa mali zhrniit do tabulky. Z nej musi vyplyvat pre kazdd testovant skupinu pocet zvierat na
zaciatku testu, Cas smrti jednotlivych zvierat, pocet zvierat s dalsimi priznakmi jedovatého dcinku, opis
toxickych nésledkov a sekéné ndlezy. Zmeny hmotnosti sa musia urcit a zapisat, pokial zvieratd preZijii
dlhsie ako jeden den. Zvieratd, ktoré boli predcasne humdnne usmrtené z dévodu podmienenych bolesti a
utrpenia ldtkou, sa zaznamendvaji ako litkou podmienené pripady Gmrtia. LC,, sa vypocitava uzndvanou
metddou. Vyhodnotenie by malo zahfat, ak je to mozné, vztah medzi podanou dévkou, ako aj vznik a
stuperi vietkych abnormalit vritane zmien v spravani, klinickych symptéomov, tazkych poskodeni, zmien v
telesnej hmotnosti, imrtnosti a inych toxikologickych nédsledkov.

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informdcie:
— druh zvierat, kmen, povod, chovatel'ské podmienky, krmivo atd.,
— podmienky skiiania: opis expozicného aparitu

vrtane typu, rozmerov, zdroja vzduchu, systému tvorby aerosdlov, klimatizaéného systému a druhu
umiestnenia zvierat v skisobnej komore. Musia sa opisat pristroje na meranie teploty, vlhkosti vzduchu a
koncentracie aeros6lov, ako aj rozdelenie podla velkosti Castic.

Expozi¢né ddaje

Tieto tdaje sa musia uvddzat v tabulke a musia sa zobrazit uvedenim strednych priemernych hodnot a s
ohladom na odchylky (napr. Standardnd odchylka), a ak je to mozné, obsahuji tieto tdaje:

a) prietokové mnozstvo vzduchu v inhalatnom zariadent;

b) teplotu a vlhkost vzduchu;
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3.2

nomindlnu koncentriciu (celkové mnozstvo testovanej latky, ktord bola dand do inhala¢ného zariadenia,
vydelené objemom vzduchu);

charakteristické vlastnosti vehikula, ak sa pouzilo;

aktudlnu koncentraciu v dychacej oblasti;

strednti velkost aerodynamickych castic (MMAD) a geometrickt smerodajni odchylku (GSD);

¢as na nastavenie rovnovihy;

expozi¢nt dobu;

tdaje o reakcii vo forme tabulky, podla pohlavia a koncentricie (pocet zvierat uhynutych a huménne
usmrtenych pocas testu, pocet zvierat prejavujicich priznaky toxicity, pocet exponovanych zvierat),

Cas smrti pocas alebo po podani testovanej latky, dovody a kritérid na predcasné usmrcovanie zvierat,
vietky pozorovania,

hodnotu LC, pre kazdé pohlavie, zistenti na konci pozorovaciecho ¢asu (s udanim vypoctovej metédy),
95 % intervalu spolahlivosti pre LC,; (tam, kde je to mozné),

krivku ddvok/amrtnosti a sklon (tam, kde to metdda stanovenia umoziuje),

sekéné ndlezy,

vietky histopatologické nélezy,

diskusiu vysledkov (zvldstnu pozornost treba venovat vplyvu, aky moze mat predasné humdnne
usmrtenie zvierat pocas testu na vypocitant hodnotu LC,),

interpretdciu vysledkov.

VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA

Pozri vieobecny tGvod, Cast B (D).

ODKAZY

Pozri vieobecny tivod, cast 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.3. AKUTNA TOXICITA (DERMALNA)

METODA

UvVOD

Pozri vieobecny tGvod, Cast B (A).

POJMY

Pozri vieobecny tGvod, Cast B (B).

REFERENCNE LATKY

Ziadne.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Testovand ldtka sa nandSa na koZu v odstupriovanych dadvkach viacerym testovanym skupindm, a to jedna
dévka na jednu skupinu. Nakoniec sa registruji pozorované priznaky otravy a pripady Gmrtia. Zvieratd,
ktoré uhynd pocas testu, ako aj zvieratd, ktoré preziji do konca testu, sa pitvi.

Zvieratd so silnymi a pretrvdvajicimi priznakmi utrpenia a bolesti sa mdzu predcasne humdnne usmrtit.
Litky, o ktorych je zndme, Ze tymto sposobom sposobuji svojimi Zieravymi alebo drdzdivymi dc¢inkami
vyrazné bolesti a utrpenie, sa nemusia testovat.

KRITERIA KVALITY

Ziadne.

OPIS SKUSOBNEJ METODY

Priprava

Pred testom sa zvieratd vo svojich pokusnych klietkach aklimatizuji minimélne pat dni na experimentdlne
chovatel'ské a kfmne podmienky. Pred zacatim testu sa zdravé, mladé dospelé zvieratd randomizuji a
priraduji k jednotlivym testovanym skupindm. Asi 24 hodin pred zaciatkom testu sa strihanim alebo
holenim odstrdni na chrbte pokusnych zvierat srst. Pri strihani alebo holeni treba brat ohlad na to, aby sa
neposkodila koza zvierat, pretoze by to viedlo k zmene priepustnosti. Minimdlne 10 % plochy tela je
potrebné pripravit na aplikdciu testovanej latky. Ak sa pouziji tuhé latky, ktoré mozno pripadne rozdrvit
na prasok, mala by sa testovand ldtka dostatocne navlhéit vodou alebo pripadne vhodnou pomocnou
latkou, aby sa zabezpecil dobry kontakt s kozou. Pri pouziti vehikula sa musi zohladnit jeho vplyv na
vnikanie testovanej latky do koze. Tekuté testované ldtky sa vo vSeobecnosti pouzivaju nezriedené.

Podmienky skiiSania

Pokusné zvieratd

Mozu sa pouzit dospelé potkany alebo kraliky. MoZu sa pouzivat aj iné zvieratd, ale ich pouzitie sa musi
zdovodnit. Je potrebné pouzivat zndme kmene pokusnych zvierat. Pre kazdé pohlavie by nemala byt
odchylka telesnej hmotnosti zvierat daného testu na zaciatku testu viac ako + 20 % od prislusnej strednej
priemernej hodnoty.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Pocet a pohlavie

Pouzivajte minimdlne 5 zvierat pre kazda koncentrdciu. Mali by byt rovnakého pohlavia. Ak sa pouzivaji
samicky, nesmd byt po vrhu gravidné. Ak existuji informécie o tom, Ze jedno pohlavie reaguje vyrazne
citlivejsie, mali by sa pouzivat zvieratd tohto pohlavia.

Pozndmka: Pri testoch akdtnej toxicity na zvieratdch, ktoré patria k vy$iemu rddu ako hlodavce, sa berie
ohlad na pouzitie mensicho poctu zvierat. Davky by sa mali volit starostlivo a velky doraz by sa mal kldst
na to, aby sa neprekrocili primerané toxické davky. Pri takychto testoch by sa malo zabrdnit poddvaniu
testovanej latky v letdlnych ddvkach.

Velkosti ddvok

Pocet velkosti ddvok by mal byt dostatoc¢ny, najmenej tri, a ddvky by mali byt vhodne odstupnované, aby
vznikli skasobné skupiny s vyraznym rozsahom toxickych ti¢inkov a mortality. Pri urcovani velkosti ddvok
by sa mal zohladfiovat mozny Zieravy alebo drdzdivy acinok. Ziskané tdaje by mali stacit na zobrazenie
krivky o Gcinku dévky a tam, kde je to mozné, aj na prijatelné stanovenie LD, .

Limitny test

Moze sa vykonat limitny test s jednou jedinou dédvkou minimdlne 2 000 mg/kg telesnej hmotnosti na
jednej skupine s 5 samcekmi a 5 samickami pri pouziti horeopisaného postupu. Ak sa zistia pripady
timrtia podmienené latkou, mal by sa uvazit kompletny test.

Cas pozorovania

Cas pozorovania by mal trvat minimdlne 14 dni. Nemal by vsak byt urceny dogmaticky. Musi zdvisiet od
druhu obrazu otravy, casového vzniku symptémov a od trvania zotavovacej fdzy. Pozorovaci ¢as sa musi
predlzit, ak sa to ukdZe nevyhnutné. Casovy moment, ked vznikaji a odznievaji priznaky otravy, ich
trvanie, ako aj ¢as smrti maji vyznam hlavne vtedy, ak st poznatelné priznaky spomalenej imrtnosti.

Postup

Zvieratd by sa mali chovat v klietkach jednotlivo. Testovand litka sa nandSa jednotne na oblast, ktord
zodpovedd asi 10 % plochy tela. Pri velmi toxickych litkach moze byt tito plocha mensia, aviak co
mozno najvacsia plocha by mala byt pokrytd ¢o mozno najtenSou a najrovnomernej$ou vrstvou.

Testovand latka musi mat pocas expozicnej doby 24 hodin kontakt s kozou prostrednictvom porézneho
gdzového obvizu a nedrdzdivej ndplaste. Pokusnd plocha sa musi okrem toho vhodnym sposobom zakryt,
aby sa zafixoval a zaistil gazovy obviz a testovand litka, aby zvieratd nemohli ordlne prijimat testovant
latku. MozZu sa pouzit aj prostriedky na obmedzenie slobody pohybu, aby zvieratd nemohli ordlne prijimat
testovant latku, Gplnd imobilizdcia sa vak neodportica.

Po uplynuti expozi¢nej doby sa odstrdnia zvysky testovanej ldtky, pokial sa dd, pouzitim vody alebo inym
vhodnym postupom na cistenie koZe.

Pozorovania sa systematicky zaznamendvaji. Pre kazdé zviera sa vyhotovuji individudlne zdznamy. Prvy
den sa pozoruji zvieratd Casto. Minimélne raz v pracovny defi by sa malo vykonat starostlivé klinické
vySetrenie. Ostatné denné pozorovania a prislusné opatrenia maji za ciel obmedzit stratu zvierat pre
$tadiu, napr. autopsiou alebo schladenim ndjdenych uhynutych zvierat a izoldciou alebo humdnnym
usmrtenim slabych alebo umierajiicich zvierat.

Pozorovania obsahuji zmeny na srsti, kozi, ociach, slizniciach, zmeny dychania a krvného obehu,
autonémneho a centrdlneho nervového systému, ako aj somatomotoriky a sprdvania. Mimoriadnu pozor-
nost treba venovat trasu, kicom, slineniu, hnackdm, letargii, spanku a kéme. Casovy moment smrti sa musi
zachytif ¢o mozno najpresnejsie. Zvieratd, ktoré uhynuli pocas testu, a zvieratd, ktoré prezili do konca
testu, sa pitvd. Vsetky patologické zmeny sa musia zaprotokolovat. Ak je to potrebné, musia sa odobraf
tkanivd na histopatologické vysetrenie.
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3.1.

3.2.

Vyhodnotenie toxicity u druhého pohlavia

Po ukonceni testu so zvieratami jedného pohlavia sa poddva testovand ldtka skupine minimédlne s 5
zvieratami iného pohlavia, aby sa zistilo, ¢i tieto zvieratd nereaguji citlivejSie na testovant latku. Za
urcitych okolnosti moze byt opravnené pouzitie mensicho poctu zvierat. Ak existuje dostatok dokazov o
tom, Ze zvieratd skimaného pohlavia reaguji vyrazne citlivejSie, mozno upustit od testu zvierat iného
pohlavia.

UDAJE

Udaje sa zhrnt do tabulky, z nej musi pre kazdd testovanii skupinu vyplyvat pocet zvierat na zaciatku
testu, ¢as smrti jednotlivych zvierat, pocet zvierat prejavujiicich iné zndmky toxicity, opis toxickych tcinkov
a sekéné ndlezy. Hmotnost jednotlivych zvierat sa stanovi a zaznamend krdtko pred aplikdciou testovanej
latky, potom v tyzdennych intervaloch a v ¢ase smrti; zmeny hmotnosti treba stanovit a zaznamenat, ak
zvieratd prezivaju dlhsie nez jeden den. Zvieratd, ktoré boli huménnym sposobom usmrtené kvoli utrpeniu

a bolesti vyvolanej aplikovanou ldtkou, sa zaznamendvaji ako uhynutie vyvolané litkou. Hodnota LD, sa
vypocita pomocou uzndvanej metody.

Vyhodnotenie tdajov by malo, ak je to mozné, zahffiat vztah medzi poddvanou davkou, ako aj vznik a
stupeni vietkych abnormalit vritane zmien v spravani, klinickych symptéomov tazkych poskodeni, zmien
telesnej hmotnosti, tmrtnosti a inych toxikologickych t¢inkov.

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Spréva z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informdcie:

— druh zvierat, kmen, povod, chovatel'ské podmienky, krmivo atd.,

— podmienky skdsania (vrdtane postupu Cistenia koze a druhu obvizu — okluzivny alebo neokluzivny),
— velkosti davky (s vehikulom, ak sa pouzije, a koncentricia),

— pohlavie exponovanych zvierat,

— udaje o reakcii vo forme tabulky, podla pohlavia a koncentrdcie (pocet zvierat uhynutych a humanne
usmrtenych pocas testu, pocet zvierat prejavujicich priznaky toxicity, pocet exponovanych zvierat),

— Cas smrti po aplikdcii ddvky, dovody a kritérid na predcasné usmrcovanie zvierat,
— vietky pozorovania,

— hodnotu LC, pre pohlavie, u ktorého bola vykonand dplnd stddia, stanovend pre 14-diové pozoro-
vanie, s uvedenim met6dy stanovenia,

— 95 % intervalu spolahlivosti pre LC, (tam, kde je to mozné),

— krivku ddvok/Gmrtnosti a sklon tam, kde to metdda stanovenia umoznuje,
— sekéné ndlezy,

— vSetky histopatologické nélezy,

— vysledky akéhokolvek testu na iné pohlavie,

— diskusiu o vysledkoch (zvldstnu pozornost treba venovat vplyvu, aky moze mat predcasné humdnne
usmrtenie zvierat pocas testu na vypocitant hodnotu LC,),

— interpretéciu vysledkov.
VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA
Pozri vSeobecny tGivod, Cast B (D).
ODKAZY

Pozri vSeobecny tivod, cast B (E).
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B.4. AKUTNA TOXICITA (KOZNA DRAZDIVOST)

1. METODA
1.1 UvoD

Pozri vieobecny tGvod, Cast B (A).
1.2. POJMY

Pozri vieobecny tvod, Cast B (B).

1.3. REFERENCNE LATKY
Ziadne.
1.4. PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Podiatocné dvahy

Vsetky informacie, ktoré st k dispozicii o testovanej litke, sa musia starostlivo zohladnit, aby sa testovanie
latok pri podmienkach, ktoré pravdepodobne vedi k silnym reakcidm, obmedzilo na minimum. Nasledu-
jice informéacie mozu pomoct pri odpovedi na otdzku, ¢i sa md vykonat dplny test, test len na jednom
zvierati, alebo ¢i sa nemaji vykonat Ziadne dalsie testy:

i) Fyzikdlno-chemické vlastnosti a chemickd reaktivita. Pri velmi kyslych alebo alkalickych ldtkach (napr.
preukdzand hodnota pH 2 alebo nizsia, alebo pH 11,5 alebo vyssia) sa nemusi testovat primdrne
drdzdenie koze, ak sa daju ocakdvat Zieravé ucinky. TaktieZ treba zohladnit alkalicki alebo kysla
rezervu.

ii) Ak existujii jednoznacné dokazy o silnych dcinkoch na zdklade dobre validovanych testov in vitro,
nemusi byt potrebné vykonanie tplného testu.

iii) Vysledky z testov akdtnej toxicity. Ak bol vykonany test akiitnej toxicity dermdlnej s limitovanou
testovanou ddvkou ldtky (2 000 mg/kg telesnej hmotnosti) a nepozorovalo sa ziadne drdzdenie koze,
moze sa za urCitych okolnosti ukdzat dali test na drdzdenie koze ako nepotrebny a ani testovanie
latok, ktoré sa pri dermdlnom poddvani ukdzali ako velmi toxické, nie je potrebné.

Testovand ldtka sa nandsa jednorazovou ddvkou na kozu viacerych testovanych zvierat, pricom kazdé zviera
slizi ako vlastnd kontrola. Stupefi podrdzdenia sa po uréenom case ur¢i a vyhodnoti a nakoniec opise, aby
sa mohlo vykonat rozsiahle postdenie ucinkov.

Zvieratd so silnymi a pretrvavajicimi priznakmi utrpenia a bolesti sa moZu predcasne humanne usmrtit.

1.5. KRITERIA KVALITY
Ziadne.

1.6. OPIS SKUSOBNE] METODY

1.6.1. Priprava

Asi 24 hodin pred testom sa srst na chrbte testovanych zvierat ostrihd alebo oholi.

Pri strihani alebo holeni srsti treba dbat na to, aby sa neposkodila koza. MoZu sa pouZivat len zvieratd so
zdravou, neposkodenou koZzou.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

Niektoré rasy krélikov maji miesta s hustym zarastenim koze, ktoré sa v ur¢itych obdobiach roka prejavia
vyraznejsie. Testované ldtky sa nesmid nandsat na tieto husto zarastené miesta.

Ak sa realizuje test s tuhymi ldtkami (ktoré sa v pripade potreby zomeld na jemny prdsok), musi sa
testovand ldtka dostatocne navlhéit vodou alebo pomocnou litkou, aby sa zabezpecil dobry kontakt s
kozou. Pri pouziti vehikula sa musi brat ohlad na jeho vplyv na drdzdenie koZe. Kvapalné testované latky
sa pouZzivaji vo vSeobecnosti neriedené.

Podmienky skdsania

Pokusné zvieratd

Hoci sa mozu pouzivat rozne druhy cicavcov, uprednostiiuje sa krélik-albin.

Pocet zvierat

Ak sa na zdklade vysledkov predbeznych testov in vitro alebo inych tvah predpokladd, Ze litka moze
sposobovat nekrozy (t. j. Ze je Zieravd), mal by sa zvdzif test len s jednym zvieratom. Ak vysledky tohto
testu nevykazuji Ziadny Zzieravy acinok, mal by sa tento test uzavrief minimdlne s dvoma dalsimi
zvieratami.

Pre Gplny test si potrebné minimdlne tri zdravé dospelé zvieratd. Nie si potrebné ziadne dalSie zvieratd
pre neexponovani kontrolnd skupinu. Na vysvetlenie pochybnych reakcii mozu byt potrebné dodatocné
zvieratd.

Velkost ddvky

Ak neexistuji ziadne mimoriadne dovody, nandsa sa davka 0,5 ml tekutej ldtky alebo 0,5 g tuhej alebo
polotuhej ldtky na pripravend plochu koze. Hranicné miesta neexponovanej koze kazdého zvierata slizia
ako kontrola pre test.

Cas pozorovania

Cas pozorovania by sa nemal uréovat dogmaticky. Musi trvat dostatocne dlho, aby sa dala dokonale
posudzovat reverzibilita alebo ireverzibilita pozorovanych téinkov, za normdlnych okolnosti nemusi
prekrocit 14 dnf po aplikicii.

Postup

Zvieratd sa maji uchovévat jednotlivo v klietkach. Testovand litka sa nandsa na mald plochu koze (asi 6
cm?) a musi sa prikryt gdzou, ktord je prichytend ndplastou, ktord nedrdzdi kozu. V pripade kvapalin alebo
niektorych pdst moze byt potrebné polozit latku najprv na gzu a potom pripevnit na kozu. Pocas trvania
expozicie by sa mala giza volne pridrziavat na kozi pomocou vhodného okluzivneho alebo semiokluziv-
neho obvizu. Treba zabrdnit tomu, aby sa zviera dostalo ku gdzovému obvizu a aby ordlne prijalo alebo
inhalovalo testovand latku.

Po uplynuti expozicnej doby sa odstrdni zvySok testovanej latky, ak je to mozné, vodou alebo vhodnym
rozpustadlom bez toho, aby sa znizila reakcia alebo integrita epidermy.

Expozi¢nd doba trvd za normélnych okolnosti $tyri hodiny.

Ak existuje podozrenie, Ze testovand litka sposobi nekrézu (t. j. Ze je Zieravd), mala by sa expozicnd doba
skrdtit (napr. na jednu hodinu alebo tri mintty). Takyto test sa moze vykonat pripadne najprv na jednom
zvierati, ktorému sa, ak to nie je vylicené z dovodu akitnej dermdlnej toxicity testovanej latky, sucasne
aplikuji tri gdzové tampény. Prvy tampon sa odstrdni po troch mindtach. Ak sa nepozoruje Ziadna tazkd
reakcia koze, odstréni sa druhy tampén po hodine. Ak pozorovania v tomto casovom rozmedzi ukdzu, Ze
je potrebnd Stvorhodinovéd expozicia a Ze sa moze vykonat sposobom chréniacim zviera, odstrdni sa po
Styroch hodindch treti tampén a reakcia sa vyhodnoti.
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1.6.3.1.

3.1.

3.2.

V takom pripade (t. j. ak bola moznd Stvorhodinovd expozicia) by sa mal test uzavriet pri pouZiti
minimdlne dalsich dvoch zvierat, iba ak takémuto testu protireCia etické ndzory (napr. ak sa po
Stvorhodinovej expozicii zisti nekroza).

Ak po troch mintitach alebo po jednej hodine nastane prudkd rekcia koze (napr. nekrdza), test sa musi
okamzite ukondit.

Dlhsie expozicné doby sa mozu ohldsit za urcitych predpokladov, napr. ocakdvanym pouzitim alebo
expoziciou u ¢loveka.

Pozorovanie a vyhodnotenie

U zvierat sa pozoruji priznaky erytémov a edémov, pricom sa vyhodnocuje reakcia 60 mindt a potom 24,
48 a 72 hodin po odstrineni gdzového tampénu. Reakcia koze sa urci a zapiSe podla skély v tabulke.
Dalsie pozorovania st potrebné, ak sa reverzibilita tiplne nepreukdzala do 72 hodin. Popri pozorovaniach
drdzdenia koZe sa musia kompletne opisat vietky zdvazné zmeny, ako napr. poleptanie koZe (nezvratné
zmeny koze) a iné toxické dcinky.

Na vysvetlenie pochybnych reakcii, ktoré s prekryté sfarbenim koze testovanou ldtkou, sa mozu pouzit
také postupy ako napr. histopatologické vysetrenie alebo meranie hrtibky vrasok.

UDAJE

Udaje sa zhrnit do tabulky. Z nej musi pre kazdé testované zviera vyplyvat stupen podrazdenia posidenim
erytémov a edému pocas pozorovacicho casu. Tazké poskodenia, postdenie stupfia a druhu podrdzdenia
koze, reverzibility alebo Zzieravého acinku a vietky ostatné toxické ucinky sa musia tieZ zaznamenat.

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Sprava z testu by mala, ak je to mozné, obsahovat nasledujice informécie:
— druh zvierat, kmen, povod, chovatel'ské podmienky, krmivo atd.,

— podmienky sktiania (vritane relevantnych fyzikdlno-chemickych vlastnosti testovanej latky, postupu pri
priprave a Cisteni koZe a druhu obvizu: okluzivny alebo semiokluzivny),

— udaje o reakcii na podrdzdenie koze u kazdého jednotlivého zvierata pri kazdom pozorovani (napr. za
1, 24, 48 a 72 hodin atd. po odstréneni gdzového obvizu) vo forme tabulky,

— opis vietkych zistenych vaznych zmien (lézii) vritane Zieravého Gcinku,

— opis stupfia a charakteru pozorovaného podrdzdenia a pripadne histopatologickych nalezov,
— opis vietkych ostatnych toxickych tcinkov, inych ako podrazdenie koze,

— diskusiu o vysledkoch,

— vyhodnotenie vysledkov.

VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA

Pozri vieobecny tvod, Cast B (D).

ODKAZY

Pozri vSeobecny tivod, ¢ast B (E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

Dodatok

TABULKA: STUPNICA VYHODNOCOVANIA KOZNEJ REAKCIE

Tvorba erytému a chrasty

Hodnota
P4 e v BN 0
Velmi slaby erytém (sotva ynimatelng) ..............ooooiiiiii 1
Zretelne viditeIny erytém ..o 2
Mierny aZ faZky erytéim .......oooiiiiiiii i 3

Tazky erytém (silné zadervenanie) alebo tvorba chrasty (hlboké poranenia), znemoZitujtice
POSUAENIE EIFIEIIIU ...ttt i e 4

ZIAANY dEMML..ooeeii oot e e 0
Velmi fahky edém (sotva vnimatelny) .............oooi 1
Lahky edém (okraje plochy st zretelné, plocha je ohraniCend zretelnym vyvySenim)........................ 2
Mierny edém (okraje plochy s vyvySené asi 0 1 mm) .........ooooiiiiiiiiiiiiii 3
Tazky edém (zdurenie vysie ako 1 mm a presahujiice za hranice exponovanej plochy) .................... 4

B.5. AKUTNA TOXICITA (OCNA DRAZDIVOST)

METODA

UvVOD

Pozri vSeobecny tvod, cast B (A).
POJMY

Pozri vieobecny tivod, Cast B (B).
REFERENCNE LATKY

Ziadne.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY
Pociato¢né tvahy

Vsetky informdcie, ktoré st k dispozicii o testovanej latke, sa musia starostlivo brat do tvahy, aby sa na
minimum obmedzilo testovanie litok pri podmienkach, ktoré pravdepodobne vedd k silnym reakcidm. Z
tohto hladiska mozu byt uzitocné tieto informdcie:

i) Fyzikdlno-chemické vlastnosti a chemickd reaktivita. Velmi kyslé alebo alkalické skasobné latky, ktoré
maji hodnotu pH 2 alebo nizsiu, alebo pH 11,5 alebo vySsiu, sa nemusia testovat, ak sa dajd
predpokladat silné poskodenia. Alkalickd alebo kysld rezerva sa musi tiez zohladnit.
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1.5.

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) Vysledky z dobre validovanych alternativnych $tadii latky, ktoré vykdzali Zieravé alebo silno drazdivé
vlastnosti, by sa nemali dalej testovat na drazdivost o&i, pretoze sa modze vychddzat z toho, ze takéto
laitky mozu v teste, v ktorom sa aplikovala tdto metdéda, vyvolat silné Gcinky na ociach.

iii) Vysledky zo $tadii na podrdzdenost koze. Latky, ktorych Zieravé alebo silnodrazdivé vlastnosti boli v
tadii na podrdzdenie koze jednoznacne podloZené, sa nemusia este $pecidlne testovat na drazdivost
odi, pretoze sa vychadza z toho, Ze takéto testované latky mozu vyvoldvat silné Gcinky na ociach.

Testovand latka sa poddva u kazdého zvierata jednorazovou dévkou do jedného oka, neoSetrené oko slizi
ako kontrola. Druh podrdzdenia sa meria v urcitych Casovych intervaloch, vyhodnocuje a nakoniec opisuje,
aby sa mohlo vykonat kompletné postdenie téinku. Cas pozorovania by sa mal odmerat tak, aby sa dala
tplne zhodnotit reverzibilita alebo ireverzibilita vzniknutého t¢inku.

Zvieratd prejavujlice silné a pretrvdvajiice zndmky utrpenia a bolesti sa mozu pred¢asne humdnne usmrtit.
KRITERIA KVALITY

Ziadne.

OPIS SKUSOBNEJ METODY

Priprava

U kazdého predbezne vybraného pokusného zvierata sa 24 hodin pred testom vySetria obidve oci. Zvieratd,
u ktorych sa zisti podrazdenie o¢i, o¢nd chyba alebo poskodenie rohovky, sa z testu vylicia.

Podmienky skdsania

Pokusné zvieratd

Hoci sa mozu pouzivat rozlicné druhy pokusnych zvierat, odporica sa test vykonat s pouzitim zdravého
dospelého kralika-albina.

Pocet zvierat

Malo by sa uvazovat o teste s jednym testovanym zvieratom, ak sa daji predpokladat vyrazné ucinky. Ak
vysledok tohto testu na krdlikovi poukazuje na to, zZe litka pdsobi pri pouziti opisaného postupu silno
drédzdivo (reverzibilny tc¢inok) alebo Zieravo (nereverzibilny Gc¢inok) na oci, mozno upustit od testu ocnej
drézdivosti na dalsich zvieratich. PrileZitostne mozno vykonat dalsi test na dodatoénych zvieratich na
vySetrenie Specidlnych aspektov.

V pripade testov s viac ako jednym zvieratom sa musia pouzit minimalne tri zvieratd. DalSie zvieratd mozu
byt potrebné na vysvetlenie nejasnych nélezov.

Velkost ddvky

Na testovanie kvapalin sa pouziva ddvka 0,1 ml. V pripade tuhych latok, past a partikuldrnych litok by
malo mat pouzité mnozstvo objem 0,1 ml alebo hmotnost 0,1 g testovanej ldtky (hmotnost sa musi vzdy
zaznamenaft). Ak ide o tuhd alebo hrubozrnnd litku, musi sa rozomlief na prach. Objem partikuldrnych
latok sa urCuje aZ po opatrnom zhutfiovani, napr. trepanim meracej nadoby.

U létok pritomnych v aerosélovych rozstrekovacoch s cerpadlom alebo pod tlakom sa kvapalina vypudi a
0,1 ml latky sa zhromazdi a instiluje do oka podla opisu pre kvapaliny.

Cas pozorovania

Cas pozorovania by sa nemal uréovat dogmaticky. Musi byt dostatocne dlhy, aby sa dala vyhodnotit
reverzibilita alebo ireverzibilita pozorovanych tdcinkov, ale za normdlnych okolnosti nemusi prekrocit 21
dni po aplikdcii instilécii.
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1.6.3.

1.6.3.1.

3.1.

Postup

Zvieratd by sa mali chovat jednotlivo v klietkach. Testovand litka sa aplikuje do slzného vaku spojovky
jedného oka kazdého zvierata po lahkom nadvihnuti viecka od ocnej gule. Viecka sa potom asi na sekundu
lahko stlacia, aby sa zabranilo vyteceniu testovanej latky. Druhé, neosetrené oko slizi ako kontrola.

Ak sa dd predpokladat, ze litka moze sposobit nepomerne silné bolesti, moze sa pred aplikdciou testovanej
latky pouzit lokdlne anestetikum. Druh, koncentrdcia a Cas aplikdcie lokdlneho anestetika sa musia zvolit
velmi starostlivo, aby sa zabezpecilo, Ze jeho pouzitim nevzniknd Ziadne signifikantné rozdiely v reakcii na
testovanii latku. NeoSetrené oko by sa malo umftvit podobnym sposobom.

Odi testovanych zvierat by sa nemali vymyt skor ako 24 hodin po aplikicii. Po 24 hodindch sa moze
vykonat vyplach oci, ak sa to povazuje za vhodné.

Pre latky, ktoré pri tomto testovanom postupe spdsobuji drdzdenie, sa mozu indikovat dodatocné testy na
krélikovi, pri ktorych sa mu oci vyplachnu kritko po aplikdcii testovanej latky. V takychto pripadoch sa
odporti¢a pouzit troch krélikov. Pol mintity po nakvapkani ldtky sa oci krdlika vymyvaji pol minity,
pricom sa mnozstvo a rychlost toku voli tak, aby nedoslo k Ziadnemu poraneniu.

Pozorovanie a vyhodnotenie

Oc¢i sa musia vySetrit po 1, 24, 48 a 72 hodindch. Ak sa po 72 hodindch neprejavia Ziadne ocné lézie,
mozZe sa test ukoncit.

Cas pozorovania treba prediZit, pokial pretrvéva postihnutie rohovky alebo iné priznaky podrazdenia oka,
aby sa postdil vyvoj zmien a ich reverzibilita alebo ireverzibilita. Popri pozorovani rohovky, dihovky
a spojivky sa zaznamenaji a uvedd aj iné zistené lézie. Stupen reakcie oka treba pri kazdom vySetreni
zaznamenat (podla tabulky). (Vyhodnotenie reakcie oka pripasta rozne moznosti interpreticie. Ako
pomocka pre skdsobné laboratérid a pre tych, ktori vykondvaju interpreticiu pozorovani, mozu poslazit
ilustrované pokyny na vyhodnocovanie o¢nej drazdivosti.)

Zistovanie reakcif sa moze ulahcit pouzitim binokuldrnej lupy, rucnej Strbinovej lampy, o¢ného mikroskopu
alebo inych vhodnych zariadeni. Po zapisani pozorovani po 24 hodinich sa mozu oci jedného alebo
vietkych kralikov vysetrit s fluoresceinom.

UDAJE

Udaje sa zhrnt do tabulky, pricom sa pre kazdé jednotlivé zviera uvedie stupeii podrdZdenia v urcenom
Case pozorovania. Uvedie sa opis stupnia a povahy podrdzdenia, pritomnost zdvaznych 1ézii a vsetky
mimoocné Gcinky, ktoré boli pozorované.

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informacie:
— udaje o zvieratdch (druh, kmen, povod, chovatelské podmienky, krmivo atd.),
— podmienky skti$ania (vritane relevantnych fyzikdlno-chemickych vlastnosti testovanej ldtky),

— vo forme tabulky tdaje o drézdivych/zieravych t¢inkoch u jednotlivych zvierat v casovych intervaloch
pozorovania (napr. po 1, 24, 48 a 72 hodindch),

— opis vietkych zistenych zdvaznych 1ézii,

— podrobny opis stupna a druhu zisteného podrdzdenia alebo Zieravého wcinku vrtane postihnutej
oblasti rohovky a reverzibility,
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— opis metédy na vyhodnotenie podrdzdenia po 1, 24, 48 a 72 hodinach (napr. ru¢nd Strbinovd lampa,
o¢ny mikroskop, fluorescein),

— opis ostatnych zistenych mimooé¢nych lokalnych dcinkov,
— diskusiu o vysledkoch,
— vyhodnotenie vysledkov.

3.2. VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA
Pozri vieobecny tGivod, Cast B (D).

4. ODKAZY
Pozri vSeobecny tvod, cast B (E).

Dodatok

STUPNICA OCNYCH LEZI{

Rohovka

Nepriehladnost: stupefi neprichladnosti (vySetria sa najviac neprichladné oblasti)

Nepriehladnost nie je pritomnd ... 0
Rozptylené alebo difdzne oblasti nepriehfadnosti (iné ako slabé zastrenie normdlneho lesku), detaily

ddhovky jasne viditeIné ............. 1
Lahko identifikovatelnd priehfadnd oblast, detaily ddhovky lahko zastreté ................................. 2
Pritomnost zony opalescencie, detaily ddhovky nie si viditelné, obrys zrenice sotva viditefny .......... 3
Uplnd nepriehfadnost rohovky, dihovka nie je vobec viditelnd ..............coooiiiiiiiiiiiiiiii 4

Dihovka
NOFMAINA ..ot e 0

Nepravidelnd 3$truktdra ddhovky, prekrvenie, opuchy, prekrvenie alebo nastricknutie ciev okolo
rohovky, akédkolvek kombinicia uvedenych Gcinkov, reakcia na svetlo je zachovand (pripadne ome-
BKANA) ..ottt s 1

Reakcia na svetlo nie je pritomnd, hemoragia a rozsiahle podkodenie (jeden alebo vietky uvedené
GEIKY) oo e e 2

Spojivka

Zacervenanie [pola najzdvaZnejSej zmeny pozorovanej na vieckovej (palpebrilnej) alebo bulbdrnej spojivke v porovnani
s kontrolmym okom]

Cievna kresba normalna ... 0
Nastrieknutie niektorych ciev vyraznej§ie ................ooooiiiiiii 1
Tazké rozlfSenie jednotlivych ciev, difizna karmfnovocervend farba ................ooooiiiiiiiiiiiiiiiiis 2
Diftizna sytoCervend farba ... 3

Opuch: viecka afalebo niktinnjch membrdn

Opuch nie je PHIOMNY .......iiiiiiii e 0
V3etky opuchy nad normdlom (vritane niktiacnych membrdn) ..................... 1
Vyrazny opuch s astocnou everziou (vyvratenim) viecka ... 2

Opuch spdsobujiici uzayretie vieCok na polovicu ... 3
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1.1.

1.2.

1.3.

B.6. SENZIBILIZACIA POKOZKY

METODA
UvVOD
POZNAMKY

Citlivost a schopnost testov zistit potencidl senzibilizdtorov ludskej pokozky sa povazuji v systéme
klasifikdcie toxicity v spojitosti s ochranou verejného zdravia za dolezité faktory.

Neexistuje Ziadna jednorazovd testovacia metdda, ktord by dostatocne identifikovala vsetky latky
s potencidlnym senzibiliza¢nym dc¢inkom na Tudskd pokozku a ktord by bola vhodnd pre vietky latky.

Pri volbe testu sa berti do Gvahy také faktory, ako sa fyzikilne vlastnosti ltky, vritane jej schopnosti
prenikat do pokozky.

Vyvinuli sa dva typy testov, pri ktorych sa pouZzivaji morcatd, a to testy s adjuvansom, v ktorych je
alergicky stav zosilnovany rozpustenim alebo suspendovanim ldtky v kompletnom Freundovom adjuvanse
(FCA), a testy bez pomocnej latky.

Testy s adjuvansmi s pravdepodobne presnejsie v predpovedani pravdepodobného senzibiliza¢ného dcinku
latky na Tudskd pokozku nez metédy bez pouzitia Freundovho kompletného adjuvansu, a preto sa aj
uprednostriuj.

Casto pouzivanym typom adjuvansového testu je maximalizacny test na morcatich (GPMT). Hoci sa na
zistenie potencidlu latky sposobujiicej precitlivelost pokozky pouzivaji aj iné metddy, GPMT sa medzi
adjuvansovymi metédami uprednostiiuje.

za menej citlivé.

V urcitych pripadoch moézu existovat priciny pre vyber Buechlerovho testu, v ktorom sa vyuZziva miestna
aplikicia namiesto intradermalneho vstrekovania vyuzivaného maximalizacnym testom na morcatich
(GPMT). Pri pouziti Buehlerovho testu je nevyhnutné vedecké zdovodnenie jeho pouzitia.

V tejto metdde je opisany maximalizacny test na morcatich (GPMT) a Buehlerov test. Iné met6dy sa mozu
pouzif za predpokladu, Ze st dostato¢ne validované a vedecky zdovodnené.

Bez ohladu na pouZité metdédy musi sa citlivost kmena morciat pouzitého na testovanie senzibilizdcie
pokozky v pravidelnych (Sestmesacnych) intervaloch kontrolovat s pouzitim zndmych miernych az stredne
silnych senzibilizujicich ldtok a musi sa ziskat dostatocny pocet pozitivnych reakcii.

Pozri aj vieobecny tvod, cast B (A).
POJEM

Pozri vieobecny tvod, ¢ast B (B).
REFERENCNE LATKY

Odporicaja sa tieto litky, podla potreby zriedené, ako aj akékolvek dalsie senzibilizujice litky uvedené
v literattre alebo patriace do skupiny testovanej latky.

— pfenyléndiamin ¢islo CAS 106503
— 2,4dinitrochlérbenzén &slo CAS 97-00-7
— dichréman didraselny ¢islo CAS 7778-50-9
— neomycinsulfat ¢islo CAS 1405-10-3

— siran nikelnaty cislo CAS 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.

PRINCIP SKUSOBNYCH METOD

Po pociatocnej expozicii testovanej litke (,indukéné” obdobie) st zvieratd priblizne dva tyzdne po poslednej
indukénej expozicii podrobia ,provokacnej“ ddvke testovanej litky s cielom zistit, ¢i bol vyvolany stav
precitlivenosti. Senzibilizdcia sa stanovi skiimanim koznej reakcie na provokacnii expoziciu.

KRITERIA KVALITY
Ziadne.
OPIS SKUSOBNYCH METOD

Maximalizaény test na morcatich (GPMT)

Priprava

Vykond sa ndhodny vyber zdravych mladych albinotickych morciat, ktoré sa zaradia do jednotlivych
pokusnych a kontrolnych skupin. Pred aplikdciou litky sa v lopatkovej oblasti odstrani srst strihanim alebo
holenim. Treba dbat na to, aby nedoslo k poskodeniu koze.

Podmienky skiisania

Pokusné zvierata

PouZijii sa bezne pouzivané laboratorne albinotické kmene morcata s hmotnostou mensou ako 500 g.

Pocet a pohlavie

Mozno pouzit samcov aj samice. Ak sa pouZiji samice, musia byt nezapustené a nesmi byt gravidné.
V exponovanej skupine sa pouzije minimélne 10 zvierat a v kontrolnej skupine najmenej 5 zvierat. Pouzitie
mensicho poctu zvierat sa musi zdovodnit. V pripade nejasnych vysledkov moze byt histopatologickym
vySetrenim ulah¢ené rozhodnutie, ¢i sa md test zopakovat s dalSou sadou zvierat.

Ak nie je mozné dospiet ku kone¢nému zéveru, & ldtka je, alebo nie je senzibilizujica, odporica sa
vykonat test s dalsimi zvieratami, tak aby bolo v experimentdlnej skupine celkom 20 zvierat a v kontrolnej
skupine 10 zvierat.

Velkosti ddvok

Koncentrdcia testovanej ldtky sa upravi na drover, ktord vyvoldva isté zndmky podraZdenia koze, ale ktort
zvieratd dobre zndSaji v kazdej indukénej faze.

Ako provokacnd koncentrdcia sa pouzije maximdlna koncentricia, ktord u nesenzibilizovanych zvierat
nevyvoldva Ziadne podrdzdenie kozZe.

Tieto koncentrdcie mozno stanovit v obmedzenej predbeznej Studii (na dvoch alebo troch zvieratdch).

Doba pozorovania

Pocas indukéného obdobia sa vykondvajii pozorovania s cielom zistit mozné drdzdivé Gcinky. Po ukonéeni
provokacnej expozicie sa 24 a 48 hodin po odstrdneni ndplasti zaznamend reakcia koze.

Postup

Zvieratd sa odvézia pred zacatim testu a po jeho ukonceni. Z lopatkovej oblasti sa odstrani srst. Postup mé
dve §tadia:
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1.6.1.3.1.

1.6.1.3.2.

Indukcia
0. den — exponovand skupina

Nasledujtice dvojice subkutdnnych injekcii, kazdd po 0,1 ml, sa symetricky podla stredovej Ciary podaji do
lopatkovej oblasti zbavenej srsti:

Injekcia 1: 0,1 ml Freundovho kompletného adjuvansu (FCA) zmieS$aného
s vodou alebo fyziologickym roztokom v pomere 1: 1.

Injekcia 2: 0,1 ml testovanej ldtky, podla potreby vo vhodnom vehikule.

Injekcia 3: 0,1 ml testovanej latky v FCA.

Pri injekcii 3 sa latky rozpustné vo vode rozpustia v 0,05 ml vody a 0,05 ml nezriedeného FCA. Litky
rozpustné v tukoch alebo nerozpustné latky sa zmiesajii s nezriedenym FCA.

Konec¢nd koncentrécia testovanej latky pre injekciu 3 md byt rovnakd ako pre injekciu 2.

Injekcie 1 a 2 sa aplikuji blizko seba a ¢o najblizsie k hlave, zatial ¢o injekcia 3 smerom ku kaudilnej
Casti skasobnej plochy.

0. den — kontrolnd skupina

Nasledujtice dvojice subkutdnnych injekcif sa podajii do rovnakych miest ako u exponovanych zvierat:

Injekcia 1: 0,1 ml Freundovho kompletného adjuvansu (FCA) zmiesaného
s vodou alebo fyziologickym roztokom v pomere 1: 1.

Injekcia 2: 0,1 ml samotného vehikula.

Injekcia 3: 0,1 ml vehikula v FCA.

6. dent — kontrolnd a exponovand skupina

Ak latka nedrazdi kozu, natrie sa testovacia plocha po ostrihani afalebo oholeni 0,5 ml 10 % nétrium-
dodecylsulfitu vo vazeline s cielom vyvolania miestneho podrdzdenia.

7. deft — exponovand skupina

Testovacia plocha sa opit zbavi srsti. Testovanou litkou vo vhodnom vehikule (volba vehikula by mala byt
zdovodnend; tuhé latky sa jemne rozomelt a vmie$aji do vhodného vehikula; kvapaliny mozno aplikovat
priamo) se napusti filtra¢ny papier (2 x 4 cm), ktory sa prilozi na testovaciu plochu a udrziava sa v styku
s kozou pomocou okluzivneho obvizu 48 hodin.

7. den — kontrolnd skupina

Testovacia plocha sa opit zbavi srsti. Samotné vehikulum sa podobnym sposobom nanesie na testovaciu
plochu a udrziava sa na nej pomocou okluzivneho obvizu 48 hodin.

Provokiédcia
21. den

Boky exponovanych aj kontrolnych zvierat sa zbavia srsti. Na jeden bok zvierata sa aplikuje testovand latka
na ndplasti alebo v komorke a na druhy bok sa rovnakym spésobom aplikuje samotné vehikulum.

Ndplasti sa udrziavaji v styku s kozou pomocou okluzivneho obvdzu 24 hodin.

Kontrolnd skupina sa exponuje rovnakym spdsobom.
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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.

23. a 24. den

— 21 hodin po odstrineni ndplasti sa provokacnd plocha vy¢isti, podla potreby sa z nej odstrdni srst,

— o tri hodiny neskor (48 hodin od zaciatku aplikdcie provokacnej ddvky) sa vykond pozorovanie
a zaznamena sa koZna reakcia,

— 24 hodin (po 72 hodindch) po tomto pozorovani sa vykond druhé pozorovanie a zaznamend sa.

Na tcely objasnenia vysledkov ziskanych pri prvej provokacii by sa mala zvdzitf moznost vykonania druhej
provokicie, a to priblizne o tyzden neskor a podla potreby s novou kontrolnou skupinou exponovanou
vylu¢ne vehikulu.

Pozorovanie a vyhodnotenie

Vsetky kozné reakcie a neobvyklé ndlezy, ktoré st dosledkom indukénych a provokacnych postupov, sa
zaznamenajl a uvedd v sprave.

Na objasnenie pochybnych reakcif alebo ticinkov maskovanych zafarbenim koze testovanou litkou mozno
pouzit také techniky, ako je histopatologické vySetrenie alebo meranie hribky koznej vrasky.

Biihlerov test

Priprava

Vykond sa ndhodny vyber zdravych mladych albinotickych morciat, ktoré sa zaradia do jednotlivych
pokusnych a kontrolnych skupin. Pred aplikdciou latky sa v lopatkovej oblasti odstrdni srst strihanim alebo
holenim. Treba dbat na to, aby nedoslo k poskodeniu koZe.

Testovacie podmienky

Pokusné zvieratd

Pouzijii sa bezne pouzivané laboratorne albinotické kmene morcata s hmotnostou mensou ako 500 g.

Pocet a pohlavie

Mozno pouzif samcov aj samice. Ak sa pouZiji samice, musia byt nezapustené a nesmi byt gravidné.
V exponovanej skupine sa pouZije minimdlne 20 zvierat a v kontrolnej skupine najmenej 10 zvierat.
Pouzitie mensiecho poctu zvierat sa musi zdovodnit. V pripade nejasnych vysledkov moze byt histopatolo-
gickym vySetrenim ulah¢ené rozhodnutie, ¢i sa md test zopakovat s dalSou sadou zvierat.

Velkosti ddvok

Koncentrécia testovanej ltky sa pre kazdd indukénd fizu upravi na najvyssiu droven, ktort zvieratd dobre
systémovo znd$aju a ktord v pripade drdzdivych litok vyvoldva u vicSiny zvierat mierne aZ stredné
podrizdenie. ~ Ako  provokacnd  koncentrdcia sa  pouZije maximdlna  koncentrdcia,  ktord
u nesenzibilizovanych zvierat nevyvoldva podrdzdenie koZe. Tieto koncentricie mozno stanovit
v obmedzenej predbeznej $tidii (na dvoch alebo troch zvieratich).

Doba pozorovania

V priebehu indukéného obdobia sa vykondvaji pozorovania s cielom zistif mozné drazdivych dcinky. Po
ukonceni provokacnej expozicie sa 24 hodin a 48 hodin po odstraneni ndplasti, t. j. 30 a 54 hodin po
zaCiatku aplikdcie, zaznamendva reakcia koze.

Postup
Zvieratd sa odvdzia pred zacatim testu a po jeho ukonceni.

Postup mé dve $tadia:
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1.6.2.3.1.

1.6.2.3.2.

1.6.2.3.3.

3.1.

Indukcia
0. den — exponovand skupina

Jeden bok sa zbavi srsti. Tampén sa nasyti 0,5 ml testovanej litky vo vhodnom vehikule (volba vehikula by
sa mala zdovodnit; ak je to vhodné, mozno kvapaliny aplikovat priamo). Aplikuje sa priamo na testovaciu
plochu a udrziava sa v styku s kozou okluzivnou ndplastou alebo komorkou a vhodnym obvizom
6 hodin.

0. den — kontrolnd skupina

Jeden bok sa zbavi srsti. Samotné vehikulum sa podobnym sposobom nanesie na testovaciu plochu.
Udrziava se v styku s kozou okluzivnou néplastou alebo komorkou a vhodnym obvizom 6 hodin.

7.a 14. den

Rovnakd aplikdcia ako v 0. deni sa na rovnakej skisobnej ploche (podla potreby zbavenej srsti) vykond v 7.
a 14. den.

Provokiécia
28. den

Druhy bok exponovanych a kontrolnych zvierat sa zbavi srsti. Okluzivna ndplast alebo komorka
obsahujica 0,5 ml testovanej latky v maximélnej nedrdzdivej koncentracii sa aplikuje na zadni cast boku
exponovanych zvierat. Na predntl cast boku sa taktiez aplikuje okluzivna ndplast alebo komorka len so
samotnym vehikulom.

Okluzivne ndplaste sa udrziavajii v styku s kozou vhodnym obvizom 6 hodin.
Expozicia kontrolnej skupiny sa vykond rovnakym spdsobom.
29. a 30. den

— 21 hodin po odstrineni ndplasti sa exponovand plocha vycisti, podla potreby sa z nej odstrani srs,

— o tri hodiny neskor (30 hodin po zaciatku aplikicie provokacnej ddvky) sa vykond pozorovanie reakcie
koZe a zaznamend sa,

— 24 hodin po tomto pozorovani (po 54 hodinich od zaciatku aplikdcie provokacnej ddvky) sa vykond
druhé pozorovanie a zaznamend sa.

Pozorovanie a vyhodnotenie

Vsetky kozné reakcie a neobvyklé ndlezy, ku ktorym doslo v dosledku indukénych a provokacnych
postupov, sa zaznamenaju a uvedd v sprave.

Na objasnenie pochybnych reakcii alebo ucinkov maskovanych sfarbenim koze testovanou litkou mozno
pouzit také techniky, ako je histopatologické vySetrenie alebo meranie hribky koznej vrdsky.

UDAJE (test GPMT a Buehlerov test)

Udaje sa zhrnd do tabulky, pricom sa pre kazdé zviera uvedie reakcia koZe pri kazdom pozorovani.
SPRAVA (test GPMT a Buehlerov test)

SPRAVA Z TESTU (test GPMT a Buehlerov test)

Sprava z testu by mala, pokial je to mozZné, obsahovat tieto informacie:

— pouzity kmen mordiat,

— podmienky skiisania, koncentracie vehikula a testovanej ldtky pouzité pri indukcii a provokacii,
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3.2.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

— pocet, vek a pohlavie zvierat,

— hmotnosti jednotlivych zvierat na zaciatku a na konci testu,

— kazdé pozorovanie vykonané na kazdom zvierati vritane systému vyhodnocovania, ak sa pouzil,
— diskusiu o vysledkoch,

— interpretéciu vysledkov.

VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA (test GPMT a Buehlerov test)
Pozri vSeobecny tvod, cast B (D).

ODKAZY

Pozri vieobecny tivod, ¢ast B (E).

B.7. TOXICITA PO 28-DNOVE] OPAKOVANE]J DAVKE (ORALNA)

METODA

UvVOD

Pozri vieobecny Gvod, Cast B (A).
POJMY

Pozri vieobecny tvod, ¢ast B (B).
REFERENCNE LATKY

Ziadne.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Niekolkym skupindm experimentdlnych zvierat sa denne ordlne aplikuje testovand litka v odstupfiovanych
dévkach sposobom, pri ktorom sa kazdej skupine poddva jedna dévka pocas 28-dnového obdobia. Pocas
obdobia poddvania sa zvieratd denne pozoruji s cielom zistit znaky toxicity. Pitva sa uskutoéni na
zvieratich uhynutych alebo usmrtenych pocas testovania, ako aj po ukonceni testu na zvieratdch, ktoré
test prezija.

KRITERIA KVALITY
Ziadne.

OPIS SKUSOBNE] METODY
Priprava

Najmenej pdt dni pred zacatim testu sa zvieratd chovaji v takych podmienkach chovu a kimenia, v akych
budt aj pocas testu. Pred zacatim testu sa vykond ndhodny vyber zdravych mladych zvierat, ktoré sa
zaradia do pokusnych skupin. Testovand ldtku mozZno poddvat potravou, gavdzou, v kapsliach alebo
v pitnej vode. Vietkym zvieratdim by sa mali ddvky podévat pocas celého pokusného obdobia rovnakou
metddou. Ak sa na ulahcenie poddvania ddvok pouzilo vehikulum alebo iné prisady, malo by o nich byt
zndme, Ze nemajl toxické G¢inky. V pripade potreby mozno pouzit uz existujiice Gdaje.
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1.6.2.

1.4.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

Podmienky skdsSania

Pokusné zvieratd

Ak neexistujii dovody proti, uprednostiiovanym druhom je potkan. Pouzijii sa mladé zdravé zvieratd bezne
pouzivanych laboratérnych kmenov a s poddvanim litky by sa malo najlepsie zacat, pokial st potkany
mladsie ako 3est tyzdnov a v kazdom pripade nie starsie ako osem tyzdiiov.

Na zaciatku testu by nemalo rozpitie odchylok hmotnosti pouzitych zvierat prekrocit + 20 % prislusnej
strednej hodnoty.

Pocet a pohlavie

Pre kazda velkost ddvky sa pouZzije najmenej 10 zvierat (pit samiCiek a pat samcov). Samicky musia byt
nezapustené a nesmi byt gravidné. Ak sa medzitym planuje usmrcovanie zvierat, ich mnoZstvo sa zvysuje
o pldnovany pocet zvierat, ktoré sa usmrtia pred ukoncenim Stidie. MoZe sa pouzit sprievodnd skupina
najviac 10 zvierat (pdt z kazdého pohlavia), ktorej sa aplikuje vyssia ddvka pocas 28 dni a sleduje sa
reverzibilita, perzistencia alebo oneskorovanie toxickych dcinkov pocas 14 dni po ukonceni aplikdcie.
Takisto sa pouZiva sprievodnd skupina 10 kontrolnych zvierat (pit z kazdého pohlavia).

Velkosti ddvok

Bezne sa pouZivaji tri testované a jedna kontrolnd skupina. So zvieratami v kontrolnej skupine sa musi
zaobchddzat takisto ako so zvieratami v testovanych skupindch, s vynimkou aplikovania testovanej ldtky.
Ak sa pri aplikovani testovanej litky pouziva vehikulum, kontrolnd skupina ho musi dostat v najvyssom
objeme, v akom sa pouZiva v testovanych skupinich. Maximélna velkost ddvky by mala mat za nésledok
toxické Uc¢inky, ale nemala by sposobit Ziadne uhynutie, alebo by mala mat za ndsledok maly pocet
uhynuti. Minimélna velkost ddvky by nemala vyvolat Ziadne zndmky toxicity. Ak je k dispozicii pouzitelny
odhad expozicie ¢loveka, mala by ju minimélna velkost davky prekracovat. V idedlnom pripade by mala
strednd velkost davky vyvolat minimédlne pozorovatelné toxické ucinky. Ak sa pouZije viac ako jedna
strednd velkost dévky, mali by sa velkosti lisit tak, aby vyvolali odstupiiované toxické Géinky. V skupindch
s minimédlnou a strednou velkostou dévky a v kontrolnej skupine by mal byt vyskyt uhynuti nizky, aby
bolo mozné vykonat zmysluplné hodnotenie vysledkov.

Ak sa testovand ldtka poddva v potrave, moze sa pouzit bud konstantnd koncentrcia (v ppm alebo
v mgf/kg potravy), alebo konstantné ddvkovanie vzhladom na telesnd hmotnost zvierata; pouzitd moznost
musi byt $pecifikovand. Ak sa latka aplikuje gavdzou, malo by sa tak stat kazdy den priblizne v rovnakom
Case a ddvkovanie by malo byt pravidelne (tyZdenne alebo kazdych Strndst dni) prisposobené tak, aby bolo
konstantné vzhladom na telesnti hmotnost zvierata.

Limitny test

Ak 28-dnové Stidia vykonand sposobom opisanym niZSie nepreukdze Ziadne toxické ucinky pri ddvke
1 000 mgfkg telesnej hmotnosti za defi alebo pri vicsej ddvke zodpovedajiicej moznej expozicii ¢loveka, ak
je tito zndma, nie je dalie testovanie nutné. U litok s nizkou toxicitou je dodlezité zaistif, aby mnozstvo
a iné vlastnosti testovanej ldtky pri poddvani v potrave neovplyviiovali bezné nutriéné poziadavky.

Cas pozorovania

Zvieratd sa pozoruji denne a zaznamendvaji sa priznaky toxicity vrtane casu ich ndstupu, stupna
a trvania. Zaznamendva sa Cas uhynutia a Cas, ked' sa priznaky toxicity objavia a ked zmiznd.
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1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Postup

Testovand ldtka sa zvieratdim poddva najlepsie sedem dni v tyzdni pocas 28 dni. Zvieratd v satelitnej
skupine urcené na ndsledné pozorovania by nemali byt dalsich 14 dni exponované, aby sa posidilo
zotavenie z toxickych ucinkov alebo ich pretrvévanie.

Pozorovania zahffiaji zmeny na koZi, srsti, ociach, slizniciach a taktiez zmeny dychania, krvného obehu,
zmeny funkcie autonémnej a centrdlnej nervovej sistavy, somatomotorickej aktivity a sprdvania. Raz
tyZdenne sa vykonaji merania spotreby potravy (a vody, ak sa testovand ltka poddva v pitnej vode)
a zvieratd sa raz tyzdenne odvézia.

Pravidelné pozorovanie zvierat je nevyhnutné na to, aby sa zaistilo, Ze u zvierat pokial mozno nebude
dochddzat k stratdm napr. v dosledku kanibalizmu, autolyzy tkaniv alebo chybného zaradenia. Po ukonéeni
Studie sa vietky zvieratd z inych nez satelitnych skupin, ktoré prezili, podrobia pitve. Zvieratd v agoénii
a zvieratd, ktoré sa trdpia alebo trpia bolestou, sa ihned vyradia, humdnne utratia a pitvi.

Na konci skiisobného obdobia sa u vietkych zvierat, vritane kontrolnych, vykonajii tieto vySetrenia:

1. hematologické vySetrenie: stanovit aspoil hematokrit, koncentrdciu hemoglobinu, pocet erytrocytov,
celkovy a diferencidlny pocet leukocytov a zrézanlivost krvi;

2. biochemické vysetrenie krvi: stanovenie asponl jedného parametra funkcie pecene a ladvin: alaninamino-
transferdza v sére (predtym zndma ako glutamdtpyruvdttransamindza), aspartdtaminotransferdza séra
(predtym zndma ako glutamdtoxalacetdttransamindza), mocovinovy dusik, albumin, kreatinin, celkovy
bilirubin a celkové bielkoviny v sére.

Medzi iné stanovenia, ktoré mozu byt potrebné na dplné toxikologické vyhodnotenie, patri stanovenie
vépnika, fosforu, chloridov, sodika, draslika, glukézy nalacno, analyza lipidov, horménov, acidobazickej
rovnovahy, metemoglobinu, aktivity cholinesterdzy.

Dalgie biochemické analyzy sa mozu v pripade potreby pouzif na irsie vySetrenie pozorovanych Géinkov.

Pitva

U vsetkych zvierat pouzitych v 3tadii sa vykond celkovd pitva. Aspon pecen, ladviny, nadladviny
a semenniky sa v ¢o najkratSom Case po pitve odvazia vo vlhkom stave, aby sa predislo ich vysychaniu.
Orgény a tkanivd (pecen, oblicky, slezina, semenniky, nadoblicky, srdce a vietky orgdny s léziami alebo
zmenami velkosti) treba uchovévat vo vhodnom médiu s ohladom na neskorsie histopatologické vysetrenia.

Histopatologické vyetrenie

U skupiny, ktorej bola podand najviacsia ddvka, a u kontrolnej skupiny sa vykond histologické vysetrenie
vietkych uchovanych orgdnov a tkaniv. Orgdny a tkanivd, u ktorych sa v skupine s najvicsou davkou
objavia poskodenia sposobené testovanou litkou, sa podrobia vySetreniu aj u vSetkych skupin s mensimi
dévkami. U zvierat zo vietkych satelitnych skupin sa vykond histologické vysetrenie so zvldstnym dorazom
na orgdny a tkanivd, na ktorych sa pozorovali G¢inky pri ostatnych exponovanych skupindch.

UDAJE

Udaje sa zhrnti do tabulky, pricom sa pre kazdi exponovanii skupinu uvedie pocet zvierat na zaciatku
testu a pocet zvierat, ktoré vykazuji jednotlivé typy lézii.

Vsetky pozorované vysledky sa vyhodnotia vhodnou Statistickou metddou. Pouzit mozno akikolvek
uzndvand Statistickd metédu.
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3.2

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Spréva z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informdcie:

zivo¢iSny druh, kmen, povod, chovatelské podmienky, stravu atd.,
podmienky skdsania,

velkosti ddvok (vrtane vehikula, ak sa pouzilo) a koncentricie,
udaje o toxickych tcinkoch podla pohlavia a velkosti ddvky,

ak je to mozné, velkost davky, pri ktorej nedochddza k dcinkom,
¢as uhynutia pocas $tadie alebo ¢i zvieratd prezili do konca testu,
toxické a iné tcinky,

Cas pozorovania kazdej neobvyklej zndmky a jej dalsi vyvoj,
udaje o spotrebe potravy a o telesnej hmotnosti,

vykonané hematologické vysetrenia a vietky vysledky,

vykonané klinické biochemické vysetrenia a vsetky vysledky,
pitevné ndlezy,

podrobny opis vietkych histopatologickych nélezov,

Statistické spracovanie vysledkov tam, kde je to mozné,

diskusiu o vysledkoch,

interpretdciu vysledkov.

VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA

Pozri vieobecny tvod, Cast B (D).

ODKAZY

Pozri vSeobecny tivod, cast 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.8. TOXICITA PO 28-DNOVE] OPAKOVANE] DAVKE (INHALACNA)

METODA
UvVOD

Je uzitocné mat vopred k dispozicii Gidaje o distribticii velkosti ¢astic, o tlaku pary, teplote topenia, teplote
varu, teplote vzplanutia a pripadne o vybusnosti latky.

Pozri aj vSeobecny tvod, cast B (A).
POJMY

Pozri vieobecny tvod, Cast B (B).
REFERENCNE LATKY

Ziadne.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Viaceré skupiny pokusnych zvierat sti denne vystavené na urdity Cas testovanej litke v odstupniovanych
koncentrdcidch na 28 dni, pricom sa pouZije jedna koncentricia pre kazdi skupinu. Ak sa pouzije
pomocnd latka, aby sa vytvorila vhodnd koncentricia testovanej litky v atmosfére, musi sa nasadit
kontrolnd skupina s pomocnou ldtkou. Pocas trvania testu sa zvieratd denne pozoruju aby sa zistili
symptémy toxickych dcinkov. Zvieratd, ktoré uhynid pocas testu, a zvieratd, ktoré prezili do konca testu,
sa pitva.

KRITERIA KVALITY
Ziadne.

OPIS SKUSOBNE] METODY
Priprava

Zvieratd si pred zacatim testu zvykaji minimélne 5 dni na experimentédlne chovatelské a kimne podmienky.
Pred testom sa mladé zdravé zvieratd randomizuji a priraduji k potrebnému poctu skupin. Ak je to
potrebné, moze sa k testovanej ldtke pridat vhodné vehikulum, aby sa ziskala Zeland koncentricia
testovanej latky vo vzduchu. Ak sa na zjednoduSenie poddvania pouzije vehikulum alebo ind prisada,
musi byt o nej zndme, Ze nemd toxické Gc¢inky. Na tento ucel sa mozu pripadne pouzif tidaje z predoslych
testov.

Podmienky skisania

Pokusné zvieratd

Ak neexistuji mimoriadne dovody proti, mali by sa vykondvat testy s potkanmi. PouZivaji sa zdravé mladé
zvieratd zndmych testovanych kmeriov.

Odchylka telesnej hmotnosti zvierat pre dany test by nemala byt na zaciatku testu viac ako +20 % od
prislusnej strednej priemernej hodnoty.



398

Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie

13/zv. 11

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.2.6.

1.6.3.

Pocet a pohlavie

Pre kazdu velkost divky sa pouzije najmenej 10 zvierat (pat samiciek a pif samcov). Samicky musia byt
nezapustené a nesmu byt gravidné. Ak sa medzitym planuje usmrcovanie zvierat, ich mnozstvo sa zvySuje
o planovany pocet zvierat, ktoré sa usmrtia pred ukoncenim §tidie. Moze sa pouzit sprievodnd skupina
najviac 10 zvierat (paf z kazdého pohlavia), ktorej sa aplikuje vyssia ddvka pocas 28 dni, a sleduje sa
reverzibilita, perzistencia alebo oneskorovanie toxickych dcinkov pocas 14 dni po ukonceni aplikdcie.
Takisto sa pouZiva sprievodnd skupina 10 kontrolnych zvierat (pit z kazdého pohlavia).

Expozicnd koncentrdcia

Musia sa zvolif minimdlne tri koncentracie, ako aj jedna kontrolnd skupina, alebo ak bola pouzitd pomocnd
latka, jedna kontrolnd skupina s pomocnou ldtkou (podla koncentricie pomocnej litky pri najvyssej
expozitnej koncentracii). Odhliadnuc od expozicie s testovanou ldtkou, oSetruji sa zvieratd kontrolnej
skupiny takisto ako pokusné zvieratd. Najvyssia koncentrdcia sa voli tak, aby v kazdom pripade vznikli
toxické tcinky, ale aby zvieratd neuhynuli alebo iba v malom mnozZstve. Najnizsia ddvka nesmie vyvolat
ziadne priznaky toxicity. Ak existuji pouzitelné odhady o vyske expozicie u cloveka, tak by najnizia
koncentrdcia nemala prekrocit tito hodnotu. Podla moznosti by mala strednd koncentricia sposobovat len
malé zistitelné toxické Gcinky. Ak sa podavaji viaceré medzikoncentricie, tak by sa mali volit tak, aby
doslo k postupnej Klasifikdcii toxickych tcinkov. V skupindch s nizkou a strednou koncentraciou, ako aj v
kontrolnych skupindch by mal byt pocet pripadov timrti nizky, aby sa umoznilo vyrazné vyhodnotenie
vysledkov.

Expozicnd doba

Dennd expozicnd doba by mala byt Sest hodin, na zdklade $pecifickych poziadaviek sa moze pripadne
ukdzat, ze si nutné aj iné Casové intervaly.

Vybavenie

Pre testy so zvieratami by sa malo pouzivat inhala¢né zariadenie, ktoré umoziuje dynamické pridenie
vzduchu s vymenou vzduchu minimélne 12-krdt za hodinu, aby sa zabezpecil adekvatny obsah kyslika a
rovnomerne rozdelend expozicnd atmosféra. Ak sa pouziva komora, tak sa zostavi tak, aby boli pokusné
zvieratd ¢o najmenej stlacené a aby bola maximalizovand expozicia testovanej latke inhaldciou. Na
zabezpecenie stability atmosféry v inhalacnej komore by nemal celkovy ,objem* pokusnych zvierat zdsadne
prekrocit 5 % objemu komory. Pouzivaji sa expozicie oronazilnej oblasti hlavy a celého tela v
inhala¢nych komordch; prvé dva druhy expozicie slizia na obmedzenie prijmu testovanej ldtky inymi
cestami.

Cas pozorovania

U pokusnych zvierat sa pocas celého Casu pozorovania neexponovanej fizy denne sleduji symptémy
toxickych tcinkov. Ndstup smrti a cas, ked sa prejavia symptémy a ked' zaniknd, sa musia zachytit.

Postup

Zvieratd s vystavované testovanej ldtke denne 5 az 7 dni za tyzden pocas 28 dni. Zvieratd satelitnej
skupiny, ktoré st urcené na dodatocné pozorovanie, by mali byt nasledujiicich 14 dni bez expozicie, aby sa
zistila reverzibilita toxickych efektov alebo ich pretrvavanie. Teplota by mala byt pocas testu 22 + 3 °C.

Idedlna relativna vlhkost by mala byt 30 % a 70 % s vynimkou pripadov, ked sa to nedd uskutocnit (napr.
testy s uritymi aerosélmi). Udrziavanie Iahkého podtlaku v komore (< 5 mm vodného stlpca) zabranuje
unikaniu testovanej latky do okolia. Pocas expozicie sa nepodava ani krmivo, ani voda.

Mal by sa pouzivat dynamicky inhalatny systém s vhodnym analytickym postupom na urcovanie
koncentrdcie. Na zachovanie pouzitelnych expozicnych koncentracii sa odportica vykonat predbezny test.
Prietokové mnozstvo vzduchu sa nastavi tak, aby boli podmienky skii$ania v celej expozicnej komore
jednotné. Systém md zabezpecovat ¢o najrychlejsie dosiahnutie konstantnych expozi¢nych podmienok.
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1.6.3.1.

1.6.3.2.

Je potrebné vykonat tieto merania a kontroly:

a) meranie prietokového mnozstva vzduchu (priebezne);

=

skutocnd koncentrdcia testovanej ldtky sa meria v dychacej oblasti. Pocas dennej expozicnej doby sa
nesmie koncentricia odchylovat od priemernej hodnoty o viac ako #15 %. V pripade niektorych
aerosOlov sa viak tdto testovand hladina nedd dosiahnut. V takom pripade sa akceptuje vacsi rozsah
rozptylu. Pocas celého trvania testu sa udrziava konstantnd koncentracia zo dna na den. Pre aerosdly sa
musi minimalne raz do tyzdna vykonat analyza velkosti Castic pre kazdd testovand skupinu;

¢) teplota a vlhkost vzduchu (priebezne).

Zvieratd sa pozoruji pocas a po expozicii a vietky ndlezy u kazdého zvierata sa zapiSu. Vietky zvieratd sa
musia denne pozorovat, zapisovat priznaky toxickych tcinkov, v rdmci toho aj ¢as vzniku, ako aj stupeil a
trvanie. Pozorovania zvierat by sa mali tykat hlavne zmien na kozi, srsti, ociach a slizniciach, dychani,
krvnom obehu, autonémnom a centrdlnom nervovom systéme, ako aj na somatomotorike a na spravani.
Prijem potravy a hmotnost zvierat sa urcuje kazdy tyzden. Pravidelné pozorovanie zvierat je potrebné, aby
sa zabezpecilo, Ze zvieratd sa navzdjom neusmrtia (kanibalizmus), Ze neuhynt v dosledku autolyzy tkaniv
alebo chyby pri premiestiiovani. Po ukonceni testu sa vietky zvieratd, ktoré prezili, s vynimkou satelitnej
skupiny, pitvd. Uhynuté zvieratd, ako aj zvieratd, pri ktorych sa zistili silné priznaky utrpenia a bolesti, sa
musia okamzite izolovat a humdnne usmrtit a podrobit pitve.

Na konci testu sa podrobia vSetky zvieratd, vratane kontrolnych, nasledujicim testom:

i) hematologickému vySetreniu, ktoré by malo zahffat minimdlne urcovanie hodnoty hematokrytu a
koncentracie hemoglobinu, pocet erytrocytov, celkovy a diferencidlny pocet leukocytov, ako aj hemoko-
agulacné testy;

i) klinicko-biochemickej analyze krvi, na postdenie funkcie pecene a obliciek by sa mal ur¢it minimdlne
jeden z tychto parametrov: alanin-amino-transferdza (skor zndma ako sérumpyruvat-transamindza),
aspartdt-aminotransferdza (skor zndma ako sérumglutamdt-oxalacetdt-transamindza), mocovinovy dusik,
albumin, celkovy bilirubin a celkové bielkoviny v sére.

Dalgie stanovenia, ktoré mézu byt pripadne potrebné na adekvitne toxikologické vyhodnotenie, zahfiiaj:
vépnik, fosfor, chlorid, sodik, draslik, glukézu nalacno, lipidy, hormdny, rovnovihu medzi kyselinami a
zdsadami, methemoglobin, aktivitu cholinesterdzy.

Dodatocné  klinicko-biochemické analyzy mozu byt potrebné na rozsirenie skiimania pozorovanych
toxickych tcinkov.

Pitva

Na vietkych zvieratch, ktoré sa ztcastnili na teste, sa vykond dokladnd pitva. Minimélne pecen, oblicky,
nadoblicky, pltica a semenniky sa ¢o najskor po sekcii odvézia vo vlhkom stave, aby sa zabranilo ich
vysychaniu. Orgény a tkanivéd (dychacie organy, pecen, oblicky, slezina, semenniky, nadoblicky, srdce, ako aj
vetky orgdny s makroskopickymi zmenami alebo zmenami vo velkosti) sa uchovévaji vo vhodnom médiu
s ohladom na neskorsie histopatologické vySetrenia. Pltica sa odstranujii v intaktnom stave, odvézia sa
a oSetria vhodnym fixativom na zachovanie plicnej Struktiry.

Histopatologické vySetrenie

U vietkych zvierat skupiny s najvyssou davkou, ako aj u zvierat kontrolnej skupiny (kontrolnych skupin) sa
musi vykonat histologické vySetrenie konzervovanych orgdnov a tkaniv. V3etky organy a tkanivd, ktoré
vykdzali v skupine s najvy$Sou davkou poskodenia podmienené testovanou litkou, sa musia vySetrit aj vo
vietkych ostatnych skupindch s nizkou ddvkou. U zvierat satelitnej skupiny sa musia s velkou pozornostou
vySetrif tie orgdny a tkanivd, pri ktorych sa v inych osetrenych skupindch prejavili toxické acinky.

UDAJE

Udaje sa zhrnd do tabulky. Z nej musi pre kazda davkova skupinu a kontrolnd skupinu vyplyvat pocet
zvierat na zaciatku testu a pocet zvierat s jednotlivymi formami poskodenia 1ézii.
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3.1.

3.2

Vsetky ziskané vysledky sa vyhodnocuji vhodnou Statistickou metddou. Moze sa pouzit akdkolvek
uzndvand Statistickd met6da.

SPRAVA

SPRAVA Z TESTU

Sprava z testu by mala, ak je to mozné, obsahovat nasledujice informécie:

— zivoc¢isny druh, kmen, povod, chovatelské podmienky, krmivo atd.,

— podmienky sktiSania:

Opis expozitného apardtu vritane zostavy, typu, rozmerov, zdroja vzduchu, systému na vyrobu
aerosolov, klimatizacného systému, spracovania odpadového vzduchu a pripadne druhu umiestnenia
zvierat v skasobnej komore. Je potrebné opisat pristroje na meranie teploty, vlhkosti vzduchu a
pripadne konstanty koncentracie aerosdlov a granulometrického zlozenia.

Expozicné udaje:

Tieto ddaje sa zhrnG do tabulky a zndzornia sa pri uvedeni priemernych strednych hodnét a s
ohladom na odchylky (napr. smerodajnej odchylky), a ak je to mozné, mali by obsahovat tieto tidaje:

a) prietokové mnozstvo vzduchu v inhala¢nom zariadent;
b) teplotu a vlhkost vzduchy;

¢) nomindlnu koncentricia (celkové mnozstvo testovanej latky, ktoré sa dalo do inhalacného zariadenia,
vydelené objemom vzduchuy);

d) charakter vehikula, ak sa pouzilo;

¢) skuto¢nt koncentraciu v dychacej oblasti;

f) stredny aerodynamicky hmotnostny priemer (MMAD) a geometricki smerodajnii odchylku (GSD);
tidaje o toxickych reakcidch podla pohlavia a koncentracie,

Cas smrti pocas testu alebo tdaj, ¢i zvieratd preZili test,

toxické alebo iné ucinky, ,no-effect level”,

¢as pozorovania jednotlivych priznakov toxického tc¢inku a ich dalsi priebeh,
udaje o kimeni a telesnej hmotnosti,

pouzité hematologické testy a ich vysledky,

pouzité klinicko-biologické testy a ich vysledky,

pitevné nélezy,

podrobny opis vietkych histopatologickych nalezov,

— Statistické vyhodnotenie vysledkov tam, kde je to mozné,

— diskusiu o vysledkoch,

— interpretéciu vysledkov.

VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA

Pozri vieobecny tGvod, cast B (D).

ODKAZY

Pozri vieobecny tivod, ¢ast B (E).
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B.9. TOXICITA PO 28-DNOVE] OPAKOVANE] DAVKE (DERMALNA)

1. METODA

1.1. UVOD

Pozri vieobecny Gvod, Cast B (A).

1.2 POIMY

Pozri vieobecny tvod, ¢ast B (B).

1.3. REFERENCNE LATKY
Ziadne.
1.4. PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Testovand litka sa nand$a na kozu denne v odstuptiovanych dévkach viacerym skupindm pokusnych
zvierat, a to jedna ddvka na jednu skupinu pocas 28 dni. Pocas trvania testu sa zvieratd denne pozorujt,
aby sa zistili symptémy toxickych tc¢inkov. Zvieratd, ktoré uhynd pocas testu, ako aj zvieratd, ktoré preziju
do konca testu, sa pitva.

1.5. KRITERIA KVALITY

Ziadne.
1.6. OPIS SKUSOBNE] METODY
1.6.1. Priprava

Zvieratd si pred zacatim testu zvykaji minimdlne 5 dni na experimentdlne chovatel'ské a kimne podmienky.
Pred testom sa zdravé mladé zvieratd randomizuji a priraduju k jednotlivym exponovanym a kontrolnym
skupindm. Kratko pred zacatim testu sa strihd srst na chrbte pokusnych zvierat. Oholenie srsti je tiez
mozné, ale dalo by sa vykonat 24 hodin pred zacatim testu. Opakované strihanie a holenie je zvycajne
potrebné priblizne v tyzdiovych intervaloch. Je potrebné dbat na to, aby sa neposkodila koza. Na aplikdciu
sa musi pripravit minimdlne 10 % povrchu koZe. Pri urcovani oblasti urcenej na ostrihanie aplikacnej
plochy sa zohladnuje hmotnost zvierat. Ak sa pouzivaji tuhé ldtky, ktoré sa mézu jemne rozomliet na
prasok, mala by byt testovand litka dostato¢ne navlhéend vodou alebo tam, kde je to potrebné, vhodnym
vehikulom, aby sa zabezpecil dobry kontakt s kozou. Tekuté testované litky sa vo vSeobecnosti pouZivaji
nezriedené. Aplikicia sa vykondva denne, 5 az 7 dni za tyzden.

1.6.2. Podmienky skiiSania

1.6.2.1. Pokusné zvieratd

Moze sa pouzit dospely potkan, krdlik alebo morca. M6zu sa pouzit aj iné druhy, ich pouzitie sa viak musi
zdovodnit.

Odchylka telesnej hmotnosti zvierat daného testu by nemala byt na zaciatku testu viac ako *20 % od
prislusnej strednej priemernej hodnoty.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Pocet a pohlavie

Pre kazdd velkost ddvky sa pouziva minimdlne 10 zvierat (5 samcekov a 5 samiciek) so zdravou,
neposkodenou kozou. Samicky musia byt nezapustené a nesmi byt gravidné. Ak sa maji pocas testu
huménne usmrtit zvieratd, tak sa musi celkovy pocet zvierat zvysit o pocet zvierat, ktoré maji byt
humdnne usmrtené, este pred koncom testu. Okrem toho sa moze exponovat satelitnd skupina s 10
zvieratami (5 zvierat na pohlavie) pocas 28 dni s najvy$Sou ddvkou a pocas nasledujicich 14 dni bez
odetrenia sa dbd na reverzibilitu, pretrvdvanie alebo oneskoreny prejav toxickych dcinkov. Pouziva sa tiez
satelitnd skupina s 10 kontrolnymi zvieratami (5 zvierat na pohlavie).

Velkosti ddvok

Musia sa zvolit minimdlne tri ddvky, ako aj jedna kontrolnd skupina, alebo ak sa pouzije pomocnd latka,
kontrolnd skupina s pomocnou litkou. Cas posobenia by mal trvat minimalne 6 hodin denne. Aplikdcia
testovanej latky by sa mala vykondvat v ten isty Cas kazdy den a prisposobenie ddvky telesnej hmotnosti sa
vykondva v stanovenych intervaloch (raz tyzdenne alebo dvakrét tyzdenne), aby sa zachovala konstantnd
hladina dévky v reldcii k telesnej hmotnosti. Odhliadnuc od aplikdcie testovanej ldtky, zvieratd kontrolnej
skupiny sa oSetrujii rovnakym sposobom ako pokusné zvieratd. Ak sa na ulahCenie aplikdcie pouzije
vehikulum, tak sa kontrolnej skupine podava vehikulum rovnakym sposobom ako exponovanym zvieratdm,
a to v mnozstve, aké dostane skupina s najvysSou davkou. Najvyssia ddvka sa voli tak, aby sa v kazdom
pripade prejavili toxické efekty, ale aby zvieratd neuhynuli alebo iba v malom mnozZstve. Najnizsia ddvka by
nemala vyvoldvat Ziadne priznaky toxicity. Ak existuji pouzitené odhady o vyske expozicie u cloveka, tak
by mala najnizsia ddvka tdto hodnotu prekracovat. Podla moznosti by mala strednd ddvka sposobovat len
malé toxické Gcinky. Ak sa poddvaji viaceré medziddvky, tak sa maji volit tak, aby doslo k postupnej
klasifikdcii toxickych tcinkov. V skupindch s nizkou alebo strednou ddvkou, ako aj v kontrolnych
skupindch by mal byt pocet dmrti nizky, aby sa zabezpecilo kvalitné vyhodnotenie vysledkov.

Ak aplikdcia testovanej latky vedie k silnym podrdzdeniam koZe, mala by sa koncentrdcia zniZit, o moze
pri vysokej davke viest k zniZeniu alebo vynechaniu ostatnych toxickych tcinkov. Ak sa okrem toho koza
velmi poskodila, je za urcitych okolnosti potrebné prerusit test a nanovo ho realizovat s nizsimi
koncentraciami.

Limitny test

Ak pri realizdcii pred¢asnej Studie podanie davky 1 000 mgfkg alebo vyssej davky, ktord zodpovedd moznej
expozicii u cloveka, nespdsobi ziadne toxické ucinky, nie je potrebny dali test.

Cas pozorovania

U vietkych zvierat sa denne pozorujii symptéomy toxickych wcinkov. Smrt a cas vzniku a zdniku
symptomov sa musia zaznamenat.

Postup

Zvieratd sa musia udrziavat jednotlivo v klietkach. Testovand latku dostdvajii sedem dni do tyzdia pocas 28
dni. Zvieratd satelitnej skupiny, ktoré s urcené na dodato¢né pozorovanie, by mali byt dalsich 14 dni bez
oSetrenia, aby sa pozorovala reverzibilita alebo pretrvdvanie toxickych tcinkov. Expoziénd doba je
minimdlne 3est hodin denne.

Testovand latka sa nandsa jednotne na oblast, ktord zodpoveda asi 10 % povrchu tela. Pri velmi toxickych

a najrovnomernejsou Vvrstvou.

Testovand latka sa pocas expozi¢nej doby udrziava v kontakte s kozou pomocou gdzového obvizu a jednej
néplaste. Pokusnd plocha sa musi okrem toho zakryt vhodnym spdsobom, aby sa gdzovy obviz a testovand
latka prichytili a zaistili a aby zvieratd nemohli ordlne prijat testovani latku. MoZu sa pouzit aj prostriedky
na obmedzenie slobody pohybu, avSak tiplnd imobilizdcia sa neodportica. Ako alternativa sa moze pouzit
,manzeta na krk*
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1.6.4.

1.6.5.

Po uplynuti expozi¢nej doby sa, pokial je to mozné, odstrani zvySok testovanej latky, a to pouzitim vody
alebo inym vhodnym postupom na cistenie koze.

Vsetky zvieratd sa musia denne sledovat a zapisovat priznaky toxickych dcinkov vratane Casu vzniku, ako aj
stupfia a trvania. Sledovania sa maji zameriaval hlavne na zmeny na koZi, srsti, o¢iach a slizniciach,
dychani, krvnom obehu, autonémnom a centrdlnom nervovom systéme, ako aj na somatomotorike a na
spravani. Prijem potravy a hmotnost zvierat sa urcuji kazdy tyzden. Pravidelné pozorovanie zvierat je
potrebné, aby sa dalo ¢o najlepsie zabezpecit, aby zvieratd neuhynuli pocas testu na kanibalizmus, autolyzu
tkaniv alebo chybu pri premiestiiovani. Po ukonceni testu sa vietky zvieratd, ktoré prezili, s vynimkou
satelitnej skupiny, pitvi. Hyntce zvieratd, ako aj zvieratd, u ktorych sa zistili silné priznaky utrpenia alebo
bolesti, sa musia okamzite oddelit, humadnne usmrtit a pitvat metédou prijatelnou pre zvieratd.

Na konci testu sa musia vietky zvieratd, vratane kontrolnych zvierat, podrobit nasledujicim vy3etreniam:

1) hematolgickému vysetreniu, ktoré by malo zahffiat aspont urcovanie hodnoty hematokrytu a koncen-
tracie hemoglobinu, pocet erytrocytov, celkovy a diferencidlny pocet leukocytov, ako aj hemokoagulacné
parametre;

2) klinicko-biochemickej analyze krvi: na postdenie funkcie pecene a obliciek by sa mal urcit minimélne
jeden z tychto parametrov: alanin-amino-tranferdza (skor zndma ako sérum-glutamdt-pyruvat-trans-
amindza), asparta-aminotranferdza (skor zndma ako sérum-glutamét-oxalacetdt-transamindza), mocovi-
novy dusik, albumin, kreatinin, celkovy bilirubin a celkové bielkoviny v sére.

Dalsie stanovenia, ktoré mozu byt potrebné na adekvitne toxikologické vyhodnotenie, zahffaji: vépnik,
fosfor, chlorid, sodik, draslik, glukézu nala¢no, lipidy, hormény, rovnovidhu medzi kyselinami a zdsadami,
methemoglobin a aktiviu cholinesterazy.

Tam, kde je to potrebné, sa mozu vyuzit dodatocné klinicko-biochemické analyzy na rozsirenie skiimania
pozorovanych tdcinkov.

Pitva

Na vetkych zvieratich, ktoré sa ztcastnili na teste, sa vykond kompletnd autopsia. Aspon pecen, oblicky,
nadoblicky a semenniky, sa ¢o najskor po sekcii odvdzia vlhké, aby sa zabranilo ich vysychaniu. Orgdny a
tkanivd, t. j. neexponovand a exponovand koza, pecen, oblicky, slezina, semenniky, nadoblicky, srdce a
cielové organy (orgdny s makroskopickymi zmenami alebo zmenami velkosti), sa uchovavaji vo vhodnom
médiu na mozné neskorsie histopatologické vysetrenie.

Histopatologické vySetrenia

U vietkych zvierat skupiny s najvysSou davkou, ako aj u zvierat kontrolnej skupiny sa musi vykonat
histologické vysetrenia konzervovanych orgdnov a tkaniv. Vsetky orgdny a tkanivd, ktoré vykazuji v
skupindch s najvyssou davkou poskodenia podmienené testovanou ldtkou, sa musia vysetrit aj v ostatnych
skupindch s niz§ou ddvkou. U zvierat satelitnej skupiny sa musia velmi dokladne vySetrit tie orgdny a
tkanivd, v ktorych sa u ostatnych exponovanych skupin prejavili priznaky otravy.

UDAJE

Udaje sa zhrnit do tabulky, z ktorej musi byt jasny pocet zvierat pre kazdii testovand skupinu a kontrolnt
skupinu na zaciatku testu a pocet zvierat s jednotlivymi formami poskodenia.

Vsetky zistené vysledky sa vyhodnocuji vhodnou Statistickou metdédou. Mdze sa pouzit akdkolvek
uzndvand Statistickd metdda.
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3. SPRAVA
3.1. SPRAVA Z TESTU

Spréva z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informdcie:
— ddaje o zvieratdch (druh, kmen, povod, chovatelské podmienky, krmivo atd’),
— podmienky skti$ania (vritane druhu obvazu: okluzivny alebo neokluzivny),
— velkosti ddvky (vritane vehikula, ak sa pouzilo) a koncentriciu,
— tam, kde je to mozné, ,no effect-level,
— udaje o toxickych reakcidch podla pohlavia a koncentrécie,
— Cas smrti pocas testu alebo tidaj, ¢i zvieratd test prezili do konca testu,
— toxické a iné dcinky,
— Cas pozorovania jednotlivych priznakov toxickych tcinkov, ich dalsi priebeh,
— dudaje o kfmeni a telesni hmotnost,
— hematologické testy a ich vysledky,
— klinicko-biochemické testy a ich vysledky,
— pitevné ndlezy,
— podrobny opis histopatologickych nalezov,
— Statistické vyhodnotenie vysledkov,
— diskusiu o vysledkoch,
— interpretéciu vysledkov.
3.2. VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA
Pozri vieobecny tvod, cast B (D).
4. ODKAZY

Pozri vSeobecny tivod, cast 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. MUTAGENITA ( ,IN VITRO“ CYTOGENETICKY TEST NA CICAVCOCH)

METODA

UvVOD

Pozri vSeobecny tvod, Cast B (A).
POJEM

Pozri vieobecny tvod, cast B (C).
REFERENCNE LATKY

Ziadne.

PRINCIP SKUSOBNEJ METODY

Tento in vitro cytogeneticky test je kratkodobym testom mutagenity na detekciu Strukturdlnych chromozé-
movych aberdcii v kultivovanych bunkich cicavcov. Je mozné pouzit kultdry stabilizovanych bunkovych
linii, ako aj primdrne bunkové kultiry. Po expozicii testovanej litke za pritomnosti aj nepritomnosti
vhodného metabolického aktivacného systému sa do bunkovej kultiry aplikuje mitoticky jed,
napr. kolchicin, na akumuldciu buniek v §tddiu mitézy podobnom metafize (metafiza C). Bunky sa vo
vhodnom c¢ase zozbieraji a pripravia sa chromozémové prepardty. Prepardty sa zafarbia a metafizové
bunky sa analyzuji z hladiska pritomnosti chromozémovych abnormalit.

KRITERIA KVALITY
Ziadne.
OPIS SKUSOBNE] METODY

Priprava

Bunky

Pouzivaju sa stabilizované bunkové linie alebo kultiry primdrnych buniek, napr. bunky skrecka ¢inskeho
alebo Tudské lymfocyty. Pred aplikdciou na bunky sa testovand chemickd ldtka rozpusti v kultivacnom
médiu alebo vo vhodnom vehikule.

Metabolicky aktivacny systém

Bunky sa exponuji testovanej litke v pritomnosti, ako aj v nepritomnosti vhodného metabolického
aktivacného systému. Najcastejsie pouzivanym systémom je kofaktorom dotovand postmitochondridlna
frakcia pripravend z peceni hlodavcov, spracovand ¢inidlami indukujicimi enzymy.

Podmienky skiiSania

Pocet kultiir:

Pre kazdy experimentilny bod sa pouzivaji najmenej dve kultiry.
Pouzitie negativnych a pozitivnych kontrol:

Ako negativna kontrola sa pouziva rozpustadlo (ak nie je rozptstadlom kultivaéné médium alebo voda),
aktivacnd zmes z pecefiovych enzymov, aktivaénd zmes z pecenovych enzymov v rozpustadle a neupravend
kultdra.
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1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

1.6.3.3.

V kazdom experimente sa pouzije pozitivna kontrola; ak sa na aktivaciu testovanej chemickej latky pouzije
zmes na metabolickd aktiviciu z pecenovych enzymov, musi sa ako pozitivna kontrola pouzit létka, ktord
preukdzatelne vyzaduje metabolickd aktivaciu.

Velkost ddvky:

Pouzijii sa najmenej tri ddvky testovanej latky pokryvajiice rozpitie najmenej jedného radu davky. Najvyssia
ddvka by mala blokovat mitotickd aktivitu asi o 50 % alebo vykazovat iné zndmky cytotoxicity. Ak ldtka
nie je toxickd, mala by sa testovat az na medzu rozpustnosti alebo do maximalnej koncentricie 5 mg/ml.

Kultivainé podmienky:

Pouzije sa vhodné kultiva¢né médium a kultivacné podmienky (napr. teplota, kultivatnd nadoba, koncen-
trdcie CO, a vlhkost).

Postup

Priprava kultir:

Stabilizované bunkové linie: bunky sa ziskaju z kmenovych kultir (napr. trypsindciou alebo strepavanim),
nasadia sa vo vhodnej hustote do kultivacnych nddob a inkubuji pri 37 °C.

Ludské lymfocyty: ku kultivacnému médiu  obsahujicemu  fytohemaglutinin, telacie fetdlne sérum
a antibiotikd sa pridd dplne heparinizovand krv a inkubuje sa pri 37 °C.

Expozicia kultiir testovanej ldtke

i) Expozicia bez zmesi na metabolicki aktiviciu z peceniovy enzymov

Je potrebné, aby vietky expozicie, pokial je to mozné, pokryvali najmenej jeden cely bunkovy cyklus,
a plany fixdcie musia zaistit analyzu buniek z prvej mitdzy po expozicii v roznych Stadidch cyklu.

Pokial expozicia nepokryva cely bunkovy cyklus, zvolia sa rozne doby fixdcie tak, aby sa odobrali
vzorky buniek, ktoré boli behom expozicie v roznych fizach bunkového cykly, t. j. G, S a G,.

Testované chemické latky sa priddvaji ku kultiram stabilizovanych bunkovych linii v exponencidlnej
faze rastu. Kultdry Tudskych lymfocytov sa exponuji, ked st ciastocne synchronizované.

—
=
=

Expozicia so zmesou na metabolickd aktiviciu z peceniovych enzymov

Na dcely expozicie by mala byt testovand litka pritomnd spolu s aktivatnym systémom ¢o mozno
najdlhsie, bez toho, aby pritom vyvolévala toxické tcinky na bunky. Pokial nie je mozné expoziciu
vykonat tak, aby pokryvala celé trvanie bunkového cyklu, pretoze pritomnost testovanej litky by
vyvolala v bunkdch toxické dcinky, zvolia sa doby fixdcie tak, aby boli odobrané vzorky, ktoré boli
behom expozicie v roznych fazach bunkového cykly, t.j. G, S a G,.

Zber buniek:

Pred zberom sa na bunkové kultiry pocas vhodnej doby aplikuje inhibitor deliaceho vretienka. Kazdd
kultdra sa k analyze chromozémov zberd a spraciva samostatne. Potrebné sti najmenej dve doby zberu.
Odportica sa, aby k prvnému zberu doslo v dobe zodpovedajiicej koncu bunkového cyklu a k druhému
neskor. Tym sa pokryja vSetky fazy bunkového cyklu a pocita sa aj s jeho pripadnym oneskorenim.

Priprava chromozémovych prepardtov

Priprava prepardtov na analyzu chromozémov zahffia hypotonizdciu buniek, ich fixdciu, nanesenie na
podlozné sklicko a zafarbenie buniek.
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3.1.

3.2

Analyza:

Najmenej 100 dobre rozprestrenych metafdz sa pre kazda kultiru analyzuje na chromozémové aberdcie.
Podlozné sklicka sa pred analyzou kéduji. U Tudskych lymfocytov sa analyzuji len metafizy obsahujiice
46 centromerov.

V stabilizovanych bunkovych linidch sa vyhodnocuji len metafdzy, pri ktorych sa pocet centromerov nelisi
od moddlneho poctu o viac nez + 2 centromere.

Okrem toho treba pre kazda velkost ddvky treba vyhodnotit mitoticky index alebo pripadne iny ukazovatel
cytotoxicity.

UDAJE

Udaje sa spracuji do tabulky. Chromatidové abericie (gapy, zlomy, vymeny), chromozémové abericie
(napr. gapy, zlomy, dvojbodky, prstence, dicentrické a polycentrické) a pocet aberantnych metafdz (vritane
gapov a bez gapov) sa uvedii samostatne pre vsetky exponované a kontrolné kultdry.

Udaje sa vyhodnotia vhodnymi $tatistickymi metédami.
Vysledky sa musia porovnat so stibeznymi negativnymi kontrolami.

Vykonajii sa najmenej dva nezdvislé experimenty. Ak je to vedecky zdovodnitelné, moze stacit jeden
experiment. Nie je nevyhnutné vykondvat druhy experiment tym istym sposobom ako prvy experiment. Na
ziskanie vystiznejsich idajov moze byt, naopak, vhodnejsie niektoré podmienky skidsania pozmenit.

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Spréva z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informdcie:
— pouzité bunky,

— podmienky skdSania: zlozenie média, koncentraciu co,, teplotu pri inkubdcii, inkuba¢ni dobu, velkosti
davok, dobu expozicie, dobu posobenia pouzitého inhibitora deliaceho vretena a jeho koncentraciu, typ
metabolického aktivacného systému, pozitivne a negativne kontroly,

— pocet bunkovych kultdr,
— pocet analyzovanych metafdz (Gdaje sa uvedd zvldst pre kazda kulttru),
— mitoticky index alebo iné zndmky cytotoxicity,

— typ a pocet aberdcii zvldst pre kazdd exponovant a kontrolnt kultdru, modalny pocet chromozémov
v pouzitych stabilizovanych bunkovych linidch,

— Statistické vyhodnotenie,

— diskusiu o vysledkoch,

— interpretaciu vysledkov.
VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA
Pozri vSeobecny tvod, cast B (D).
ODKAZY

Pozri vSeobecny tivod, ¢ast B (E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.2.

1.6.2.2.

B.11. MUTAGENITA ( IN VIVO* CYTOGENETICKY TEST KOSTNEJ DRENE CICAVCOV, ANALYZA
CHROMOZOMOYV)

METODA

UvVoD

Pozri vSeobecny tvod, cast B (A).
POJEM

Pozri vieobecny tdvod, cast B (C).
REFERENCNE LATKY

Ziadne.

PRINCIP SKUSOBNEJ METODY

Tento in vivo cytogeneticky test je krdtkodobym testom mutagenity na zistenie Strukturdlnych chromozé-
movych aberdcii. Zvycajne sa vyhodnocuji chromozémové aberdcie v prvych mitdzach po expozicii.

V tejto metdde sa pouzivaji bunky kostnej drene cicavcov, ktorym sa vhodnou cestou aplikuje testovand
latka a ktoré sa v ur¢itych Casovych intervaloch usmrtia. Pred usmrtenim sa zvieratdm aplikuje mitoticky
jed, napr. kolchicin, na kumuldciu buniek v Stddiu mitézy podobnom metafize (metafiza c). Z buniek sa
pripravia prepardty chromozémov suSené na vzduchu, tie sa zafarbia a metafizy sa analyzuji pod
mikroskopom na chromozémové aberécie.

KRITERIA KVALITY
Ziadne.

OPIS SKUSOBNE] METODY
Priprava

Testované latky sa rozpustia vo fyziologickom roztoku. Pokial sii v fiom nerozpustné, rozpustia sa alebo
suspenduji vo vhodnych vehikuloch.

Pouzijii sa Cerstvo pripravené roztoky testovanej latky. Ak sa na ulahcenie ddvkovania pouzije vehikulum,
nesmie interferovat s testovanou ldtkou ani posobit toxicky.

Podmienky skiiSania

Pokusné zvieratd

Pouzivaji sa hlodavce, napr. potkany, mysi alebo Skreckovia ¢inski. Vykond sa ndhodny vyber zdravych
mladych dospelych zvierat, ktoré sa rozdelia do experimentdlnych a kontrolnych skupin.

Pocet a pohlavie

V kazdej experimentdlnej aj kontrolnej skupine sa pouZije najmenej pdf samic a pit samcov. Pokial sa
v plane experimentu predpokladd viac intervalov sledovania po expozicii, usmrti sa v kazdom z nich
10 zvierat na skupinu.

Pre pozitivnu kontrolnd skupinu staci jeden odber.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Sposob aplikdcie

Testované latky sa obvykle aplikuji len raz. Na zdklade toxikologickych informdcii mozno realizovat
opakované aplikdcie. Mozu sa vSak pouzit iba vtedy, ak testovand litka nevykazuje Ziadne cytotoxické
t¢inky na bunky kostnej drene. Medzi obvyklé sposoby aplikdcie patri ordlne podanie a intraperitonedlna
injekcia. Podla potreby mozu byt vhodné aj iné sposoby aplikicie.

Pouzitie negativnych a pozitivnych kontrol

Na porzitivnu kontrolu sa pouziva litka, o ktorej je zndme, Ze sposobuje in vivo chromozémové aberdcie;
sucastou kazdého experimentu je tiez negativna kontrolnd skupina (s rozpustadlom).

Velkost ddvky

V zékladnom kroku sa pouziva jedna davka testovanej latky, pricom ide o maximdlnu tolerovani davku
alebo takd dévku, ktord vyvoldva urcité priznaky cytotoxicity (napr. Ciastocnt inhibiciu mitézy).

Maximédlnou (limitnou) ddvkou pri ,netoxickych® zlicenindch, ktorych Gcinok sa mid po jednorazovej
aplikdcii vyhodnotit, je 2 000 mg/kg telesnej hmotnosti.

Pokial' sa pouzije opakované ddvkovanie, limitnou ddvkou je 1 000 mg/kg telesnej hmotnosti na den.

Pouzit mozno aj dalsie dévky, ak s na to vedecké dovody.

Pokial test slizi na overenie, mali by sa pouzit najmenej dve dalsie velkosti davok.

Postup

Test sa moze vykonat dvoma sposobmi:

i) Zvieratdm sa jednorazovo aplikuje maximélna tolerovand dévka. Bunky sa prvykrdt odoberti 24 hodin
po aplikdcii. Ak st vysledky v tejto fdze jasne pozitivne, nie je dalsi odber buniek nutny. Ak st viak
vysledky negativne alebo dvojzna¢né vzhladom na to, Ze kinetika bunkového cyklu moze byt
ovplyvnend testovanou latkou, vykonaji sa dalsie dva odbery, jeden skor, druhy neskor, v primeranom
odstupe v rozmedzi 6 az 48 hodin.

Pokial sa pouziju dalsie velkosti ddvok, vykond sa odber v najcitlivejsich intervaloch, alebo ak nie st
zndme, 24 hodin po aplikécii.

ii) Pokial z informdcii o farmakokinetike a metabolizme vyplyva, Ze si vhodné opakované aplikdcie,
mozno ich pouzit, a odber vzoriek by sa mal vykonat 6 a 24 hodin po poslednej aplikacii.

Priprava kostnej drene:

Pred usmrtenim sa zvieratdm intraperitonedlne vstrekne vhodnd ddvka mitotického jedu, aby sa ziskal
dostato¢ny pocet buniek, ktoré si v metafize c. Kostnd dren sa ziska z oboch stehennych kosti zvierat,
a to vyplachnutim izotonickym roztokom bezprostredne po usmrteni zvierat. Po vhodnom hypotonickom
spracovani sa bunky fixuji a nanest na podlozné sklicko. Po vysuseni na vzduchu sa zafarbia.

Analyza:

Podlozné sklicka sa pred mikroskopickou analyzou kéduji. Na jedno zviera sa vySetri najmenej 50 dobre
rozprestrenych metafdz s dplnym poctom centromerov na $truktiirne chromozémové aberacie. Okrem toho
je mozné pre kazdé zviera stanovit mitoticky index.
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3.2

UDAJE

Udaje sa spracujii do tabulky. Chromatidové abericie a izochromatidové aberacie (gapy, zlomy, vymeny)
a mitotické indexy, pokial boli zistené, sa uvedt zvlast pre jednotlivé exponované aj kontrolné zvieratd.
Uvedd sa taktieZ stredné hodnoty a smerodajné odchylky pre kazdd experimentdlnu a kontrolnd skupinu.
Udaje sa vyhodnotia vhodnymi Statistickymi metédami.

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informacie:

druh, kmen a vek pouzitych pokusnych zvierat,
pocet zvierat kazdého pohlavia v experimentdlnych a kontrolnych skupindch,

sktiania: podrobny opis expozicie a planu odberu vzoriek, velkosti davok, dobu posobenia pouzitého
mitotického jedu a jeho koncentrdciu,

- pocet analyzovanych metafdz na jedno zviera,

mitoticky index, pokial bol stanoveny,

typ a pocet aberdcii uvedeny zvlast pre kazdé exponované a kontrolné zviera,
zndmky toxicity v priebehu stadie,

Statistické vyhodnotenie,

diskusiu o vysledkoch,

interpretdciu vysledkov.

VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA

Pozri vSeobecny tvod, ¢ast B (D).

ODKAZY

Pozri vieobecny tivod, ¢ast 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. MUTAGENITA (TEST MIKROJADIER)

METODA

UvVOD

Pozri vieobecny Gvod, Cast B (A).
POJEM

Pozri vieobecny tvod, ¢ast B (C).
REFERENCNE LATKY

Ziadne.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Test mikrojadier je kritkodoby in vivo test na zistenie poskodenia chromozémov alebo poskodenia
mitotického apardtu chemickymi litkami u cicavcov. Zékladom tohto testu je zvySeny vyskyt mikrojadier
v polychromatickych erytrocytoch exponovanych zvierat v porovnani s kontrolnymi zvieratami.

Mikrojadrd sa tvoria z fragmentov chromozdémov alebo celych chromozémov omeskanych v mitdze. Pri
Vyvoji erytrocytov z erytroblastov je jadro vytlacené, zatial ¢o mikrojadro moze zostaf v cytoplazme.
V tomto teste sa vyhodnocujii mladé polychromatické erytrocyty z kostnej drene laboratérnych cicaveov,
ktorym bola vhodnou cestou aplikovand testovand latka. Kostnd dren sa extrahuje a rozotrenim sa pripravia
prepardty, ktoré sa zafarbia. Pod mikroskopom sa zisti pocet mikrojadier v polychromatickych erytrocytoch
a stanovi sa pomer polychromatickych erytrocytov k normochromatickym erytrocytom.

KRITERIA KVALITY
Ziadne.

OPIS SKUSOBNE] METODY
Priprava

Testované chemické latky sa rozpustia v izotonickom roztoku. Pokial st v flom nerozpustné, rozpustia sa
alebo suspenduji vo vhodnych vehikuloch. Ak sa pouzije vehikulum, nesmie interferovat s testovanou
latkou ani posobit toxicky. Obvykle sa pouZivaji Cerstvo pripravené roztoky testovanej latky.

Podmienky skiiSania

Pokusné zvieratd

Odportica sa pouzivat mysi, mozno vsak pouzivat aj iné cicavce. Vykond sa ndhodny vyber zdravych
mladych dospelych zvierat, ktoré sa zaradia do jednotlivych experimentdlnych a kontrolnych skupin.

Pocet a pohlavie

V kazdej experimentdlnej aj kontrolnej skupine sa pouzije najmenej paf samic a pat samcov. Pokial sa
v pline experimentu predpokladd viac intervalov spracovania po expoziciu, usmrti sa v kazdom intervale
spracovania 10 zvierat na skupinu. Pre pozitivnu kontrolnti skupinu staci jeden odber.
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1.6.2.3. Sposob aplikdcie

Testované latky sa obvykle aplikuji len raz. Na zdklade toxikologickych informdacii mozno realizovat
opakované aplikdcie. Mozu sa viak pouzit iba vtedy, ak testovand litka nevykazuje Ziadne cytotoxické
ucinky na bunky kostnej drene. Medzi obvyklé sposoby aplikdcie patri ordlne podanie a intraperitonedlna
injekcia. Podla potreby mozu byt vhodné aj iné sposoby aplikicie.

1.6.2.4. Pouzitie negativnych a pozitivaych kontrol

V kazdom experimente sa pouZiju pozitivne, ako aj negativne (s rozpustadlom) kontroly.

1.6.2.5. Velkost ddvky

V zékladnom kroku sa pouziva jedna davka testovanej latky, pricom ide o maximdilnu tolerovani davku
alebo takd davku, ktord vyvoldva urcité priznaky cytotoxicity (napr. zmenou pomeru polychromatickych
a normochromatickych erytrocytov).

Maximdlnou (limitnou) dévkou pri ,netoxickych® zlic¢enindch, ktorych Gcinok po jednorazovej aplikdcii sa
mé vyhodnotit, je 2 000 mg/kg telesnej hmotnosti.

Pokial' sa pouzije opakované ddvkovanie, limitnou ddvkou je 1 000 mgfkg telesnej hmotnosti na den.

Pouzit mozno aj dalsie dévky, ak sd na to vedecké dovody.

Pokial test slizi na overenie, mali by sa pouzit najmenej dve dalsie velkosti davok.

1.6.3. Postup

Test sa moze vykonat dvoma sposobmi:

i) Zvieratdm sa jednorazovo aplikuje maximdlna tolerovand dédvka. Odbery by sa mali vykonat v okamihu
najvyssej reakcie pri teste, ktory sa vSak moze pri roznych ltkach lisit. Preto sa kostnd dren odoberd
najmenej dvakrét, nie v§ak skor ako 12 hodin a nie neskor ako 48 hodin po aplikacii.

Pokial' sa pouziji dalsie velkosti ddvok, vykond sa odber v najcitlivejsich intervaloch, alebo ak nie st
zname, 24 hodin po aplikdcii.

i) Pokial z informdcii o farmakokinetike a metabolizme vyplyva, Ze si vhodné opakované aplikdcie,
mozno ich pouzit, odber vzoriek by sa mal vykonat najskor 12 hodin po poslednej aplikicii.

Priprava kostnej drene

Kostnd drefi sa ziska z oboch stehennych kosti zvierat, a to vyplichnutim izotonickym roztokom
bezprostredne po usmrteni zvierat. Po vhodnom hypotonickom spracovani sa bunky fixuji a nanesi na
podlozné sklicko. Po vysuSeni na vzduchu sa zafarbia.

Analyza:

Podlozné sklicka sa pred mikroskopickou analyzou kéduji. Na stanovenie vyskytu mikrojadier sa analyzuje
najmenej 1 000 polychromatickych erytrocytov na jedno zviera.

Pomer normochromatickych erytrocytov a polychromatickych erytrocytov sa stanovi pre kazdé zviera z
1 000 erytrocytov.
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2. UDAJE

Udaje sa spracujii do tabulky. Pre vietky exponované zvieratd aj pre kontrolné zvieratd sa zvldst uvedie
pocet vyhodnotenych polychromatickych erytrocytov, pocet polychromatickych erytrocytov s mikrojadrami,
percento buniek s mikrojadrami a pomer normochromatickych a polychromatickych erytrocytov. Uvedd sa
taktieZ stredné hodnoty a smerodajné odchylky pre kazdii experimentlnu a kontrolnd skupinu. Udaje sa
vyhodnotia vhodnymi $tatistickymi metoédami.

3 SPRAVA
3.1. SPRAVA Z TESTU

Spréava z testu by mala, pokial je to mozZné, obsahovat tieto informacie:
— druh, kmen a vek pouzitych pokusnych zvierat,
— pocet zvierat kazdého pohlavia v experimentdlnych a kontrolnych skupindch,

— podmienky skti$ania: podrobny opis expozicie a planu odberu vzoriek, velkosti ddvok, tidaje o toxicite,
negativne a pozitivne kontroly,

— kritérid na vyhodnocovanie mikrojadier,
— ak je to mozné, vztah davky a Gcinku,
— znamky toxicity v priebehu stadie,
— Statistické vyhodnotenie,
— diskusiu o vysledkoch,
— interpretéciu vysledkov.

3.2. VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA
Pozri vieobecny tGvod, Cast B (D).

4. ODKAZY

Pozri vSeobecny tivod, cast 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. MUTAGENITA (ESCHERICHIA COLI - SKUSKA REVERZNEJ] MUTACIE)

METODA

UVOD

Pozri vieobecny Givod, Cast B (A).

POJEM

Pozri vieobecny tvod, cast B (C).

REFERENCNE LATKY

Ziadne.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Reverzny systém kmenov Escherichia coli vyZzadujicich tryptofan (trp) je mikrobidlny systém, v ktorom sa
meria reverzia trpm —> trp” indukovand chemickymi latkami, ktoré sposobuji zdmeny bdz v gendme
organizmu.

Baktérie sa vystavia posobeniu testovanej ldtky za pritomnosti systému metabolickej aktivacie a bez nej. Po
primeranej inkubacnej dobe na minimdlnom médiu sa spocitaji kolénie revertantov a porovnaji sa
s poctom koldnii spontdnnych revertantov v neexponovanej kontrolnej kultdre afalebo v kontrolnej kulttre
s pridavkom rozpustadla.

KRITERIA KVALITY

Ziadne.

OPIS SKUSOBNE] METODY

Test mozno vykonat dvoma metédami: (1) metddou s predbeznou inkubdciou a (2) priamou miskovou
skiiskou, pri ktorej sa baktérie a testovand ldtka zmieSaji s vrchnym agarom a vylejii na povrch misky so
selektivnym médiom.

Priprava

Baktérie

Baktérie sa kultivuji pri teplote 37 °C do neskorej exponencidlnej alebo do skorej staciondrnej fdzy.
Pribliznd hustota buniek md byt 10® — 10° buniek na 1 ml.

Metabolickd aktivdcia

Baktérie sa exponujii testovanej ldtke za pritomnosti, ako aj za nepritomnosti vhodného metabolického
aktivacného systému. Najcastejsie pouzivanym systémom je kofaktorom dotovand postmitochondridlna
frakcia pripravend z pecene hlodavcov, upravend ¢inidlami indukujicimi enzymy.



13[zv. 11

Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie

415

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.

Podmienky skdsSania

Testované kmene

Pouzivaji sa tri kmene — WP2, WP2 uvr A a WP2 uvr A pKM 101. Pouziji sa uzndvané met6dy pripravy
a uchovdvania kmenovych kultir. Musia sa kontrolovat rastové poziadavky a genetickd identifikdcia
kmenov, ich citlivost na UV Ziarenie a na mitomycin C a rezistencia kmefia WP2 uvr A pKM 101 vodi
ampicilinu. Kmene by taktieZ mali poskytovat spontdnne revertanty v ocakdvanych rozpitiach frekvencie.

Médid

Pre rast a selekciu mutantov sa pouziva vhodné selektivne médium spolu s vhodnym vrchnym agarom.

PouZzitie negativnych a pozitivnych kontrol

Stbezne sa musia pouZit neexponované kontroly a kontroly s rozpuastadlom. Pozitivne kontroly sa musia
vykonat aj na tieto dva tcely:

i) Na potvrdenie citlivosti bakteridlnych kmenov.

Pre testy bez metabolickej aktivicie mozno pouzit ako pozitivnu kontrolu metylmetdnsulfondt, 4-
nitrochinolinloxid alebo 1etyllnitrézomocovinu.

ii) Na zaistenie aktivity zodpovedajiicich metabolickych aktivacnych systémov.

Ako pozitivna kontrolnd ldtka na overenie fungovania metabolického aktivatného systému vo vetkych
kmenoch je vhodny 2aminoantracén. Pokial je to mozné, mala by sa pouzit pozitivna kontrola, ktord
patri k rovnakej triede chemickych ldtok ako testovand latka.

MnoZstvo testovanej ldtky na jednu misku

Testuje sa najmenej pit roznych mnoZstiev testovanej ldtky s intervalmi medzi miskami rovnajicimi sa
priblizne polovici dielika logaritmickej stupnice. Latky sa testujii az po medzu rozpustnosti alebo toxicity.
Toxicita sa preukdZe zniZenim poctu spontdnnych revertantov, znizenym rastom pozadia alebo stupnom
preZitia v exponovanych kultdrach. Netoxické latky sa testuji az do koncentrdcie 5 mg na misku, nez ich
mozno povazovat za negativne.

Podmienky inkubdcie
Misky sa inkubuji 48 az 72 hodin pri teplote 37 °C.
Postup

Pri priamom miskovom teste bez metabolickej aktivacie sa k 2,0 ml vrchného agaru pridd testovand litka
a 0,1 ml Cerstvej bakteridlnej kultdry. Pri testoch s metabolickou aktiviciou sa po pridani testovanej latky
a baktérif pridd k vrchnému agaru 0,5 ml aktivacnej zmesi s vhodnym mnoZstvom postmitochondridlnej
frakcie. Obsah kazdej skimavky sa premiesa a vyleje na povrch misky so selektivnym médiom. Vrchny agar
sa nechd stuhndt a misky sa inkubuji 48 az 72 hodin pri teplote 37 °C. Po uplynuti inkubacnej doby sa
zisti pocet revertantnych kolonif na misku.

Pri metéde s predbeznou inkubdciou sa pripravi zmes z testovanej ldtky, 0,1 ml cerstvej bakteridlnej
kultiry a vhodného mnozstva aktivacénej zmesi alebo rovnakého mnozstva pufracného roztoku a po urcity
Cas sa predbezne inkubuje, nez sa pridd 2 ml vrchného agaru. Dal$i postup je rovnaky ako pri miskovej
metdde.

Pri oboch met6dach sa nasadia najmenej tri misky na jednu koncentrdciu.
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3.2

UDAJE

Uvedd sa pocty revertantnych kol6nii na misku pre kontrolné série, ako aj pre exponované série. Pre
testovanti chemicka ldtku, ako aj pre kontroly sa uvedd jednotlivé hodnoty poctu kolonif na misku, strednd
hodnota poctu revertantnych kol6nii na misku a smerodajné odchylky.

Udaje sa vyhodnotia vhodnymi Statistickymi metédami.

Vykonajii sa najmenej dva nezdvislé experimenty. Nie je nevyhnutné vykondvat druhy experiment tym
istym spdsobom ako prvy experiment. Na ziskanie vystiZnejsich tdajov moZe byt, naopak, vhodnejsie
niektoré podmienky skiiania pozmenit.

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informacie:
— baktérie, pouzity kmen,

— podmienky skasania: velkosti davky, toxicitu, zloZenie médii, postupy spracovania (predbeznd inkubécia,
inkubdcia), metabolicky aktivacny systém, referencné litky, negativne kontroly,

— jednotlivé pocty kolonii na misku, strednti hodnotu poctu revertantnych kolénii na misku, smerodajni
odchylku, ak je to mozné, vztah ddvka/acinok,

— diskusiu o vysledkoch,

— interpretdciu vysledkov.
VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA
Pozri vieobecny tvod, cast B (D).
ODKAZY

Pozri vSeobecny tivod, cast 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. MUTAGENITA (SALMONELLA TYPHIMURIUM - SKUSKA REVERZNE] MUTACIE)

METODA

UvVOD

Pozri vieobecny Gvod, Cast B (A).
POJEM

Pozri vieobecny tvod, ¢ast B (C).
REFERENCNE LATKY

Ziadne.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Reverzny systém kmeriov Salmonella typhimurium vyzadujtcich histidin (his) je mikrobidlny systém,
v ktorom sa meria reverzia hiss —» his* indukovand chemickymi litkami, ktoré spdsobuji substitticie
béz alebo posunové mutdcie v gendme organizmu.

Baktérie sa vystavia posobeniu testovanej ldtky za pritomnosti systému metabolickej aktivicie a bez nej. Po
primeranej inkubacnej dobe na minimdlnom médiu sa spocitajii kolonie revertantov a porovnaji sa
s poctom kolénii spontdnnych revertantov v neexponovanej kontrolnej kultdre afalebo v kontrolnej kulttre
s pridavkom rozpustadla.

KRITERIA KVALITY
Ziadne.
OPIS SKUSOBNE] METODY

Priprava

Baktérie

Cerstvé kultiry baktérii sa kultivujd pri teplote 37 °C do neskorej exponencidlnej alebo do skorej
staciondrnej fazy. Pribliznd hustota buniek md byt 10® — 10° buniek na 1 ml.

Metabolickd aktivdcia

Baktérie sa exponuji testovanej ldtke za pritomnosti, ako aj za nepritomnosti vhodného metabolického
aktivacného systému. Najcastejsie pouzivanym systémom je kofaktorom dotovand postmitochondridlna
frakcia pripravend z pecene hlodavcov, upravend ¢inidlami indukujicimi enzymy.

Podmienky skiiSania

Testovacie kmene

Pouzivaji sa najmenej Styri kmene — TA 1535, TA 1537 alebo TA 97, TA 98 a TA 100; navySe mozZno
pouzit dalsie kmene ako TA 1538 a TA 102. Pouziji sa uzndvané metddy pripravy a uchovdvania
kmenovych kultdr. Musia sa kontrolovat rastové poziadavky a genetickd identifikdcia kmenov, ich citlivost
na UV Ziarenie a na krystdlova violet a ich rezistencia voci ampicilinu. Kmene by taktiez mali poskytovat
spontdnne revertanty v oCakdvanych rozpitiach frekvencie.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Médid

Pouziva sa vhodné selektivne médium spolu s vhodnym vrchnym agarom.

Pouzitie negativnych a pozitivnych kontrol

Stbezne sa musia pouZit neexponované kontroly a kontroly s rozpuastadlom. Pozitivne kontroly sa musia
vykonat aj na tieto dva tcely:

i) Na potvrdenie citlivosti bakteridlnych kmenov.

Pre testy bez metabolickej aktivicie moZno pouZit tieto zldCeniny:

Kmene Latky pouzivané na reverziu

TA 1535, TA 100 azid sodny

TA 1538, TA 98, TA 97 2nitrofluorén

TA 1537 9aminoakridin

TA 102 (2-fenylpropan-2-yl)hydroperoxid (kuménhydroperoxid)

ii) Na zaistenie aktivity zodpovedajiicich metabolickych aktivacnych systémov.

Ako porzitivna kontrolnd ldtka na overenie fungovania metabolického aktivatného systému vo vsetkych
kmenoch je vhodny 2aminoantracén. Pokial je to mozné, mala by sa pouzit pozitivna kontrola, ktord
patri k rovnakej triede chemickych latok ako testovand ltka.

Mnozstvo testovanej ldtky na jednu misku

Testuje sa najmenej pit roznych mnoZstiev testovanej ldtky s intervalmi medzi miskami rovnajicimi sa
priblizne polovici dielika logaritmickej stupnice. Litky sa testuji az po medzu rozpustnosti alebo toxicity.
Toxicita sa preukdZe zniZenim poctu spontdnnych revertantov, zniZenym rastom pozadia alebo stupiiom
prezitia v exponovanych kulttirach. Netoxické latky sa testujii az do koncentrdcie 5 mg na misku, nez ich
mozno povazovat za negativne.

Podmienky inkubdcie
Misky sa inkubuji 48 az 72 hodin pri teplote 37 °C.
Postup

Pri priamom miskovom teste bez metabolickej aktivacie sa k 2,0 ml vrchného agaru pridd testovand litka
a 0,1 ml Cerstvej bakteridlnej kulttry. Pri testoch s metabolickou aktiviciou sa po pridani testovanej latky
a baktérif pridd k vrchnému agaru 0,5 ml aktivacnej zmesi s vhodnym mnoZstvom postmitochondridlnej
frakcie. Obsah kazdej skiimavky sa premiesa a vyleje na povrch misky so selektivnym médiom. Vrchny agar
sa nechd stuhnif a misky sa inkubuji 48 az 72 hodin pri teplote 37 °C. Po uplynuti inkubacnej doby sa
zisti pocet revertantnych kolonii na misku. Pri metdde s predbeznou inkubdciou sa pripravi zmes z
testovanej latky, 0,1 ml Cerstvej bakteridlnej kultiry a vhodného mnoZstva aktivacnej zmesi alebo
rovnakého mnozstva pufracného roztoku a po urcity cas sa predbezne inkubuje, nez sa pridd 2 ml
vrchného agaru. Dals{ postup je rovnaky ako pri miskovej metdde.

Pri oboch met6dach sa nasadia najmenej tri misky na jednu koncentrdciu.
UDAJE
Uvedd sa pocty revertantnych kolénii na misku pre kontrolné série, ako aj pre exponované série.

Pre testovani chemicki latku, ako aj pre kontroly sa uvedd jednotlivé hodnoty poctu kolénii na misku,
strednd hodnota poctu revertantnych kolonif na misku a smerodajné odchylky.

Udaje sa vyhodnotia vhodnymi §tatistickymi metédami.

Vykonaji sa najmenej dva nezavislé experimenty. Nie je nevyhnutné vykondvat druhy experiment tym
istym sposobom ako prvy experiment. Na ziskanie vystiznejsich tdajov moZe byt, naopak, vhodnejsie
niektoré podmienky skidsania pozmenit.
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3.2

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Spréva z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informdcie:
— baktérie, pouzity kmen,

— podmienky skasania: velkosti ddvky, toxicitu, zlozenie médii, postupy spracovania (predbeznd inkubécia,
inkubdcia), metabolicky aktivacny systém, referencné latky, negativne kontroly,

— jednotlivé pocty kolénii na misku, strednii hodnotu poctu revertantnych kolénii na misku, smerodajni
odchylku, ak je to mozné, vztah ddvka/acinok,

— diskusiu o vysledkoch,

— interpretaciu vysledkov.
VYHODNOTENIE A INTERPRETACIA
Pozri vSeobecny tvod, ¢ast B (D).
ODKAZY

Pozri vieobecny tivod, ¢ast B (E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

CAST C: METODY NA STANOVENIE EKOTOXICITY

C.1. AKUTNA TOXICITA NA RYBACH

Metdda

UvVOoD

Ucelom tohto testu je stanovif akitnu letdlnu toxicitu litky pre ryby v sladkej vode. Tak ako je to len
mozné, je vyhodné mat informdcie o rozpustnosti vo vode, tlaku pdr, chemickej stabilite, disocia¢nych
konstantdch a biodegradabilite ldtky, aby tieto informdcie pomohli pri vybere najvhodnejsej skdsobnej
metddy (statickd, semistatickd alebo prietokovd), ktord uspokojivo zaisti konstantné koncentrécie testovanej
latky pocas testu.

Dalgie informdcie (napr. Struktdrny vzorec, stupefi Cistoty, druh a percentudlne zastGipenie necistot,
pritomnost a mnozstvo aditiv a rozdelovaci koeficient n-oktanol/voda) sa tiez berti do tvahy pri pldnovani
testu a pri vyhodnoteni vysledkov.

POJMY A JEDNOTKY

Akdtna toxicita je rozpoznatelny nepriaznivy tG¢inok indukovany v organizme pocas kritkeho ¢asu (dni)
expozicie litke. V tomto teste je akiitna toxicita vyjadrend ako strednd letdlna koncentracia (LC,), ¢o je takd
koncentracia vo vode, pri ktorej uhynie 50 % ryb z testovaného stiboru pocas kontinudlnej expozicie, ktord
musi byt predtym urcend.

Vsetky koncentrécie testovanej latky st uvedené v hmotnosti na objem (mgfliter). Mozu byt tiez vyjadrené
ako hmotnost na hmotnost (mg.kg?).

REFERENCNE LATKY

Referencné latky sa mozu testovat na ucely demonstrovania, Ze za laboratérnych skisobnych podmienok
nedoslo k vyznamnej zmene reakcie testovanych druhov.

Pre tento test nie st Specifikované Ziadne referencné latky.
PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Limitny test moZno vykonat pri koncentrdcii 100 mg/liter na dokaz, Ze hodnota LC,; je vacsia ako tito
koncentrécia.

Ryby st exponované testovanej latke pridanej do vody v rozsahu roéznych koncentrdcii pocas 96 hodin.
Umrtnost sa zaznamendva minimdlne v 24-hodinovych intervaloch, a ak je to mozné, koncentricie
sposobujiice 50 % Gmrtnost ryb (LC,) sa vypocitajii v kazdom pozorovacom case.

KRITERIA KVALITY

Kritérid kvality sa aplikujii pri limitnom teste, ako aj pri tplnej skiiSobnej metdde.

Umrtnost v kontrolach nesmie presiahnut 10 % (alebo jednu rybu, ak sa pouzilo menej ako 10 ryb) na
konci testu.

Koncentrécia rozpusteného kyslika musi byt vyssia ako 60 % z celkovej hodnoty pri saturdcii vzduchom.
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1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

Koncentrécie testovanej latky sa budd udrziavat v rdmci 80 % povodnych koncentrécii pocas celého testu.

Pre latky, ktoré st lahko rozpustné v testovacom médiu a ktoré tvoria stabilné roztoky, napriklad tie, ktoré
nebudd vo vyznamnej miere prchavé, nebudd sa rozkladat, hydrolyzovat ani adsorbovat, ich pociatocnd
koncentrdcia sa modzZe povazovat za ekvivalentni k nomindlnej koncentrdcii. Musi byt dokdzané, ze
koncentracie sa udrziavali pocas celého testu a kritérid kvality sa dodrzali.

Pre latky, ktoré sti:
i) slabo rozpustné v testovacom médiu alebo
ii) schopné vytvdrat stabilné emulzie alebo disperzie, alebo

iii) nestabilné vo vodnych roztokoch,

pociato¢na koncentracia sa bude povazovat za koncentriciu merand v roztoku (alebo ak to nie je technicky
mozné, merand vo vodnom stlpci) na zaciatku testu. Koncentracia sa stanovi aZ po vytvoreni rovnovahy,
ale pred pouzitim testovanych ryb.

Vo vietkych tychto pripadoch sa musia vykonat daldie merania pocas testu, aby sa potvrdili aktudlne
expozitné koncentrdcie alebo aby sa dodrzali kritérid kvality.

pH hodnota by sa nemala menit viac ako v rozsahu jednej jednotky.
OPIS SKUSOBNE] METODY

Moézu sa pouZit tri typy postupov:

Staticky test:

Test toxicity, v ktorom nedochddza k Ziadnemu toku testovaného roztoku. (Roztoky zostdvajii nezmenené
pocas trvania testu.)

Semistaticky test:

Test bez toku testovaného roztoku, ale s pravidelnymi obnoveniami testovanych roztokov po urcitom
obdobi (napr. 24 hodinach).

Prietokovy test:

Test toxicity, v ktorom sa voda neustile obnovuje v skiSobnych komordch a testovand litka alebo
pripravok sa transportuje vodou pouZzivanou na obnovu skisobného média.

Reagenty

Roztoky testovanych ldtok

Zésobné roztoky pozadovanej sily sa pripravia rozpustenim ldtky v deionizovanej vode alebo vode podla
1.6.1.2.

Zvolené koncentrdcie na testovanie sa pripravia zriedenim zdsobného roztoku. Ak sa testuji vysoké
koncentrdcie, potom sa ldtka moze rozpustit priamo vo vode.

Latky by sa normalne mali testovat len po limit rozpustnosti. Pri niektorych latkach (napr. litky s nizkou
rozpustnostou vo vode alebo vysokou hodnotou P alebo tie, ktoré st schopné tvorit stabilné disperzie
namiesto pravych roztokov vo vode) je prijatelné testovat koncentrdcie nad limitom rozpustnosti latky, aby
sa zaistilo, Ze bola dosiahnutd maximédlna rozpustnd/stabilnd koncentrdcia. Aviak je dolezité, aby tdto
koncentrdcia nejakym sposobom nenarusovala testovaci systém (napr. film ldtky na povrchu vody, ktory
brani oxidécii vody atd’).

Ultrazvukovd disperzia, organické rozpustadld, emulzifikdtory alebo dispergujiice litky mozno pouzit ako
pomocku pri priprave zdsobnych roztokov litok s nizkou rozpustnostou vo vode alebo ako pomoécku pri
dispergovani tychto ldtok v testovacom médiu. Ked sa pouziji takéto pomocné ltky, potom vsetky
testované koncentracie maji obsahovat rovnaké mnozstvo pomocnej latky a mala by sa vykonat dodato¢nd
kontrola, pri ktorej st ryby vystavené rovnakej koncentrcii pomocnej ltky, akd je pouzitd v skdsobnych
séridch. Koncentracia takychto pomocnych litok by mala byt minimalizovand, ale v Ziadnom pripade by
nemala presahovat 100 mglliter skisobného média.
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

Test je potrebné vykonat bez tpravy pH. Ak dochddza k vyraznej zmene pH, odporica sa, aby sa test
zopakoval s dpravou pH a vysledky sa zaznamenali. V takomto pripade by sa nemala tGprava pH hodnoty
zdsobného roztoku podla pH hodnoty vodného roztoku, pokial na to nie je $pecidlny dovod, urobit. Na
tento Gcel sa odporica HCl a NaOH. Nadstavenie pH hodnoty je potrebné vykonat takym sposobom, aby
sa koncentrdcia testovanej litky v zdsobnom roztoku vyznamne nezmenila. Akdkolvek chemickd reakciu
alebo fyzikalnu precipitdciu testovanej ltky alebo pripravku pocas dpravy hodnoty pH je potrebné uviest v
zdznamoch v sprave z testu.

Voda pre chov 1yb a na riedenie

Moze sa pouzit pitnd voda (nekontaminovand potencidlne $kodlivou koncentraciou chléru, tazkymi kovmi
alebo inymi latkami), prirodnd voda dobrej kvality alebo rekonstituovand voda (pozri dodatok I). Odporica
sa pouzif vodu s celkovou tvrdostou v rozsahu 10 az 250 mgfliter (ako CaCO,) a s pH hodnotou v
rozmedzi 6,0 az 8,5.

Pristroje

Vsetky pristroje musia byt vyrobené z chemicky inertného materidlu.
— automaticky zriedovaci systém (pre prietokovy test),

— pristroj na meranie koncentracie kyslika,

— zariadenie na stanovenie tvrdosti vody,

— adekvitny pristroj na kontrolu teploty,

— pH meter.
Testované ryby
Ryby by mali byt zdravé a bez akychkolvek zjavnych znetvoreni.

Druh ryb sa vyberie len na zdklade praktickych kritérii, ako je ich dobrd dostupnost pocas celého roka,
vhodné udrziavanie, vhodnost na testovanie, relativna citlivost na ldtky alebo pripravky, ako aj kazdy
ekonomicky, biologicky alebo ekologicky faktor, ktory md nejaky vyznam. Potrebu porovnatelnosti
ziskanych ddajov a existujicu medzindrodnt harmonizdciu (odkaz 1) je tiez nutné brat do dvahy pri

vybere druhu ryb.

Zoznam druhov ryb, ktoré sa odporicaja pre tento test, je uvedeny v dodatku 2; odporticanymi druhmi st
dénio pruhované a pstruh dihovy.

Chov

Testované ryby majii byt z jednej zdsoby podobnej dizky a veku. Musia sa udrziavat najmenej 12 dni za
tychto podmienok:

ddvkovanie:

vhodné pre systém (recirkuldcia alebo prietok) a druh ryb,
voda:

pozri 1.6.1.2,

svetlo:

12 az 16 hodin osvetlenia denne,
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1.6.3.2.

1.6.4.

1.6.5.

koncentrdcia rozpusteného kyslika:
najmenej 80 % hodnoty nasytenia vzdusnym kyslikom,
kfmenie:

trikrdt za tyzden alebo denne, s prerusenim 24 hodin pred zaciatkom testu.

Umrtnost (mortalita)
Po 48-hodinovej pociatocnej periéde sa zaznamendva dmrtnost, pricom sa aplikuja tieto kritérid:
— viac ako 10 % populicie v priebehu siedmich dnf:
zruenie celej ndsady,
— medzi 5 % az 10 % populdcie:

udrziavacia periéda sa predlzi o dalsich sedem dni. Ak nedojde k dalsim Gmrtiam, ndsada je prijatelnd,
inak sa zrusi,

— menej ako 5 % populdcie:
nasada je prijatelnd.
Adapticia

Predtym ako sa ryby pouZijii v teste, musia sa adaptovat aspori sedem dni na vodu tej istej kvality a
teploty, akd sa pouzije pri teste.

Testovaci postup

Definitivnemu testovaniu moze predchddzat vyhladdvaci test, aby sa ziskala informdcia o rozsahu
koncentracii, ktoré sa pouzijii v hlavnom teste.

Vykondva sa jedna kontrola bez testovanej litky, a ak je to mozné, tieZ sa vykondva jedna kontrola
obsahujiica pomocnd ldtku, navyse k testovanym séridm.

V zavislosti od fyzikdlnych a chemickych vlastnosti testovanej litky alebo pripravku sa vyberie staticky,
semistaticky alebo prietokovy test ako vhodny, tak aby splial kritérid kvality.

Ryby st exponované litke tak, ako je uvedené nizsie:

— trvanie: 96 hodin,

— pocet zvierat: aspoil 7 na kazdd koncentriciu,

— nddrze: vhodnej kapacity vo vztahu k odporucenej ndplni,

— davkovanie: maximdlne davkovanie 1 gfliter sa odportica pre staticky a semistaticky test, pri prietoko-
vom systéme je prijatelné aj vyssie ddvkovanie,

— testovand koncentrdcia: aspoil pat koncentrécif liSiacich sa konstantnym faktorom nepresahujicim 2,2 a
tak, ako je to mozné, zaberajicich rozsah od 0 % do 100 % umrtnosti,

— voda: pozri 1.6.1.2,
— svetlo: 12 az 16 hodin osvetlenia denne,
— teplota: vhodnd pre prislusny druh (pozri dodatok 2), ale len v rozsahu 1 °C pre kazdy jednotlivy test,

— koncentrdcia rozpusteného kyslika: nie menej ako 60 % hodnoty nasytenia vzdusnym kyslikom pri
danej teplote,

— kfmenie: Ziadne.
Ryby sa skontroluji po prvych 2 aZz 4 hodindch a v 24-hodinovych intervaloch. Ryby sa povazuji za

mftve, ak nevykazuji ziadnu reakciu po dotyku na chvostovi stopku a nie si viditelné Zziadne dychacie
pohyby. Mftve ryby sa odstrdnia a zaznamend sa Gmrtnost.
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Zaznamendvaji sa aj viditelné abnormality (napr. strata rovnovahy, zmeny v pldvani, zmeny v dychani,
pigmenticia atd).

Denne sa musi vykonat meranie pH, rozpusteného kyslika a teploty.

Limitny test

Pri pouziti postupov opisanych v tejto metdde limitny test sa moze vykonat pri koncentracii 100 mg/l, aby
sa demonstrovalo, Ze LC,, je vacsia ako tdto koncentracia.

Ak st vlastnosti latky také, ze sa nemdze dosiahnuf koncentricia 100 mg/liter v testovanom roztoku,
limitny test sa vykond pri koncentracii rovnej rozpustnosti ldtky (alebo pri maximalnej koncentracii, pri
ktorej dochddza k tvorbe stabilnej disperzie) v pouzitom médiu (pozri tiez bod 1.6.1.1).

Limitny test by sa mal vykonat pouzitim 7 az 10 ryb s rovnakym poctom ryb v kontrole. (Z binomickej

teérie vyplyva, ze pri pouziti 10 ryb s nulovou dmrtnostou je 99,9 % spolahlivost, Ze LC,  je vacsia ako
koncentracia pouzitd v limitnom teste. Pri 7, 8 alebo 9 rybach za nulovej Gmrtnosti je prinajmensom

Pri vyskyte dmrtnosti sa musi vykonat kompletnd stadia. Ak sa pozoruji subletdlne Gcinky, tieto by sa
mali zaznamenat.

UDAJE A VYHODNOTENIE

Pre kazdd periédu expozicie, ked boli zapisané pozorovania (24, 48, 72 a 96 hodin), sa zaznamendva
percentudlna imrtnost oproti prislusnej koncentracii na semilogaritmickom papieri.

Ked je to mozné, pre kazdy pozorovaci ¢as by sa mali odhadndt LC, a limity spolahlivosti (p = 0,05)

pouzitim Standardnych postupov, tieto hodnoty sa zaokrdhlia na jedno alebo vicsinou dve platné ¢islice
(priklady zaokrthlenia na dve Cislice: 173,5 na 170, 0,127 na 0,13 a 1,21 na 1,2).

V tych pripadoch, ked sklon krivky koncentricia/percentd je prili§ strmy a neumoziuje vypocet LC,, staci

graficky odhad tejto hodnoty.

507

Ked v dvoch po sebe nasledujiicich koncentracidch v pomere 2,2 dochddza len k 0 % a 100 % dmrtnosti,
tieto dve hodnoty stacia na indikovanie rozsahu, do ktorého patri LC, .

Ak sa pozoruje, Ze nemozno udrzat stabilitu ani homogenitu testovanej latky, toto by sa malo zaznamenat
a vysledky by sa mali interpretovat so zvySenou pozornostou.

SPRAVA

Sprava z testu by mala, pokial je to mozZné, obsahovat tieto informacie:

— informdcie o testovanych rybach (vedecky ndzov, kmen, dodavatel, predbezné osetrenie, velkost a pocet
ryb pouzitych pri kazdej testovanej koncentracii),

— zdroj vody a jej hlavné chemické charakteristiky (pH, tvrdost, teplota),

— v pripade litky s nizkou rozpustnostou met6dy pripravy zdsobného a skidsobného roztoku,

— koncentrdciu vietkych pomocnych ldtok,
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— zoznam pouzitych koncentrcii a vSetky dostupné informdcie tykajiice sa stability testovanej latky alebo
pripravku pri danych koncentracidch v testovanom roztoku,
— pouzité metddy a ziskané vysledky, ak sa vykonala analyza litky alebo pripravku,
— vysledky limitného testu, ak sa vykonal,
— dovody na vyber testu a detaily pouzitého skuSobného postupu (napr. staticky, semi-staticky, davko-
vanie, informdcia o prevzdusnovani, dévkovanie ryb a pod.),
— opis skiisobného zariadenia,
— rezim osvetlenia,
— koncentréciu rozpusteného kyslika, pH hodnoty a teploty skdsobnych roztokov kazdych 24 hodin,
— dokaz, zZe boli splnené kritérid kvality,
— tabulku uvddzajicu kumulativnu tdmrtnost pri kazdej koncentrdcii a kontrolu (a tieZ kontrolu s
pomocnou ldtkou, ak je to potrebné) pri vietkych odporucenych pozorovacich casoch,
— graf zdvislosti koncentracia/percentd na konci testu,
— ak je to mozné, hodnoty LC, pri kaidom z odporucenych pozorovacich casov (s 95 % limitom
spolahlivosti),
— Statistické postupy pouzité pri stanoveni hodnot LC_,
— vysledky ziskané s referencnou litkou, ak sa pouzila;
— najvyssiu testovani koncentrdciu nespdsobujiicu imrtnost pocas celého testu,
— najniz8iu testovant koncentraciu sposobujicu 100 % Gmrtnost pocas celého testu.
ODKAZY
(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 203, Decision of the Council C(81) 30 final and updates.
(2) AFNOR - Determination of the acute toxicity of a substance to Brachydanio rerio — Static and Flow
Through methods — NFT 90-303 June 1985.
(3) AFNOR - Determination of the acute toxicity of a substance to Salmo gairdneri — Static and Flow
Through methods — NFT 90-305 June 1985.
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(5) Eidgenossisches Department des Innern, Schweiz: Richtlinien fiir Probenahme und Normung von
Wasseruntersuchungsmethoden — Part 11 1974.
(6) DIN Testverfahren mit Wasserorganismen, 38 412 (L1) und L(15).
(7) JIS K 0102, Acute toxicity test for fish.
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Dodatok 1

Rekonstituovand voda
Priklad vhodnej rozptistacej vody
Vsetky chemické latky musia byt analytickej cistoty.
Voda md byt destilovand, dobrej kvality alebo deionizovand s vodivostou menej ako 5 pScm.
Pristroj na destiliciu vody nesmie obsahovat Ziadne Casti vyrobené z medi.

Zdsobné roztoky

CaCl,. 2 H,0 (dihydrét chloridu vépenatého): 11,76 g
Rozpustite vo vode a doplite vodou na 1 liter.
MgSO,. 7 H,O (heptahydrat siranu horecnatého): 493 g
Rozpustite vo vode a dopliite vodou na 1 liter.
NaHCO, (hydrouhlicitan sodny): 2,59 ¢
Rozpustite vo vode a dopliite vodou na 1 liter.
KCl (chlorid draselny): 023 ¢g

Rozpustite vo vode a dopliite vodou na 1 liter.

Rekonstituovand rozpiistacia voda
Zmiesajte 25 ml z kazdého zo Styroch zdsobnych roztokov a doplnte do 1 litra vodou.

Prevzdusnujte, pokial sa koncentrdcia rozpusteného kyslika nebude rovnat koncentrdcii nasytenia vzdusnym

kyslikom.
Hodnota pH by mala byt 7,8 0,2.
Ak je to potrebné, upravte pH s NaOH (hydroxidom sodnym) alebo s HCl (kyselinou chlorovodikovou).

Takto pripravend rozpustacia voda sa nechd stdt asi 12 hodin a nesmie sa dalej prevzdusnovat.
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Celkové mnozstvo Ca a Mg i6nov v tomto roztoku je 2,5 mmol na liter. Pomer Ca: Mg i6nov je 4: 1 a

pomer Na: K iénov je 10: 1. Celkovd alkalita roztoku je 0,8 mmol na liter.

Ziadna odchylka pri priprave rozpdstacej vody nesmie zmenit zloZenie ani vlastnosti vody.

Dodatok 2

Druhy ryb odporucenych na testovanie

Odporuceny rozsah teplot

Odporuceni celkova dfzka

Odporuceny druh pri teste ryb
(0 (cm)

Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton — 20 az 24 3,0 £ 0,5
Buchanan), ddnio pruhované
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) (Rafines- 20 az 24 50 £ 2,0
que), Fathead minnow
Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) (Linnea- 20 az 24 6,0 £ 2,0
nus 1758), kapor obycajny
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) Cyprinodontidae 20 az 24 30t 1,0
(Tomminck a Schlegel 1850), halan¢ik japonsky
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) (Peters 1859), 20 az 24 3,0+ 1,0
pavie ocko
Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) (Rafines- 20 az 24 50+ 2,0
que, Linneanus 1758), slne¢nica modrd
Onchorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae) (Wal- 12 az 17 6,0 £ 2,0
baum 1988), pstruh dhovy
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) (Linneanus 1758), 20 az 24 6,0 £ 2,0

jalec zlaty

Ziskavanie ryb

Ryby uvedené v zozname vyssie sa dajii velmi dobre chovat a st dostupné pocas celého roka. Daji sa
dobre rozmnozovat a chovat na rybdrskych farmach alebo v laboratériu, za kontrolovanych podmienok, ¢o
sa tyka ochoreni a parazitov, takZe testované zvieratd st zdravé a zndmeho rodicovského povodu. Tieto

ryby st dostupné v mnohych Castiach sveta.
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Dodatok 3

Priklad krivky zivislosti mortality, vyjadrenej v percentdch, od koncentricie

Priklad stanovenia LC,  na pravdepodobnostnom logaritmickom papieri
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

C.2. AKUTNA TOXICITA NA DAFNIACH

METODA

UVOD

Ucelom tohto testu je stanovit strednd efektivnu koncentraciu latky pre imobilizdciu (EC.) dafnie v sladkej
vode. Ak je to mozné, je Ziaduce mat informdcie o rozpustnosti vo vode, tlaku par, chemickej stabilite,
disocia¢nych konstantich a biodegradabilite litky pred zaciatkom testu.

Dalsie informdcie [napr. $truktGrny vzorec, stupei Cistoty, druh a percentudlne zastipenie necistot,
pritomnost a mnoZstvo aditiv (prisad) a rozdelovaci koeficient n-oktanol/voda] sa tiez berd do dvahy pri
pldnovani testu a pri interpretacii vysledkov.

POMY A JEDNOTKY

Poziadavka na stanovenie LC, pre dafnie sa povazuje za splnentd stanovenim EC, podla tejto skidobnej
metddy.

Akutna toxicita je vyjadrend v tomto teste ako strednd efektivna koncentrdcia (EC,) imobilizdcie. Je to
koncentrdcia, v terminoch povodnych hodnot, ktord imobilizuje 50 % dafnil v testovanej ndsade pocas
kontinudlnej periddy expozicie, ktord musi byt uvedend.

Imobilizdcia:

Dafnie, ktoré nie si schopné plavat pocas 15 sekind po opatrnom premiesani skiSobnej nddoby, sa
povazuji za imobilné.

Vsetky koncentricie testovanej litky st uvedené v hmotnosti na objem (mg na liter). MoZu byt tiez
vyjadrené v hmotnosti na hmotnost (mg.kg?).

REFERENCNE LATKY

Referencné latky sa mozu testovat s cieclom preukdzat, ze v laboratérnych skasobnych podmienkach
nedoslo k vyznamnej zmene citlivosti testovanych druhov.

Sthrn vysledkov kruhového testu EHS s pouzitim Styroch rozliénych latok uvedenych v dodatku 2.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Dafnie sti exponované testovanej ltke pridanej do vody v roznych koncentrdcidch pocas 48 hodin. Ak sa
pouzije krat3{ test, potom sa zdovodni v zdvereCnej sprave z testu.

Za inak rovnakych podmienok testu a pri zodpovedajicom rozsahu koncentracie testovanej latky rozdielne
koncentracie testovanej litky vykazuji rozdielne priemerné stupne acinku na schopnost pldvania dafnii. V
dosledku rozdielnych koncentracii odlisné percento dafnii nie je viac schopné pldvat na konci testu.
Koncentrécie sposobujice 0 % alebo 100 % imobilizdciu sa zistia priamo z pozorovania testu. Hodnota
EC,, sa stanovi vypoctom po 48 hodindch, ak je to mozné.
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1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

Pre tito metddu sa pouziva staticky test, a preto sa skiiSobné roztoky neobnovuji pocas trvania doby
expozicie.

KRITERIA KVALITY

Kritérid kvality sa aplikujii na limitny test aj na kompletni testovaciu metddu.
Imobilizdcia pri kontroldch nesmie presahovat 10 % na konci testu.

Testované dafnie nesmd byt v kontrolnych skupindch zachytené na povrchu vody.

Je ziaduce, aby koncentrécia rozpusteného kyslika v skiisobnych nddobéch zostala nad 3 mg na liter pocas
celého testu. AvSak za Ziadnych okolnosti by sa koncentricia rozpusteného kyslika nemala znizit pod 2 mg
na liter.

Koncentrdcia testovanej latky sa bude udrziavat v rdmci 80 % povodnej koncentracie pocas celého testu.

Pre létky, ktoré st Tahko rozpustné v testovacom médiu a ktoré tvoria stabilné roztoky, napr. tie, ktoré
nebudd vo vyznamnej miere prchavé, nebudi sa rozkladat, hydrolyzovat ani adsorbovat, sa ich pociatocnd
koncentrdcia moze povazovat za ekvivalentni k nomindlnej koncentracii. Musi byt dokazané, ze koncen-
tricie sa udrziavali pocas celého testu a kritérid kvality sa dodrzali.

Pre latky, ktoré sii:
i) slabo rozpustné v testovacom médiu alebo
ii) schopné vytvdrat stabilné emulzie alebo disperzie, alebo

i) nestabilné vo vodnych roztokoch,

sa pociatocnd koncentrdcia bude povazovat za koncentriciu merand v roztoku (alebo ak to nie je technicky
mozné, merand vo vodnom stlpci) na zaciatku testu. Koncentracia sa stanovi aZ po vytvoreni rovnovihy,
ale pred uvedenim testovanych organizmov.

Vo vietkych tychto pripadoch sa musia vykonat daldie merania pocas testu, aby sa potvrdili aktudlne
expozicné koncentracie alebo aby sa dodrzali kritérid kvality.

Hodnota pH by sa nemala menit viac ako v rozsahu jednej jednotky.
OPIS SKUSOBNEJ METODY

Reagenty

Roztoky testovanych ldtok

Zasobné roztoky pozadovanej sily sa pripravia rozpustenim litky v deionizovanej vode alebo vo vode
podla 1.6.1.2.

Zvolené koncentrdcie na testovanie sa pripravia zriedenim zdsobného roztoku. Ak sa testuji vysoké
koncentracie, potom mozno latku rozpustit priamo vo vode.

Létky by sa normélne mali testovat len po limit rozpustnosti. Pri niektorych latkach (napr. litkach s nizkou
rozpustnostou vo vode alebo vysokou hodnotou P alebo tie, ktoré st schopné tvorit stabilné disperzie
namiesto pravych roztokov vo vode) je prijatelné testovat koncentricie nad limitom rozpustnosti ldtky, aby
sa zaistilo, Ze sa dosiahla maximdlna rozpustnd/stabilnd koncentrdcia. Je délezité, aby tdto koncentrdcia
nejakym spdsobom nenarusovala testovaci systém (napr. film litky na povrchu vody, ktory brani
okysli¢ovaniu vody a pod.).

Ultrazvukovd disperzia, organické rozpustadld, emulzifikdtory alebo dispergujice latky sa mozu pouzit ako
pomocka pri priprave zdsobnych roztokov litok s nizkou rozpustnostou vo vode alebo ako pomocka pri
dispergovani tychto litok v testovacom médiu. Ak sa pouziji takéto pomocné latky, potom vsetky
testované koncentracie maji obsahovat rovnaké mnozstvo pomocnej litky a mala by sa vykonat dodato¢nd
kontrola, pri ktorej st dafnie vystavené rovnakej koncentrdcii pomocnej ldtky, akd sa pouziva v skisobnych
séridch. Koncentracia takychto pomocnych litok by mala byt minimalizovand, ale v Ziadnom pripade by
nemala presahovat 100 mg na liter skiSobného média.
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Test je potrebné vykonat bez tpravy pH. Ak dochddza k vyraznej zmene pH, odporica sa, aby sa test
zopakoval s dpravou pH a vysledky sa zaznamenali. V takomto pripade by sa mala upravit pH hodnota
zdsobného roztoku podla pH hodnoty vodného roztoku, pokial nie je $pecidlny dovod tak neurobit. Na
tento tcel sa odportica HCl a NaOH. Upravu pH hodnoty je potrebné vykonat takym sposobom, aby sa
koncentrécia testovanej ldtky v zdsobnom roztoku vyrazne nezmenila. Akdkolvek chemickd reakciu alebo
fyzikdlnu precipitdciu testovanej latky alebo pripravku pocas tdpravy hodnoty pH je potrebné uviest v
sprave z testu.

PouZivand (testovacia) voda

V tomto teste sa pouziva rekonstituovand voda [pozri dodatok 1 a odkaz (2): ISO 6341]. Aby sa vyhlo
potrebe aklimatizdcie pred testom, odporica sa, aby voda pouzivand na kultiviciu bola podobnej kvality
(pH, tvrdost) ako voda pouzitd pri testovani.

Pristroje

Mali by sa pouzif normdlne laboratérne pristroje a zariadenia. Zariadenie, ktoré prichddza do kontaktu s
testovanymi roztokmi, by prednostne malo byt zo skla:

— pristroj na meranie koncentrdcie kyslika (s mikroelektrédou alebo s inym vhodnym zariadenim na
meranie rozpustného kyslika v nizkoobjemovych vzorkdch),

— adekvitny pristroj na meranie a udrZiavanie teploty,
— pH meter,

— zariadenie na stanovenie tvrdosti vody.
Testované organizmy

Daphnia magna je preferovany testovaci druh, hoci Daphnia pulex je tieZ povolend. Pokusné zvieratd by mali
byt mladsie ako 24-hodinové na zaciatku testu, laboratérne rozmnozované, zdravé a so zndmym povodom
(napr. chov, akékolvek predchddzajiice osetrenie atd.).

Testovaci postup

Kone¢nému testu moze predchddzat vyhladdvaci test, aby sa ziskala informédcia o rozsahu koncentracif,
ktoré sa pouzijii v hlavnom teste.

Vykonédva sa jedna kontrola bez testovanej litky, a ak je to relevantné, tiez sa vykondva jedna kontrola
obsahujiica pomocnd ldtku, navyse k testovanym séridm.

Dafnie st exponované chemickou latkou tak, ako je uvedené nizsie:
— trvanie: uprednostiiuje sa 48 hodin,

— pocet zvierat: aspon 20 zvierat na kazdd testovani koncentraciu, pricom sa uprednostiiuje rozdelenie do
Styroch ndsad po piatich zvieratdch alebo dvoch nédsad po desiatich zvieratich,

— ddvkovanie: aspont 2 ml skisobného roztoku by mali pripadat na kazdé zviera,

— testovacia koncentrdcia: testovaci roztok by mal byt pripraveny tesne pred jeho pouzitim, a to prednostne
bez pouzitia iného rozpustadla ako vody. Koncentricie sa pripravuji v geometrickych séridch, pricom
pomer koncentrdcii nepresahuje 2,2. Koncentracie, pri ktorych dochddza k 0 % a 100 % imobilizacii
po 48 hodinich, ako aj k imobilizdcii medzi tymito okrajovymi hodnotami, umoziujicimi vypocet
EC,, po 48 hodindch, by sa mali testovat spolu s kontrolami,

— voda: pozri 1.6.1.2,
— svetlo: volitelné je cyklické striedanie svetla a tmy,

— teplota: testovacia teplota by mala byt medzi 18 °C a 22 °C, ale pre kazdy jednotlivy test by mala byt
konstantnd v rozsahu =1 °C,
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— prevzdusfiovanie: testovaci roztok nesmie byt prevzdusnovany (prebubldvany),
— kimenie: Ziadne.

Hodnota pH a koncentrcia kyslika v kontroldch a vo vsetkych testovanych koncentricidch by sa mali
merat na konci testu, pH testovaného roztoku by sa nemalo menit.

Prchavé latky by sa mali testovat v kompletne naplnenej uzavretej nddobe, dostatocne velkej na to, aby sa
zabrénilo nedostatku kyslika.

Dafnie sa kontroluji aspont po 24 hodindch expozicie a opdt po 48 hodinich expozicie.
Limitny test

Pri pouziti postupov opisanych v tejto skiiSobnej metéde sa moze limitny test vykonat pri koncentracii

Ak st vlastnosti ltky také, Ze sa nemoze dosiahnut koncentrdcia 100 mg na liter v testovanom roztoku,
limitny test by sa mal vykonat pri koncentrdcii rovnej rozpustnosti litky (alebo pri maximdlnej koncen-
tracii, pri ktorej dochddza k tvorbe stabilnej disperzie) v pouzitom médiu (pozri tiez bod 1.6.1.1).

Limitny test by sa mal vykonat s 20 dafniami rozdelenymi do dvoch alebo styroch ndsad, s rovnakymi
poctami v kontroldch. Ak dojde k vyskytu imobilizdcie, potom sa musi vykonat kompletnd Studia.

UDAJE A VYHODNOTENIE

Pre kazdd periédu, v ktorej boli zaznamendvané pozorovania (24 a 48 hodin), sa vynesie zavislost
percentudlnej dmrtnosti pre kazdd periédu expozicie oproti koncentricii na semilogaritmickom papieri.

Ak je to mozné, pre kazdy pozorovaci cas by sa mali odhadndt EC,  a limity spolahlivosti (p = 0,05)

pouzitim Standardnych postupov, tieto hodnoty sa zaokrdhlia na jedno alebo vicsinou dve platné ¢islice
(priklady zaokrtihlenia na dve Cislice: 173,5 na 170, 0,127 na 0,13 a 1,21 na 1,2).

V tych pripadoch, ked sklon krivky koncentrdcia/percentd je prili§ strmy a neumoznuje vypocet EC,, staci

graficky odhad tejto hodnoty.

50"

Ked' v dvoch po sebe nasledujiicich koncentrécidch v pomere 2,2 dochddza len k 0 % a 100 % Gmrtnosti,
tieto dve hodnoty stacia na indikovanie rozsahu, do ktorého patri EC_.

Ak sa pozoruje, ze nemozno udrzat stabilitu alebo homogenitu testovanej ldtky, toto by sa malo
zaznamenat a vysledky by sa mali interpretovat so zvysenou pozornostou.

SPRAVA

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informacie:

— informdcie o testovanom organizme (vedecky ndzov kmena, doddvatel' alebo zdroj, akékolvek pred-
bezné oletrenie, metéda chovu — vritane zdroja, druh a mnoZstvo potravy, rezim kimenia,

— zdroj vody a jej hlavné chemické charakteristiky (pH, teplota, tvrdost),
— v pripade ltky s nizkou rozpustnostou vo vode metddy pripravy zdsobného a skasobného roztoku,
— koncentrdciu pomocnych latok,

— zoznam pouzitych koncentrdcii a vietky dostupné informécie tykajice sa stability testovanej litky pri
danych koncentracidch v testovanom roztoku,
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— pouzité metddy a ziskané vysledky, ak bola vykonand analyza latky,

— vysledky limitného testu, ak bol vykonany,

— opis skisobného zariadenia,

— rezim osvetlenia,

— koncentrécia rozpusteného kyslika, pH hodnoty a teploty skdsobnych roztokov,
— dokaz, Ze boli splnené kritérid kvality,

— tabulka uvddzajiica kumulativnu imobilizdciu pri kazdej koncentrdcii a kontrolu (a tiez kontrolu s
pomocnou ltkou, ak je to potrebné) pri vietkych odporucenych pozorovacich ¢asoch (24 h a 48 h),

— graf zdvislosti koncentracia/percentd na konci testu,

— ak je to mozné, hodnoty EC,, pri kazdom z odporucenych pozorovacich casov (s 95 % limitom
spolahlivosti),

— Statistické postupy pouZité pri stanoveni hodnot EC,,
— vysledky ziskané s referencnou chemickou latkou, ak sa pouzila,
— najvyssiu testovani koncentrdciu nesposobujiicu imobilizdciu pocas celého testu,

— najniz8iu testovant koncentraciu sposobujicu 100 % Gmrtnost pocas celého testu.
ODKAZY

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guidelines 202, Decision of the Council C(81) 30 final and updates.

(2) International Standard ISO, Water Quality — Determination of inhibition of mobility of Daphnia magna
Straus, 1ISO 6341-1989.

(3) AFNOR Inhibition of mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera — crustacea) NFT 90 301 (January
1983).

(4)  Verfahrensvorschlag des Umweltbundesamtes zum akuten Daphnien-Test. Rudolph, P. und Boje, R.
Okotoxikologie, Grundlagen fiir die 6kotoxikologische Bewertung von Umweltchemikalien nach dem
Chemikaliengesetz, ecomed 1986.

(5) DIN Testverfahren mit Wasserorganismen 38412 (L1) und (L11).

(6) Finney, D. . Statistical Methods in Biological Assay. Griffin, Weycombe, UK., 1978.

(7) Litchfield, J. T. and Wilcoxon, F. A simplified method of evaluating dose-effect experiments. ).
Pharmacol. and Exper. Ther., 1949, vol. 96, 99 — 113.

(8) Sprague, J. B. Measurement of pollutant toxicity to fish. I Bioassay methods for acute toxicity. Water
Res., 1969, vol. 3, 793 — 821.

(9) Sprague, J. B. Measurement of pollutant toxicity to fish. 1I Utilising and applying bioassay results.
Water Res., 1970, vol. 4, 3 — 32.

(10) Stephan, C. E. Methods for calculating an LC, . In Aquatic Toxicology and Hazard Evaluation (edited
by F. I. Mayer and J. L. Hamelink). American Society for Testing and Materials. ASTM, 1977, STP 634,
65 — 84.

(11) Stephan, C. E., Busch, K. A. Smith, R., Burke, J. and Andrews, R. W. A computer program for
calculating an LC . US EPA.

Dodatok 1

Rekonstituovand voda
Priklad vhodnej rozpistacej vody (podla ISO 6341)
Vsetky chemické latky musia byt analytickej cistoty.
Voda md byt destilovand, dobrej kvality alebo deionizovand s vodivostou menej ako 5 pScm.

Pristroj na destiliciu vody nesmie obsahovat Ziadne Casti vyrobené z medi.
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Zdsobné roztoky

CaCl,. 2 H,0 (dihydrét chloridu vépenatého): 11,76 g
Rozpustite vo vode a dopliite vodou na 1 liter.
MgSO,. 7 H,O (heptahydrét siranu horecnatého): 493 g
Rozpustite vo vode a dopliite vodou na 1 liter.
NaHCO; (hydrouhlicitan sodny): 2,59 ¢
Rozpustite vo vode a doplite vodou na 1 liter.
KCl (chlorid draselny): 023 ¢

Rozpustite vo vode a dopliite vodou na 1 liter.

Rekonstituovand rozpiistacia voda

Zmiesajte 25 ml z kazdého zo Styroch zdsobnych roztokov a doplate do 1 litra vodou.

Prevzdusnujte, pokial sa koncentricia rozpusteného kyslika nebude rovnat hodnote pri nasyteni vzduchom.
Hodnota pH mé byt 7,8 £0,2.

Ak je to potrebné, upravte pH s NaOH (hydroxidom sodnym) alebo s HCl (kyselinou chlorovodikovou).
Takto pripravend rozpustacia voda sa nechd stat asi 12 hodin a nesmie sa dalej prevzdusnovat.

Celkové mnozstvo Ca a Mg idnov v tomto roztoku je 2,5 mmol na liter. Pomer Ca: Mg i6nov je 4: 1 a
pomer Na: K iénov je 10: 1. Celkovd alkalita roztoku je 0,8 mmol na liter.

Ziadna odchylka pri priprave rozpdstacej vody nesmie zmenit zloZenie ani vlastnosti vody.

Dodatok 2
Sthrn vysledkov kruhového testu EHS vykonaného v roku 1978 (taktiez citovany v odkaze 2).
Upozornenie: icelom tohto kruhového testu bolo stanovenie EC,, za 24 hodin.
Pouzité latky:
1. dvojchréman draselny;
2. kyselina tetrapropylbenzensulfonové;
3. tetrapropylbenzensulfonan sodny;

4. 2,4,5-trichlorfenoxyoctan draselny.

. Pocet ztcastnenych labora- I P Strednd hodnota 24-hodi-
Latka oce zucastgfirilyc aDOTA~ | poet vysledkov na vypocet re rrlli(i)ve](') EnC(:Oamg f odt

1 46 129 1,5

2 36 108 27

3 31 84 27

4 32 72 770
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Dodatok 3

Priklad zdvislosti percentudlnej imobilizicie od koncentricie

Priklad stanovenia EC, pouzitim pravdepodobnostného logaritmického papiera

Imobilizdcia v %
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1.1.

1.2

1.3.

C.3. TEST INHIBICIE RASTU RIAS

METODA
UvVoD

Ucelom tohto testu je stanovit Gcinky litky na rast jednobunkovych zelenych rias. Relativne kritke (72
hodin) testy mozu zhodnotit Gc¢inky na niekolkych generdcidch. Tato metéda moze byt prisposobend na
pouzitie s niekolkymi druhmi jednobunkovych rias, v takomto pripade musi byt uvedeny opis pouZitej
metddy spolu s uvedenim vysledkov v spréve z testu.

T4to metdda sa najlahsie pouzije pre litky rozpustné vo vode, kde je pravdepodobné, ze v podmienkach
testu zostanti vo vode.

Metdda sa moze pouzit pre latky, ktoré priamo neinterferuji s meranim rastu rias.

Pokial je to len mozné, je Ziaduce mat informdcie o rozpustnosti vo vode, tlaku pér, stabilite, disocia¢nych
konstantdch a biodegradabilite litky pred zaciatkom testu.

Dalsie informdcie [napr. $truktGrny vzorec, stupei Cistoty, druh a percentudlne zastipenie necistot,
pritomnost a mnoZstvo aditiv (prisad) a rozdelovaci koeficient n-oktanol/voda] sa tiez berd do dvahy pri
pldnovani testu a pri interpretacii vysledkov.

POJMY A JEDNOTKY

Bunkova hustota: pocet buniek na mililiter.

Rast: prirastok bunkovej hustoty pocas trvania testu.
Rychlost rastu: prirastok bunkovej hustoty na jednotku Casu.

EC, v tejto metéde je koncentrdcia testovanej latky, ktord sposobi 50 % znizenie rastu (E,.C.) alebo
rychlosti rastu (EC,) vzhladom na kontrolu.

NOEC (koncentracia bez pozorovaného tcinku): v tejto metdde je to najvyssia testovand koncentrdcia, pri
ktorej sa nepozoruje vyraznd inhibicia rastu vzhladom na kontrolu.

Vsetky koncentricie testovanej litky st uvedené v hmotnosti na objem (mg na liter). Mozu byt tiez
vyjadrené v hmotnosti na hmotnost (mg.kg?).

REFERENCNE LATKY

Referencné latky sa mozu testovat s cielom preukdzat, ze v laboratérnych skasobnych podmienkach
nedoslo k vyznamnej zmene citlivosti testovanych druhov.

Ak sa pouzije referencnd litka, potom by mali byt v sprdve z testu uvedené vysledky, ktoré sa s touto
latkou dosiahli. Dvojchréman draselny sa moze pouzif ako referencnd latka, ale jeho farba moze
ovplyviiovat kvalitu a intenzitu svetla pre bunky a tiez spektrofotometrické stanovenia, ak sa pouziji.
Dvojchréman draselny sa pouzil v medzindrodnom inter-laboratérnom teste [pozri odkaz (3) a dodatok 2].
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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Limitny test sa moze vykonat pri 100 mg na liter, aby sa preukdzalo, ze EC, je vicSia ako tito
koncentrécia.

Exponencidlne rastiice kultiry vybranych zelenych rias st exponované roznym koncentrdcidm testovanej
latky pocas nickolkych generdcii v definovanych podmienkach.

Testované roztoky sa inkubuji pocas 72 hodin. Bunkovd hustota sa v kazdom roztoku meria aspon
kazdych 24 hodin. Stanovi sa inhibicia rastu vzhladom na kontrolnd kultdru.

KRITERIA KVALITY

Kritérid kvality sa aplikuji na limitny test aj na kompletni testovaciu metddu.

Hustota buniek v kontrolnych kultirach by mala vzrist aspori o faktor 16 pocas troch dni.

Koncentrécie testovanej ldtky sa budi udrziavat v rdmci 80 % povodnych koncentrécii pocas celého testu.

Pre litky, ktoré st Tahko rozpustné v testovacom médiu a ktoré tvoria stabilné roztoky, napr. tie, ktoré
nebudd vo vyznamnej miere prchavé, nebudii sa rozkladat, hydrolyzovat ani adsorbovat, sa ich pociatoénd
koncentrdcia moze povazovat za ekvivalentnd k nomindlnej koncentrdcii. Musi sa dokdzat, Ze koncentricie
sa udrziavali pocas celého testu a kritérid kvality sa dodrzali.

Pre latky, ktoré si:
i) slabo rozpustné v testovacom médiu alebo
ii) schopné vytvdrat stabilné emulzie alebo disperzie, alebo

iii) nestabilné vo vodnych roztokoch,

sa bude pociatocnd koncentrdcia povazovat za koncentrdciu merani na zaciatku testu. Koncentricia sa
stanovi az po vytvoreni rovnovahy.

Vo vietkych tychto pripadoch sa musia vykonat dalsic merania pocas testu, aby sa potvrdili aktudlne
expozicné koncentricie alebo aby sa dodrzali kritérid kvality.

Je zndme, Ze pocas testu sa moZe vyznamné mnoZzstvo testovanej litky vniest do biomasy rias. Preto s
cielom preukdzania stladu s vyssie uvedenymi kritériami kvality je potrebné brat do tivahy mnozstvo latky
vnesenej do biomasy rias, ako aj litky v roztoku (alebo ak to nie je technicky mozné, merané vo vodnom
stlpci). Avsak stanovenie koncentrdcie litky v biomase rias moze predstavovat vyznamné technické
problémy, sdlad s kritériami kvality sa moze preukdzat tak, zZe sa testuje nddoba s najvacSou koncentraciou
latky, ale bez rias, a meria sa koncentrdcia v roztoku (alebo ak to nie je technicky mozné, merané vo
vodnom stlpci) na zaciatku a na konci testu.

OPIS SKUSOBNE] METODY

Reagenty

Roztoky testovanych ldtok

Zdsobné roztoky pozadovanej sily sa pripravia rozpustenim ltky v deionizovanej vode alebo vode podla
1.6.1.2.

Zvolené skisobné koncentracie sa pripravia pridanim vhodnych objemov ku kultiram rias (pozri dodatok
1). Latky sa testuji len po limit rozpustnosti. Pri niektorych latkach (napr. litkach s nizkou rozpustnostou
vo vode alebo vysokou hodnotou P~ alebo tych, ktoré si schopné tvorit stabilné disperzie namiesto
pravych roztokov vo vode) je prijatelné testovat koncentricie nad limitom rozpustnosti latky, aby sa
zaistilo, Ze sa dosiahla maximdlna rozpustnd/stabilnd koncentracia. Je vSak dolezité, aby tdto koncentrécia
nejakym sposobom nenaruSovala testovaci systém (napr. film ldtky na povrchu vody, ktory brani
okyslicovaniu vody atd’).
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1.6.1.2.

Ultrazvukové disperzia, organické rozpustadld, emulzifikdtory alebo dispergujice litky sa mozu pouzit ako
pomocka pri priprave zdsobnych roztokov litok s nizkou rozpustnostou vo vode alebo ako pomocka pri
dispergovani tychto ldtok v testovacom médiu. Ked sa pouziji takéto pomocné latky, potom vsetky
testované koncentrdcie maji obsahovat rovnaké mnozstvo pomocnych litok a mali by sa vykonat
dodatocné kontroly pri rovnakych koncentrcidch pomocnych ltok, aké sa pouzijii v skasobnych séridch.
Koncentrécia takychto pomocnych ldtok by mala byt minimalizovand, ale v zZiadnom pripade by nemala
presahovat 100 mg na liter skaSobného média.

Test je potrebné vykonat bez dpravy pH. Ak dochddza k vyraznej zmene pH, odporica sa, aby sa test
zopakoval s tpravou pH a vysledky sa zaznamenali. V takomto pripade by mala byt upravend pH hodnota
zdsobného roztoku podla pH hodnoty vodného roztoku, pokial nie je $pecidlny dovod tak neurobif. Na
tento Gcel sa odpordéa HCl a NaOH. Upravu pH hodnoty je potrebné vykonat takym sposobom, aby sa
koncentrdcia testovanej litky v zdsobnom roztoku vyrazne nezmenila. Akdkolvek reakciu alebo fyzikdlne
vyzrdZanie testovanej latky pocas dpravy hodnoty pH je potrebné uviest v sprave z testu.

Skisobné médium

V teste by sa mala pouzit destilovand voda dobrej kvality alebo deionizovand voda s vodivostou mensou
ako 5 pS.cm. Pristroj na destiliciu vody nesmie obsahovat Ziadne Casti vyrobené z medi.

Odportica sa pouzif toto médium.

Pripravia sa Styri zdsobné roztoky podla tejto tabulky. Zidsobné roztoky sa sterilizujii membrinovou
filtrdciou alebo autoklavovanim a skladujii sa v tme pri 4 °C. Zdsobny roztok ¢. 4 by mal byt sterilizovany
iba membréanovou filtrdciou. Tieto zdsobné roztoky sa zriedia, aby sa dosiahla findlna koncentracia Zivin v
skigobnych roztokoch.

Zivina Koncentracia v zdsobnom roztoku Konecnd koncentrécia v testovacom roztoku

Zisobny roztok ¢. 1: makroZiviny

NH,C1 1,5 gl 15 mgl"
MgCl,.6H,0 1,2 gl 12 mg1!
CaCl,.2H,0 1,8 gl 18 mgl!
MgSO,.7H,0 1,5 gl 15 mgl!
KH, PO, 0,16 gl 1,6 mgl

Zisobny roztok €. 2: Fe-EDTA
FeCl.6H, 80 mgl™? 0,08 mgl™?
Na,EDTA.2H,O 100 mgl™! 0,1 mgl™!

Zisobny roztok ¢. 3: stopové prvky

H,BO, 185 mgl" 0,185 mgl"
MnCl,.4H,0 415 mgl! 0,415 mgl!
Zndl, 3 mgl™! 3x10° mgl!
C0C12.6HZO 1,5 mg! 1,5 x 10 mg!
CuCl,.2H,0 0,01 mgl! 10 - mg ™!
Na,MoO,.2H,0 7 mgl! 7 %10 7 mgl!

Zasobny roztok ¢. 4: NaHCO,
NaHCO, 50 gl! 50 mgl!

Hodnota pH média je po vytvoreni rovnovéhy so vzduchom priblizne 8.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Pristroje:
— Normélne laboratérne vybavenie.

— Skasobné banky vhodného objemu (napr. 250 ml kénické banky st vhodné, ak je objem skisobného
roztoku 100 ml). Vsetky skiisobné banky by mali byt identické, ¢o sa tyka materidlu aj rozmerov.

— Pristroj na kultiviciu. Miestnost alebo miesto, v ktorom sa moze udrziavat teplota v rozmedz{ 21 °C az
25 °C s presnostou 2 °C a moze byt zabezpecené stdle, rovnomerné osvetlenic v spektrilnom
rozmedzi 400 nm az 700 nm. Ak riasy v kontrolnych kultirach dosiahli odporuceny stupen rastu,
moze sa predpokladat, Ze podmienky pre rast, vritane intenzity osvetlenia, sti adekvitne.

Odporica sa pouzit, pri priemernej trovni skisobnych roztokov, intenzitu svetla v rozsahu 60 az 120
REm™s? (35 az 70 x 10" foténov m™s'), ked sa meria v rozsahu 400 nm az 700 nm s pouZitim
vhodného receptora. V pripade meraciecho pristroja kalibrovaného v ,luxoch®, je ekvivalentny rozsah od
6 000 1x do 10 000 Ix.

Osvetlenie mozno zabezpeCit Styrmi az siedmimi 30 W Ziarivkami univerzlneho typu s bielym
svetlom (farebnd teplota je priblizne 4 300 K) pri vzdialenosti 0,35 m od kulttry rias.

— Meranie hustoty bunick by sa malo vykonat s pouzitim priamej metédy na pocitanie Zivych buniek,
napr. mikroskopom s pocitacou komorkou. Mozu sa viak pouzit aj iné postupy (fotometria, turbidime-
tria a pod.), ak st dostatocne citlivé a ak dostato¢ne dobre koreluji s hustotou buniek.

Testované organizmy

Odporica sa pouzit rychlorastice druhy zelenych rias, vhodné na kultivovanie a testovanie. Odporicaja sa
tieto druhy:

— Selenastrum capricornutum, napr. ATCC 22662 alebo CCAP 2784,
— Scenedesmus subspicatus, napr. 86.81 SAG.

Pozndmka:

ATCC = American Type Culture Collection (U.S.A.)

CCAP = Culture Centre of Algae and Protozoa (UK.)

SAG = Collection of algal culture (Gottingen, FR.G.)

Ak sa pouzije iny kmen, je to potrebné uviest v sprive z testu.
Testovaci postup

Koncentraény rozsah, v ktorom je pravdepodobné prejavenie sa ticinkov, sa stanovi na zdklade vysledkov z
vyhladévacicho testu.

Dve merania rastu (biomasy a stupiia rastu) mozu mat za vysledok tplne rozdielne merania inhibicie rastu;
obe by sa mali pouzit vo vyhladdvacom teste rozsahu, aby sa zaistilo, Ze geometricky ndrast koncentracif
umozni urcenie EC, a EC,.

Pociatocnd hustota buniek

Odporica sa, aby pociatocnd hustota buniek bola v skusobnej kultdre priblizne 10* buniek/ml, ak sa
pouzije Selenastrum capricornutum a Scenedesmus subspicatus. V pripade inych skasobnych druhoch sa pouzije
podobnd koncentricia biomasy.

Koncentrdcie testovanej ldtky

Pripravi sa aspon pit koncentrdcii v geometrickej sérii v koncentra¢nom pomere nepresahujicom 2,2.
Najnizsia testovand koncentrdcia by nemala vykazovat Ziadny pozorovatelny G¢inok na rast rias. Najvyssia
testovand koncentrdcia by mala inhibovat rast aspon na 50 % vzhladom na kontrolu a v najlepsom
pripade by mala tplne zastavit rast.
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Paralelky a kontroly

Kazdt koncentrdciu je potrebné testovat v troch paralelkdch. Pouziji sa tri paralelky na kontrolu bez
testovanej latky, a ak je to potrebné, aj tri paralelky na kontrolu s pomocnou latkou. Ak je to oprdvnené,
potom sa modZe test pozmenit tak, Ze sa zvysi pocet testovanych koncentracii a zniZi sa pocet paralelick na
koncentraciu.

Realizdcia testu

Testované kultary obsahujice vhodné koncentrdcie testovanej litky a vhodné mnozstvo inokula rias sa
pripravia pridanim potrebného mnozstva zdsobnych roztokov testovanej litky k vhodnému mnozstvu
pripravenej kulttry rias (pozri dodatok 1).

Kultivacné banky sa umiestnia v kultivatnom pristroji za trepania. Bunky rias sa udrZiavaju v suspenzii
trepanim, mieSanim alebo prebubldvanim so vzduchom, aby sa zlepsila vymena plynov a redukovali sa
zmeny pH v testovacom roztoku. Kultdry by sa mali udrziavat pri teplote v rozmedzi 21 °C az 25 °C s
presnostou px2 °C.

Hustota buniek v kazdej banke sa stanovi aspon 24, 48, a 72 hodin po zacati testu. Filtrované médium,
ktoré sa pouziva na rast rias, obsahujice vhodnii koncentraciu testovanej latky alebo pripravku, sa pouzije
na stanovenie pozadia, ak sa pouZziva na meranie hustoty buniek ind metdda ako priame spocitavanie.

Hodnota pH sa meria na zaciatku testu a tieZ po uplynuti 72 hodin.
Hodnota pH kontrol by sa nemala normdlne odchylovat viac ako 1,5 jednotky pocas celého testu.
Testovanie prchavych ldtok

V sticasnosti nie je vSeobecne prijaty sposob testovania prchavych latok alebo pripravkov. Ked je o latke
zndme, 7e mé tendenciu sa odparovat, potom sa mdzu pouzit uzavreté skiobné banky so zvicSenym
priestorom pre plynnd fizu. Pri vypocte objemu priestoru pre plynnii fizu je potrebné brat do dvahy
moznost nedostatku CO,. Boli navrhnuté obmeny tejto metddy [pozri odkaz (4)].

Mali by sa vykonat testy na stanovenie mnozstva ldtky ostdvajicej v roztoku a odportca sa mimoriadna
pozornost pri interpretacii vysledkov testov s prchavymi latkami alebo pripravkami v uzavretych systémoch.

Limitny test

Limitny test sa moze vykonat pri koncentrdcii 100 mg na liter, aby sa preukdzalo, Ze EC,, je vicsia ako
tato koncentracia. PouzZijii sa postupy opisané v tejto skiiSobnej metdde.

Ak st vlastnosti latky také, Ze sa nemoze dosiahnut koncentrdcia 100 mg na liter v testovanom roztoku,
limitny test by sa mal vykonat pri koncentrdcii rovnej rozpustnosti litky (alebo pri maximdlnej koncen-
tracii, pri ktorej dochddza k tvorbe stabilnej disperzie) v pouzitom médiu (pozri tiez bod 1.6.1.1).

Limitny test by sa mal vykonat minimédlne v troch opakovaniach s rovnakym poctom kontrol. V limitnom
teste by sa mali pouzif dve merania rastu (biomasa a rychlost rastu).

Ak sa v limitnom teste zisti pokles priemernej biomasy alebo rychlosti rastu rovny alebo vacsi ako 25 %
oproti kontrole, potom by sa mal vykonat kompletny test.

UDAJE A VYHODNOTENIE

Namerand bunkovd hustota v testovanych kulttirach a kontroldch je uvedend v tabulke spolu s koncen-
triciami testovanej ldtky a Casmi merania. Pre kazda skasanti koncentraciu litky a pre kontrolu sa zostroji
rastovéd krivka v podobe grafu logaritmu strednej hustoty buniek v zdvislosti od casu (0 — 72 hodin).

Na stanovenie vztahu koncentrdcie a G¢inku by sa mali pouzit dva nasledujiice pristupy. Niektoré latky
mozu pri nizkych koncentricidch stimulovat rast. Do tvahy sa vsak berd len tdaje indikujice inhibiciu
medzi 0 % a 100 %.
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2.1.

2.2

POROVNANIE PLOCH POD RASTOVYMI KRIVKAMI

Plocha medzi rastovymi krivkami a horizontdlnou liniou N = No sa mozZe vypocitat podla vzorca

A:Nl - Np x ty +Nl + N, — 2Ny « (6 —t1)+...+Nn_1 + Ny — 2Ny X (tn = ta_1)
2 2 2
kde:
A = plochy;
N, = pocet buniek/ml v Case t; (zaciatok testu);
N, = namerany pocet buniek/ml pri t;;
N = namerany pocet buniek/ml v Case t ;
t, = cas prvého merania od zaciatku testu;
t = Cas n-tého merania od zaciatku testu;
n = pocet vykonanych merani od zaciatku testu.

Percentudlna inhibicia rastu buniek pri kazdej koncentracii testovanej litky (I,) sa vypocita podla vzorca:

Ac - A

C

I = x 100

kde
A = plocha medzi rastovou krivkou kontroly a horizontdlnou liniou N = N,,
A = plocha medzi rastovou krivkou pri koncentrécii t a horizontdlnou liniou N = N,.

Hodnoty I, sa nanest na semilogaritmicky papier alebo na semilogaritmickoprobitovy papier oproti
prislusnym koncentrdcidm (koncentricie sa nandsaju na logaritmickd stupnicu). Ak sa pouzije probitovy
papier, tak sa bodmi prelozi priamka od oka alebo vypocitanim regresie.

Hodnota EC sa ziska z regresnej Ciary odcitanim koncentrécie, ktord zodpovedd 50 % inhibicie (I, =

50 %). Aby sa tito hodnota oznadila jednoznacne vo vzfahu k tejto vypoctovej metéde, navrhuje sa
pouzivanie symbolu E,C, . Je nevyhnutné, aby E,C, bola oznacend vhodnou expozi¢nou dobou, napr. E,C,,
(0 = 72 hodin).

POROVNANIE RYCHLOSTI RASTU

Priemernd $pecifickd rychlost rastu (n) pre exponencidlne rastice kultdry sa moze vypocitat ako:

_In N, -In Ng
R

kde t, je cas na zaciatku testu.

Alternativne sa zisti priemernd $pecifickd rychlost rastu zo smernice regresnej priamky v zévislosti In N
oproti Casu.

Percentudlna inhibicia Specifickej rychlosti rastu pri kazdej koncentrécii testovanej latky (Iut) sa vypocita
podla vzorca:

Le = H 100

He

kde

p, = strednd Specifickd rychlost rastu v kontrole;

1, strednd $pecifickd rychlost rastu pri testovanej koncentrécii t.
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2.3.

Percentudlne zniZenie priemernej Specifickej rychlosti rastu pri kazdej koncentracii testovanej latky v
porovnani s kontrolnou hodnotou sa vynesie oproti logaritmu koncentracie. Hodnota EC, sa moze odcitat
z vysledného grafu. Na jednoznacné oznacenie EC_ vypocitanej touto metédou sa navrhuje pouZivanie
symbolu EC_. Doby merania musia byt uvedené, napr. ak sa merania vykonali v ¢ase medzi 0. a 72.
hodinou, uvedie sa symbol EC,, (0 — 72 hodin).

Pozndmka: 3pecifickd rychlost rastu je vyjadrend v logaritmoch a malé zmeny v rychlosti rastu mozu viest k
velkym zmendm v biomase. E,C a EC hodnoty nie st preto ¢iselne porovnatelné.

VYPOCET HODNOTY NOEC

Koncentrécia bez pozorovaného t¢inku sa stanovi vhodnym Statistickym postupom na porovnanie vzoriek
(napr. analyza varidcii a Dunnettov test) s pouzitim jednotlivich hodnét paraleliek v oblastiach pod
rastovymi krivkami A (pozri bod 2.1) alebo $pecifickymi stupfiami rastu p (pozri bod 2.2).

SPRAVA

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informacie:
— testovand ldtka: Gdaje na identifikdciu latky alebo pripravku,
— testovany organizmus: povod, laboratérnu kultiru, ¢islo kmena, metodu kultivicie,
— podmienky sktisania:
— datum zaciatku a konca testu a jeho dobu,
— teploty,
— zlozZenie média,
— kultivaény pristroj,

— hodnotu pH roztokov na zaciatku a na konci testov (je potrebné podat vysvetlenie, ak sa pozorovali

— vehikulum (pomocné rozputstadlo) a metédu, ktord sa pouzila na rozpustenie testovanej ltky a
koncentréciu vehikula v testovanych roztokoch,

— intenzitu a kvalitu svetla,
— testované koncentricie (namerané alebo nomindlne),
— vysledky:
— bunkovi hustotu v kazdej banke v kazdom meranom bode a metédu na meranie bunkovej hustoty,
— stredné hodnoty bunkovej hustoty,
— rastové krivky,
— hodnoty EC a metédu vypoctu,
— grafické zndzornenie vztahu koncentricie a Gcinku,
— NOEC,
— iné pozorované tcinky.
ODKAZY

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 201, Decision of the Council C(81) 30 Final.

(2) Umweltbundesamt, Berlin, 1984, Verfahrensvorschlag ,Hemmung der Zellvermehrung bei der Griinalge
Scenedesmus subspicatus®, in: Rudolph/Boje: Okotoxikologie, ecomed, Landsberg, 1986.

(3) 1SO 8692 — Water quality — Fresh water algal growth inhibition test with Scenedesmus subspicatus and
Selenastrum capricornutum.

(4) S. Galassi and M. Vighi — Chemosphere, 1981, vol. 10, 1123 - 1126.
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Dodatok 1

Priklad postupu na kultiviciu rias
Vseobecné pozorovania
Ucelom kultivicie na zéklade predlozeného postupu je ziskat kultiiry rias na testovanie toxicity.

Aby sa zabezpecilo, Ze kultdry rias nie st kontaminované baktériami, mali by sa pouzit vhodné metody
(ISO 4833). Axenické kultliry mozu byt vhodné, ale nevyhnutné st kultiry s jednym druhom rias.

Vsetky cinnosti by sa mali vykonat v sterilnych podmienkach, aby sa zamedzilo kontamindcii baktériami a
inymi riasami. Kontaminované kulttiry by mali byt odstrdnené.

Postupy na ziskanie kultdr rias
Priprava Zivnyich roztokov (médii):

Médium sa moze pripravit zriedenim koncentrovanych zdsobnych roztokov Zivin. Na pripravu tuhého
média sa pridd 0,8 % agaru. Pouzité médium by malo byt sterilné. Sterilizicia autokldvovanim moze viest
k strate NH..

Kmeriovd kulttira:

Kmeniové kultiry st malé kulttiry rias, ktoré sa pravidelne prendsaji do Cerstvého média, aby sa pouzili ako
pociatocny testovaci materidl. Ak sa kultdry nepouzivaji pravidelne, naockuji sa do skiimaviek na sikmy
agar. Potom sa prendsajii do Cerstvého média aspon raz za dva mesiace.

Kmenové kultiry sa kultivuji v kénickych bankach obsahujicich vhodné médium (objem okolo 100 ml).
Prenos raz tyzdenne sa vyZaduje, ak sa riasy inkubuja pri teplote 20 °C pri kontinudlnom osvetleni.

Prenesie sa také mnoZstvo ,starej“ kultiry so sterilnou pipetou do banky s cerstvym médiom, aby
pociatocnd koncentracia rychlo rasticeho druhu bola asi 100-ndsobne mensia ako v starej kultdre.

Rychlost rastu druhu moze byt stanovend z rastovej krivky. Ak je toto zndme, mozno urcit hustotu, pri
ktorej by sa mala kultiira preniest do nového média. To sa musi vykonat skor, ako kultira dosiahne
staciondrnu fazu rastu.

Pripravnd kultiira:

Pripravnd kultdra je urCend na to, aby poskytla potrebné mnozstvo rias na inokuldciu testovanych kulttr.
Pripravnd kultdra je inkubovand za podmienok testu a pouZije sa, pokial je eSte v exponencidlnom raste,
normilne po inkubacnej peridde asi pocas troch dni. Kultiry rias obsahujice deformované alebo
abnormdlne bunky sa musia odstranit.

Dodatok 2

Technickd norma ISO 8692 — Kvalita vody — Inhibi¢ny test rastu rias v sladkej vode so Scenedesmus subspicatuc
a Selenastrum capricornutum uvddza tieto vysledky laboratérnych testov zo 16 laboratérii pri testovani
dvojchrémanu draselného:

Stredné hodnoty (mg/l) Rozsah (mg/l")

EC, (0-72h) 0,84 0,60 az 1,03

E,C,, (0 - 72 h) 0,53 0,20 az 0,75
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CAST L.

C.4. STANOVENIE ,,LAHKE]“ BIODEGRADOVATELNOSTI

VSEOBECNE UVAHY
UvVOD

Opisanych je Sest metdd, ktoré umoznujii skrining litok a pripravkov na lahkd biodegradovatelnost v
aerébnom vodnom médiu:

a) Ubytok rozpusteného organického uhlika (DOC) Die-Away (Metéda C.4-A).

b) Modifikovany skriningovy test podla OECD — DOC Die-Away (Metéda C.4-B).
¢) Vyvoj oxidu uhlicitého (CO,) (Modifikovany Sturmov test) (Metoda C.4-C).

d) Manometrickd respirometria (Metéda C.4-D).

e) Test uzavretej flase (Metéda C.4-E).

f) MITI (Ministerstvo medzindrodného obchodu a priemyslu — Japonsko) (Metdda C.4-F).

Vseobecné zamerania vietkych Siestich testov st uvedené v casti I met6dy. Polozky, ktoré st $pecifické pre
jednotlivé metddy, st uvedené v castiach II az VIL Prilohy obsahuji pojmy, vzorce a navody.

Medzilaboratérny porovndvaci test OECD, vykonany v roku 1988, ukdzal, Ze met6dy poskytujii zhodné
vysledky. V zdvislosti od fyzikdlneho charakteru ltky, ktord md byt testovand, sa vSak moze ddvat prednost
urcitej metdde.

VYBER VHODNEJ SKUSOBNE] METODY

Informdcie o rozpustnosti litky alebo pripravku, tlaku pdr a adsorpénych charakteristikich si nevyhnutné
pri vybere najvhodnejsej metddy. Mal by byt zndmy chemicky vzorec alebo $truktira, aby sa dali vypocitat
afalebo skontrolovat namerané hodnoty parametrov, napr. ThOD, ThCO2, DOC, TOC, COD (pozri prilohy
[all).

Testované chemické latky, ktoré st rozpustné vo vode v koncentracii aspoit 100 mg/l sa mozu hodnotit
vietkymi metddami, pokial nie st prchavé a neadsorbuji sa. Pre litky alebo pripravky, ktoré st slabo
rozpustné vo vode, prchavé alebo sa adsorbujii, st vhodné metddy uvedené v tabulke ¢ 1. Sposob, akym
sa md zaobchddzat so slabo rozpustnymi a prchavymi litkami alebo prchavymi pripravkami je opisany
v prilohe III. Stredne prchavé ltky alebo prchavé pripravky sa mozu testovat DOC Die-Away metddou, ak
sa zabezpedi dostatok priestoru pre plynnd fizu v skaSobnych nddobich (ktoré by mali byt vhodne
uzavreté). V takomto pripade sa musi vykonat abiotickd kontrola umoznujica zistenie fyzikdlnych strat.

Tabulka 1: Aplikovatelnost skdsobnych metéd

Vhodnost pre chemické latky, ktoré si:
Test Analytickd metdda
slabo roz- ; .
] prchavé adsorbujtice
pustné
DOC Die-Away rozpusteny organicky — — +/-
uhlik
modifikovany OECD Die- | rozpusteny organicky — — +/-
Away uhlik
Vyvoj CO, respirometria: uvolfiovanie + — +
Co,
manometrickd respirome- | manometrickd respirome- + +|- +
tria tria: spotreba kyslika
uzavretd flasa respirometria: rozpusteny +[- + +
kyslik
MITI respirometria: spotreba + +- +
kyslika
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Na interpreticiu ziskanych vysledkov sa pozaduji informdicie o Ccistote alebo relativnom zastipeni
jednotlivych zloziek testovaného materidlu, obzvlast ked st vysledky malé alebo na okraji detekcie.

Informdcie tykajlice sa toxicity testovanej ldtky alebo pripravku pre baktérie (priloha 1IV) mozu byt velmi
uzitoné pri vybere vhodnych testovanych koncentracii a moézu byt nevyhnutné pre spravnu interpretdciu
nizkych hodnot biodegradécie.

REFERENCNE LATKY

Na tcely kontroly postupu sa testuji referencné litky alebo pripravky, ktoré splaji kritérid lahkej
biodegradovatelnosti, ich zaradenim vo vhodnej banke paralelne k normélnemu testu.

Vhodnymi ldtkami sti: anilin (Cerstvo destilovany), octan sodny, benzoan sodny. Tieto referencné latky sa
degradujii v tychto metddach, a to aj v pripade, ak sa timyselne nepridalo inokulum.

Odporica sa, aby za referencni latku bola vyhladand takd, ktord je Tahko biodegradovatelnd, ale vyzaduje
pridavok inokula. Navrhnuty bol hydroftaldt draselny, ale je potrebné ziskat viac informécii o tejto ltke,
skor ako moze byt prijatd za referencnd latku.

Pri respirometrickych testoch méze byt ovplyvnend spotreba kyslika litkami obsahujiicimi dusik procesom
nitrifikdcie (pozri prilohy II a V).

PRINCIP SKUSOBNYCH METOD

Roztok alebo suspenzia testovanej litky v minerdlnom médiu sa inokuluje a inkubuje v aerébnych
podmienkach v tme alebo za rozptyleného svetla. Mnozstvo DOC v testovanom roztoku by sa vzhladom
na inokulum malo udrZiavat tak nizko, ako je to len mozné v porovnani s mnozstvom DOC vzhladom na
testovant latku. Berie sa zretel na endogénnu aktivitu inokula tym, Ze sa vykonajii paralelne slepé testy s
inokulom, ale bez testovanej litky, hoci endogénna aktivita buniek v pritomnosti litky nebude presne
sahlasit s endogénnou aktivitou v kontrole. Referencnd ldtka sa testuje paralelne, aby sa kontrolovala
c¢innost postupov.

Degradicia sa vo vieobecnosti sleduje stanovenim parametrov, ako sit DOC, tvorba CO, a spotreba kyslika,
a merania sa vykondvaji v dostato¢nych casovych intervaloch, aby to umoznilo identifikovat zaciatok a
koniec biodegradacie. Pri pouziti automatickych respirometrov je meranie kontinudlne. Hodnota DOC sa
niekedy meria navyse k inému parametru, ale zvycajne sa to robi len na zaciatku a na konci testu. Takisto
sa mozu pouzit 3$pecifické chemické analyzy na hodnotenie primarnej degradicie testovanej litky a
stanovenie koncentracie akéhokolvek vzniknutého medziproduktu (povinné v MITI teste).

Test trvd za normalnych okolnosti 28 dni. Test sa vSak moZe ukoncit pred uplynutim 28 dni, ak
biodegradacnd krivka dosiahla staciondrnu droven aspon pri troch stanoveniach. Testy sa tiez mozu
predfzit, ak z tvaru krivky vyplyva, Ze biodegradacia sa sice zacala, ale ete nedosiahla staciondrnu Groven
na 28. den.

KRITERIA KVALITY

Reprodukovatelnost

Stanovenia by sa mali vykonat aspon v dvoch paralelkdch, a to kvoli charakteru biodegradicie a zmesovych
bakteridlnych kultir pouzitych ako inokulum.

mu médiu, tym mensie rozdiely si medzi paralelkami. Kruhové testy ukdzali, Ze moze dochddzat k velkym
rozdielom medzi vysledkami ziskanymi v roznych laboratéridch, ale normdlne je dobrd zhoda v pripade
lahko biodegradovatelnych latok.
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1.5.2.

Platnost testu

Test sa povazuje za platny, ak rozdiely extrémnych hodnot paraleliek pri odstrineni testovanej ldtky alebo
pripravku na staciondrnej Grovni na konci testu alebo na konci 10-dového okna sii mensie ako 20 % a
ak percentudlna degradovatelnost referencnej litky dosiahla Groven lahkej biodegradovatelnosti do 14 dni.
Ak sa jedna z tychto podmienok nedodrzi, test by sa mal zopakovat. Vzhladom na presnost metéd nizke
hodnoty nemusia nutne znamenaf, Ze testovand litka nie je biodegradovatelnd v environmentdlnych
podmienkach, ale indikovat, Ze je potrebné vykonat viac price pri stanoveni biodegradability.

Ak v teste toxicity, obsahujiicom testovant ldtku a referenénd ldtku alebo pripravok, dojde k menej ako
35 % degradécii (na zdklade DOC) alebo menej ako 25 % (na zdklade ThOD alebo ThCO2) pocas 14 dni,
testovand ldtka alebo pripravok sa moze povazovat za inhibujice (pozri tiez prilohu IV). Testované série by
sa mali zopakovat, ak mozno pouzif nizsie koncentrdcie testovanej ldtky alebo pripravku afalebo vyssie
koncentracie inokula, ale nie vyssie ako 30 mg tuhych latok/liter.

VSEOBECNE POSTUPY A PRIPRAVA

Vseobecné podmienky aplikované na testy st sumarizované v tabulke 2. Pristroje a ostatné experimentdlne
podmienky, Specificky prindleziace k jednotlivym testom, s opisané neskor pod hlavickou pre dany test.

Tabulka 2: Podmienky skdSania

Test Die- Manometrick | Modifikovany Uszavreté
Test A Vyvo CO, 4 respirome- skrinigovy Tas MITI (1)
Wy tria test OECD ol
Koncentracia te- 2-10 100
stovanej latky v
mg|liter 100
mg DOC/liter 10-40 10-20 10-40
mg TSP/liter 50-100 5-10
Koncetracia ino- < 30 mg/liter SS 0,5ml sek- < 5ml 30 mg na
kula (v bunka- alebo < 100ml aluatu na liter undarneho | eluatu na liter SS
chliter priblizne) - eluatu na liter (10*- (107-10%)
(107-10°%) liter(10°) 10°9)
Koncentracia pr-
vkov mineral-
nom mediu
(mgliter)
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 0,05-0,1 0,15
pH 7.4 £ 0,2 vélams 7,0
Temperatiira 22+ 2°C 25+ 1°C
DOC = rozpusteny organicky ThOD = teoretickd potreba kyslika SS = suspendované
uhlik pevné latky
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L.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Voda na pripravu roztokov

Pouziva sa deionizovand alebo destilovand voda neobsahujiica inhibi¢né koncentracie toxickych litok (napr.
iony Cu'). Musi obsahovat menej ako 10 % organického uhlika, ktory sa nachddza v testovanom materiali.
Vysokd cistota skuiSobnej vody je nevyhnutnd, aby sa eliminovali vysoké hodnoty slepého pokusu.
Kontamindcia mozZe pochddzat z vnitornych necistot, iontomenica a lyzovanych baktérii a rias. Pre kazdu
sériu testov pouzite len dplne totoznd vodu z jednej sady, ktord je skontrolovand analyzou DOC. Takito
kontrola nie je nutnd pri teste uzavretej flase, ale spotreba kyslika vo vode musi byt nizka.

Zisobné roztoky minerdlnych zloZziek

Na pripravu skisobnych roztokov sa pripravia zdsobné roztoky mineralnych zloziek vhodnej koncentrécie.
Tieto zdsobné roztoky sa mozu pouzit (pri rozdielnych faktoroch zriedenia) pre metédy DOC Die-Away,
modifikovaného skriningového testu OECD, vyvoja CO,, manometrickej respiricie, testu uzavretej flase.
Zriedovacie faktory a Specifickd priprava minerdlneho média pre test MITI si uvedené pod hlavickou
Specifickych testov.

Zdsobné roztoky Pripravia sa tieto zdsobné roztoky s pouZitim reagentov analytickej cistoty.

a) Dihydrogénfosforecnan draselny, KH PO, 8,50 g
Hydrogénfosforecnan didraselny, K,HPO, 21,75 ¢
Hydrogénfosfore¢nan disodny dihydrdt, Na,HPO, - 2 H,0 33,40 g
Chlorid aménny, NH,Cl 0,50 g
Rozpusti sa vo vode a doplni na 1 liter. Hodnota pH roztoku musi byt 7,4.

b) Chlorid vépenaty bezvody, CaCl, 27,50 g
alebo chlorid vadpenaty dihydrat, CaCl, - 2 H,0 36,40 g

Rozpusti sa vo vode a doplni na 1 liter.

0) Siran horecnaty heptahydrat, MgSO, - 7 H,0O 22,50 g
Rozpusti sa vo vode a doplni na 1 liter.

d) Chlorid zelezity hexahydrdt, FeCl, - 6 H,0 025¢g

Rozpusti sa vo vode a doplni na 1 liter.

Pozndmka: aby nebolo potrebné pripravovat tento roztok tesne pred jeho pouzitim, pridajte jednu kvapku
koncentrovanej HCl alebo 0,4 g EDTA na liter.

Zisobné roztoky chemickych litok a pripravkov

Podla vhodnosti napriklad rozpustite 1 az 10 g testovanej alebo referencnej litky, alebo pripravku v
deionizovanej vode a doplitte do 1 litra, ak rozpustnost presahuje 1g/l. Inak pripravte zdsobny roztok v
minerdlnom médiu alebo pridajte ltku alebo pripravok priamo do minerdlneho média. O zaobchddzani s
menej rozpustnymi ldtkami alebo pripravkami pozri prilohu III, v teste MITI (Metéda C.4-F) sa vsak
nepouzivaji ani rozpustadld, ani emulzifikdtory.

Inokuld

Inokulum sa moze ziskat z roznych zdrojov: napriklad z aktivovaného kalu, kanalizacného vytoku (bez
chléru), povrchovych vod, pody alebo ich zmesi. Ak sa pouziva aktivovany kal pre testy DOC Die-Away,
vyvoj CO, a manometrickd respirometria, odoberie sa z Cisticky alebo laboratérnej jednotky, ktoré
spractvaji najmd odpadové splaskové vody z domécnosti. Inokuld z inych zdrojov ddvaji rozptylenejsie
vysledky. Zriedenejsie inokulum bez kalovych vlociek je potrebné pre testy: modifikovany skriningovy
OECD a test uzavretej flase, pricom uprednostiovanym zdrojom je sekunddrny vytok z cisticky odpado-
vych vod spracivajicej splaskové vody z domécnosti alebo laboratérna jednotka. Inokulum pre test MITI sa
ziskava zo zmesi zdrojov a je opisané pod hlavickou tohto $pecifického testu.



448

Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie

13[zv. 11

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

1.6.6.

Inokulum z aktivovanych kalov

Odoberie sa Cerstvd vzorka aktivovaného kalu z prevzdusnovacieho tanku cisticky odpadovych vod alebo
laboratérnej jednotky, ktoré spractivaji prevazne domdce splaskové vody. Odstrania sa hrubé Castice, a ak je
to nutné, pouzije sa jemné sitko a potom sa udrzuje kal v acrébnych podmienkach.

Alternativne sa ponechd kal sedimentovat alebo sa odstredi (napr. 10 mintit pri 1100 g) po odstrdneni
vietkych hrubych Castic. Odstrdni sa supernatant. Kal sa méze premyt v minerdlnom médiu. Suspenduje sa
koncentrovany kal v minerdlnom médiu, aby sa ziskala koncentricia tuhych castic 3 az 5 gfl, a
prevzdusnuje sa, pokial je to potrebné.

Kal sa odoberie zo spravne pracujicej Cisticky. Ak sa musi kal odobrat z vysokostupriovej Cisticky alebo je
mozné, ze obsahuje inhibitory, mal by sa premyt. Po dokladnom premiesani sa sedimentuje alebo odstredi
resuspendovany kal, odstrdni sa supernatant a premyty kal znovu resuspenduje v dalsom objeme
minerdlnecho média. Tento postup sa opakuje, pokial sa z kalu neodstrdni nadbytok substritu alebo
inhibitor.

Z resuspendovaného alebo neosetreného kalu sa odoberie vzorka tesne pred pouZitim na stanovenie suiny
suspendovanych tuhych ldtok.

Dal3ou alternativou je homogenizdcia aktivovaného kalu (3 — 5 g suspendovanych tuhych ldtok/l). Kal sa
prevzdusiuje v mechanickom mixéri 2 mindty pri strednej rychlosti. Zmieany kal sa nechd sedimentovat
30 mindt alebo ak je to potrebné, aj dlhsie, a dekantuje sa kvapalinou na nizsie pouzitie ako inokulum v
mnozstve 10 ml/l minerdlneho média.

Ostatné zdroje inokula

Inokulum sa moze ziskat zo sckunddrneho vytoku cisticky alebo laboratérnej jednotky spracivajicej
prevazne doméce splaskové vody. Odoberie sa Cerstvd vzorka a pocas prepravy sa udrzuje prevzdusiiova-
nim. Nechd sa sedimentovat asi 1 hodinu alebo sa prefiltruje cez hruby filtracny papier a udrzuje sa
kvapalina po odstraneni sedimentu alebo filtrt v aerébnom stave, pokial je to potrebné. Tento typ inokula
sa moze pouzit aZz do objemu 100 ml na 1 liter minerdlneho média.

Dal§im zdrojom inokula je povrchovd voda. V tomto pripade sa odoberie vzorka z vhodnej povrchovej
vody, napr. rieky, jazera a udrziava sa v aerébnom stave. Ak je to potrebné, koncentruje sa inokulum
filtraciou alebo odstredenim.

Aklimatizdcia inokula

Inokulum sa modze aklimatizovat na experimentdlne podmienky, ale nie predadaptované k testovanej latke
alebo pripravku. Aklimatizcia pozostdva z prevzdusnovania aktivovaného kalu v minerdlnom médiu alebo
v sekunddrnom vytoku pocas 5 az 7 dni pri teplote testovania. Aklimatizdcia niekedy zlepSuje presnost
skigobnych metdd tym, Ze zniZuje hodnoty slepych pokusov. Za nevyhnutné sa to povazuje v pripade
aklimatizdcie inokula v rdmci testu MITL

Abiotické kontroly

Skontroluje sa moznost abiotickej degraddcie testovanej latky stanovenim odstrdnenia DOC, spotreby
kyslika alebo vyvoja oxidu uhlicitého v sterilnych kontroldch neobsahujicich inokulum. Sterilizuje sa
filtrdciou cez membrdnu (0,2 az 0,45 mikrometra) alebo pridavkom vhodnej toxickej litky vo vhodnej
koncentrdcii. Ak sa pouzije membranova filtricia, odoberie sa vzorka asepticky, aby sa udrzala sterilita.
Pokial adsorpcia testovanej latky alebo pripravku to vopred nevylucuje, testy, ktoré merajii biodegraddciu
ako odstranenie DOC, obzvlast s inokulom z aktivovaného kalu, by mali zahfnat abiotickd kontrolu, ktord
sa inokuluje a sterilizuje jedom.
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1.6.7.

L7.1.

Pocet baniek

Pocet baniek v typickom teste je uvedeny pod hlavickou kazdého testu.

Mbzu sa pouzit tieto typy baniek:

Testovacia suspenzia: obsahujtica testovant latku a inokulum.

Inokulovy slepy pokus: obsahujici len inokulum.

Kontrola postupu: obsahujica referen¢ni latku a inokulum.

Abiotickd sterilnd kontrola: obsahujica testovanii litku (pozri 1.6.6).

Kontrola adsorpcie: obsahujtca testovant latku, inokulum a sterilizujicu latku.
Kontrola toxicity: obsahujica testovant latku, referencni litku a inokulum.

Stanovenie v skusobnej suspenzii a inokulovom slepom pokuse sa vykond paralelne. Odporica sa tiez
vykonat stanovenia aj v inych bankach paralelne.

Toto sa vSak nemdze vzdy uskutocnit. Je potrebné zaistit, aby sa odobrali dostatocné vzorky alebo
vykonalo vhodné od¢itanie, umoznujiice, aby sa zhodnotilo percentudlne odstranenie v 10-diiovom okne.

UDAJE A VYHODNOTENIE

Pri vypocte D, percentudlnej degradicie, sa pouziji stredné hodnoty paralelnych merani parametrov v
testovanych nddobédch a v inokulovom slepom pokuse. Vzorce st uvedené v Castiach o $pecifickych testoch.
Priebeh degradacie sa zobrazi graficky a vyznaci sa 10-diové okno. Vypocita sa a uvedie percentudlne
odstranenie, ktoré sa dosiahlo na konci 10-diiového okna, a hodnota staciondrnej trovne alebo na konci
testu, podla toho, ¢o je vhodné.

V respirometrickych testoch latky obsahujice dustk mozu ovplyvnit spotrebu kyslika kvoli prebiehajiicej
nitrifikécii (pozri prilohy 1I a V).

Degradicia merand pomocou stanovenia DOC

Percentudlna degraddcia D, v kazdom case, ked bola odobrand vzorka, by sa mala vypocitat oddelene pre
banky obsahujtce testovand latku pouzitim strednej hodnoty merani DOC, aby sa mohla posudit platnost
testu (pozri 1.5.2). To sa vypocita na zdklade tejto rovnice:

Co — Gy
Di=(1- ——— 100
' ( Co _Cbo g

kde:

D, = % degradicie v Case t;

C, = strednd pociatocnd koncentracia DOC v inokulovanom kultivatnom médiu obsahujicom testova-
nd latku (mg DOC/l);

C, = strednd koncentricia DOC v inokulovanom kultivatnom médiu obsahujiicom testovand litku v
case t (mg DOC);

C,, = strednd pociatocnd koncentrdcia DOC v slepom pokuse inokulovaného minerdlneho média (mg
DOC/l);

C, = strednd koncentrdcia DOC v slepom pokuse inokulovaného minerdlneho média v case t (mg
DOC).

Vsetky koncentrcie sti namerané experimentalne.
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1.7.2.

L.7.3.

Degradicia merand s pouZitim Specidlnych analyz

Ked st dostupné $pecifické analytické tdaje, primdrna biodegradicia sa vypocita z tejto z rovnice:

Sy - S
D, =22 """ 100
Sy

kde:

D = percentudlna degraddcia v case t, normédlne po 28 dioch;

S, = zvyskové mnozstvo testovanej litky v inokulovanom médiu na konci testu (mg);

S, = zvyskové mnozstvo testovanej latky v slepom pokuse s vodou/médiom, ku ktorému sa pridala len

testovand latka (mg).
Abiotickd degradicia

Ak sa pouzije abiotickd sterilnd kontrola, vypocita sa percento abiotickej degradicie s pouzitim tejto
rovnice:

Cso) — C
abiotickd degradicia v % = M x 100
s(0)

kde:

Cs(o) = koncentracia DOC v sterilnej kontrole, defi 0;
Csm = koncentricia DOC v sterilnej kontrole, den t.
SPRAVA

Sprava z testu by mala mat, ak je to mozné, tieto informdcie:

— testované a referencné chemické latky a ich distotu,

— podmienky skdsania,

— inokulum: povahu a miesto odobrania, koncentraciu a jeho predpripravu,

— pomer a povahu priemyselného odpadu pritomného v splaskovych vodach, ak zndma,
— dobu trvania testu a jeho teplotu,

— v pripade slabo rozpustnych testovanych létok alebo pripravkov ich tpravu,

— aplikovand testovaciu metédu, mali by byt uvedené vedecké dovody a vysvetlenia pri akejkolvek zmene
postupu,

— subor ddajov,

— pozorované javy inhibicie,

— kazdi pozorovani abiotickti degradéciu,

— Specifické chemické analytické tdaje, ak st dostupné,

— analytické tdaje o medziproduktoch, ak st dostupné,

— graf zdvislosti percentudlnej degraddcie oproti Casu pre testovani a referencnt latku, lag fdzu,
degradacnt fdzu, 10-dnové okno a sklon by mali byt jasne uvedené (priloha I). Ak bol test v sdlade s
kritériami kvality, tak sa stredné hodnoty percentudlnej degradicie v bankdch obsahujicich testovant

latku mozZu pouzit na tvorbu grafu,

— percentudlne vyjadrenie odstrdnenia po 10-diiovom okne a v staciondrnej fize alebo na konci testu.
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CAST IL

IL1.

IL.2.

I1.2.1.

11.2.2.

11.2.3.

11.2.4.

UBYTOK ROZPUSTENEHO ORGANICKEHO UHLIKA (DOC DIE- AWAY) (Metéda C.4-A)
PRINCIP METODY

Znamy objem inokulovaného minerdlneho média so zndmou koncentraciou testovanej litky (10 azZ 40 mg
DOC/l) ako nomindlny jediny zdroj organického uhlika sa prevzdusiuje za tmy alebo pri diftiznom svetle
pri teplote 22 2 °C.

Degradicia sa sleduje pomocou analyzy DOC v Castych intervaloch pocas 28 dni. Stupen biodegradicie sa
vypocita vyjadrenim koncentrdcie odstrineného DOC (upravené na kontrolu bez inokula) ako percento
pociatocnej koncentrdcie. Stupefi primdrnej biodegraddcie sa moze tiez vypocitat z dodatocnej analyzy na
zaciatku a na konci inkubdcie.

OPIS METODY
Pristroje

a) Konické banky, napr. 250 ml az 2 litre, v zédvislosti od potrebného objemu pre analyzu DOC.

=

Trepacka prisposobend na konické banky, a to s automatickym temperovanim teploty, alebo umiestnend
v miestnosti so stabilnou teplotou a s dostatoénym vykonom, aby zabezpecila acrobne podmienky vo
vietkych bankéch.

¢) Filtratné zariadenie s vhodnymi membrédnami.

d) Analyzétor DOC.

¢) Pristroj na stanovenie rozpusteného kyslika.

f) Odstredivka.

Priprava minerdlneho média

O priprave zdsobnych roztokov pozri 1.6.2.

Zmiesa sa 10 ml roztoku (a) s 800 ml vody, pridd po 1 ml roztokov (b) az (d) a doplni do 1 litra vodou.
Priprava a prekondiciovanie inokula

Inokulum sa moze ziskat z roznych zdrojov: aktivovany kal, kanalizatny vytok, povrchové vody, poda
alebo ich zmesi.

Pozri: 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 a 1.6.5.

Priprava baniek

Ako priklad sa do dvojlitrovych kénickych baniek s obsahom 800 ml minerdlneho média pridaji vhodné
objemy zdsobnych roztokov testovanej a referencnej litky do oddelenych banick, aby sa ziskala koncen-
tricia ekvivalentnd 10 az 40 mg DOC/L. Skontroluje sa pH hodnoty, a ak je to potrebné, upravi sa na
hodnotu 7,4. Inokuluji sa banky s aktivovanym kalom alebo inym zdrojom inokula (pozri bod 1.6.4), aby
sa ziskala koncentrdcia suspendovanych tuhych castic mensia ako 30 mg/l. Pripravia sa tiez inokulové
kontroly v minerdlnom médiu, ale bez testovanej latky alebo referen¢nej chemickej ltky.

Ak je to potrebné, pouzite jednu nddobu na skontrolovanie mozného inhibi¢ného dcinku testovanej latky
alebo pripravku inokulovanim roztoku obsahujiceho v minerdlnom médiu porovnatelné koncentricie
testovanej aj referencnej chemickej latky.

Ak je to potrebné, pouzite tiez dalsiu sterilnG banku, aby sa skontrolovalo, ¢i sa testovand ldtka alebo
pripravok degraduje abioticky s pouzitim neinokulovaného roztoku chemickej litky (pozri 1.6.6).
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I.2.5.

11.2.6.

I.3.

11.3.1.

1.3.2.

11.3.3.

Okrem toho, ak existuje podozrenie, Ze sa testovand litka alebo pripravok znacne adsorbuje na sklo, kal
atd., vykond sa predbezné hodnotenie, aby sa stanovil pravdepodobny rozsah adsorpcie a tak aj vhodnost
testu pre latku alebo pripravok (pozri tabulku 1). Pripravi sa banka obsahujtica testovani latku, inokulum a
sterilizacné ¢inidlo.

Doplnia sa objemy vo vsetkych bankdch na 1 liter s minerdlnym médiom a po premiesani sa odoberie
vzorka z kazdej banky na stanovenie pociatocnej koncentracie DOC (pozri prilohu I1.4). Otvory baniek sa
prikryji napr. hlinikovou féliou takym sposobom, aby sa umoznila volnd vymena vzduchu medzi bankou
a okolitou atmosférou. Potom sa vlozia nddoby do trepacky a vykond sa test.

Pocet baniek v typickom teste
Banky 1 a 2: Testovand suspenzia.
Banky 3 a 4: Inokulovy slepy pokus.
Banka 5: Kontrola postupu.

A odportica sa a ak je to potrebné:
Banka 6: Abiotickd sterilnd kontrola.
Banka 7: Kontrola na adsorpciu.
Banka 8: Kontrola toxicity.

Pozri tiez 1.6.7.

Realizicia testu

Pocas celého testu sa meria koncentricia DOC v kazdej banke, v paralelkich, v zndmych casovych
intervaloch, dostatocne casto, aby bolo mozné stanovit zaciatok 10-diiového okna a percento odstranenia
na konci 10-dnového okna. Odoberie sa len minimalny objem testovanej suspenzie, nevyhnutny na kazdé
stanovenie.

Pred odberom vzorky sa doplnia straty vyparovanim z banky pridanim vody (1.6.1) v potrebnom mnozstve,
ak je to nutné. Dokladne sa premiesa kultivacné médium pred odberom vzorky a zaisti sa, aby sa materidl,
ktory je prilepeny k stendm nddob, rozpustil alebo suspendoval pred odobratim vzoriek. Po odobrati
vzoriek sa ihned filtrujii cez membranu alebo sa odstredia (pozri prilohu I1.4). Filtrované alebo odstredené
vzorky sa analyzuji v ten isty den alebo sa skladuji pri teplote 2 — 4 °C maximdlne 48 hodin alebo pod
- 18 °C dlhs cas.

UDAJE A SPRAVA
Spracovanie vysledkov

Percento degraddcie v Case t sa vypocita tak, ako je uvedené v 17.1 (stanovenie DOC) a pripadne podla
1.7.2 (3pecifickd analyza).

Vsetky vysledky sa zaznamenajii na poskytnuty zdznamnik tdajov.
Platnost vysledkov

Pozri 1.5.2.

Sprava

Pozri 1.8.
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1.4. KARTA UDAJOV
Priklad karty tidajov je uvedeny niZsie.
TEST DOC DIE-AWAY
1. LABORATORIUM
2. DATUM ZACIATKU TESTU
3. TESTOVANA LATKA
Nézov:
Koncentracia zasobného roztoku: mg/l chemickej ldtky.
Pociatocnd koncentrdcia v médiu, t: mgfl chemickej ldtky.
4. INOKULUM
Zdroj:
Vykonand dprava:
Predkondiciovanie, ak sa vykonalo:
Koncentracia suspendovanych tuhych ldtok v reakénej zmesi: mgll.

5. STANOVENIE UHLIKA

Analyzdtor uhlika:

DOC po n dnoch (mg/l)

Banka ¢.

0 n n, n, n

a, stredna hodnota

Testovana latka a
inokulum

o

, strednd hodnota

, strednd hodnota

el

Inokulovy slepy po-
kus bez testovanej
chemickej latky 4 2
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CAST 1L

IL1.

6. VYHODNOTENIE ZAKLADNYCH UDAJOV

Degraddcia v % po n dnoch
Banka ¢&.
0 n, n, n, n
Cyy = C
Dlz(lfu)xloo
! Cato) = Golo) 0
Cpy — C
DZ:(]—M> % 100
2 Ch(o) = Cbifo) 0
Strednd hod- D= D; - Dy .
nota (") 2

(") Z hodnot D, a D, by sa nemal robit priemer, ak je medzi nimi vyrazny rozdiel.

Pozndmka: Podobné tabulky sa mozu pouzit pre referencni litku alebo pripravok a kontroly toxicity.

7. ABIOTICKA KONTROLA (nepovinnd)

Cas (dni)

Koncentracia DOC (mg/l) Co) C,
v sterilnej kontrole

Cso) — C
abioticky rozklad v % = w x 100
s(0)

8. SPECIALNA CHEMICKA ANALYZA (nepovinn)

Zvyskové mnozstvo testovanej che-

mickej latky na konci testu (mg/l) Primérna degradicia v %

Sterilnd kontrola S

Inokulované skasobné médium S Sp — Sa

100
S,

MODIFIKOVANY SKRININGOVY TEST OECD (met6da C.4-B)
PRINCIP METODY

Odmerany objem minerdlneho média, obsahujici zndmu koncentraciu testovanej ldtky (10 az 40 mg
DOC/l), ako nomindlny jediny zdroj organického uhlika sa inokuluje s 0,5 ml odtoku z Cistiarne
odpadovych vod na liter média. Zmes sa prevzdusiuje v tme alebo pri diftiznom osvetleni pri teplote 22
+2 °C.

Degradicia sa sleduje pomocou analyzy DOC v Castych intervaloch pocas 28 dni. Stupen biodegradicie sa
vypocita vyjadrenim koncentricie odstrineného DOC (upravené na kontrolu bez inokula) ako percento
pociatocnej koncentrcie. Stupefi primdrnej biodegraddcie sa moze tiez vypocitat z dodato¢nej analyzy na
zaciatku a na konci inkubdcie.
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1I1.2.

IL.2.1.

11.2.2.

11.2.3.

111.2.4.

OPIS METODY
Pristroje
a) Konické banky, napr. 250 ml az 2 litre, v zavislosti od potrebného objemu pre analyzu DOC.

b) Trepacka prisposobend na konické banky, a to s automatickym temperovanim teploty alebo umiestnend
v miestnosti so stabilnou teplotou a s dostatocnym vykonom, aby zabezpecila aerébne podmienky vo

vietkych bankdch.
¢) Filtratné zariadenie s vhodnymi membrénami.
d) Analyzitor DOC.
¢) Pristroj na stanovenie rozpusteného kyslika.

f) Odstredivka.

Priprava minerdlneho média

O priprave zdsobnych roztokov pozri 1.6.2.

Zmie$a sa 10 ml roztoku (a) s 80 ml vody, pridd po 1ml roztokov (b) az (d) a doplni sa do 1 litra vodou.

Tato met6éda pouziva len 0,5 ml inokula na liter, a preto moze vzniknit potreba fortifikicie média
stopovymi prvkami a rastovymi faktormi. To sa dosiahne pridanim 1 ml z tychto roztokov na liter
kone¢ného média:

Roztok stopovych prvkov:

Siran mangdnaty tetrahydrdt, MnSO, - 4 H,0 39,9 mg
Kyselina boritd, H,BO, 57,2 mg
Siran zino¢naty heptahydrét, ZnSO, - 7 H,0 42,8 mg
Heptamolybdenan hexaaménny, (NH,) Mo.O,, 34,7 mg
Cheldt Fe (FeCl, s kyselinou etyléndiamintetraoctovou) 100,0 mg

Rozpustite vo vode a dopliite vodou na 1 liter.

Vitaminovy roztok:

Kvasni¢ny extrakt 15,0 mg

Kvasni¢ny extrakt rozpustite v 100 ml vody. Sterilizujte filtrdciou cez 0,2-mikrénovii (um) membranu alebo
pripravte cerstvy roztok.

Priprava a prekondiciovanie inokula

Inokulum sa moze ziskat zo sekunddrneho vytoku cisticky alebo laboratérnej jednotky, ktoré spractivaja
prevazne domdce splaskové vody. Pozri 1.6.4.2 a L.6.5.

Pouzije sa 0,5 ml na liter minerdlneho média.
Priprava baniek

Ako priklad pridajte 800 ml minerdlneho média do 2-litrovych kénickych baniek a pridajte vhodné objemy
zdsobnych roztokov testovanej a referencnej litky do oddelenych banick, aby sa ziskala koncentricia
ckvivalentnd 10 az 40 mg DOC/liter. Skontrolujte pH hodnoty, a ak je to potrebné, upravte ich na 7,4.
Inokulujte banky s kanaliza¢nym vytokom 0,5 mlfliter (pozri 1.6.4.2). Tiez pripravte inokulové kontroly
v minerdlnom médiu, ale bez testovanej alebo referencnej latky.

Ak je to potrebné, pouzite jednu nddobu na skontrolovanie mozného inhibicného Gcinku testovanej latky
alebo pripravku inokulovanim roztoku obsahujiceho v minerdlnom médiu porovnatelné koncentrcie
testovanej aj referencnej chemickej ldtky. Ak je to potrebné, pouzite tiez daldiu sterilnd banku, aby sa
skontrolovalo, ¢ sa testovand latka alebo pripravok degraduje abioticky s pouzitim neinokulovaného
roztoku chemickej latky (pozri 1.6.6).
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I1.2.5.

111.2.6.

IIL.3.

1L.3.1.

11.3.2.

111.3.3.

Okrem toho, ak existuje podozrenie, Ze sa testovand litka alebo pripravok znacne adsorbuje na sklo, kal
atd., vykond sa predbezné hodnotenie, aby sa stanovil pravdepodobny rozsah adsorpcie a tak aj vhodnost
testu pre latku alebo pripravok (pozri tabulku 1). Pripravi sa banka obsahujtica testovani latku, inokulum a
sterilizacné ¢inidlo.

Doplnia sa objemy vo vsetkych bankdch na 1 liter s minerdlnym médiom a po premiesani sa odoberie
vzorka z kazdej banky na stanovenie pociatocnej koncentracie DOC (pozri prilohu I1.4). Otvory baniek sa
prikryji napr. hlinikovou féliou takym sposobom, aby sa umoznila volnd vymena vzduchu medzi bankou
a okolitou atmosférou. Potom sa vlozia nddoby do trepacky a vykond sa test.

Pocet baniek v typickom teste
Banky 1 a 2: Testovand suspenzia.
Banky 3 a 4: Inokulovy slepy pokus.
Banka 5: Kontrola postupu.

A odportica sa a ak je to potrebné:
Banka 6: Abiotickd sterilnd kontrola.
Banka 7: Kontrola na adsorpciu.
Banka 8: Kontrola toxicity.

Pozri tiez 1.6.7.

Realizicia testu

Pocas celého testu sa meria koncentricia DOC v kazdej banke, v paralelkich, v zndmych casovych
intervaloch, dostatocne casto, aby bolo mozné stanovit zaciatok 10-diiového okna a percento odstranenia
na konci 10-dnového okna. Odoberie sa len minimalny objem testovanej suspenzie, nevyhnutny na kazdé
stanovenie.

Pred odberom vzorky sa doplnia straty vyparovanim z banky pridanim vody (1.6.1) v potrebnom mnozstve,
ak je to nutné. Dokladne sa premiesa kultivacné médium pred odberom vzorky a zaisti sa, aby sa materidl,
ktory je prilepeny k stendm nddob, rozpustil alebo suspendoval pred odobratim vzoriek. Po odobrati
vzoriek sa ihned filtrujii cez membranu alebo sa odstredia (pozri prilohu I1.4). Filtrované alebo odstredené
vzorky sa analyzuja v ten isty den alebo sa skladujii pri teplote 2 — 4 °C maximdlne 48 hodin alebo pod —
18 °C dIhsf cas.

UDAJE A SPRAVA
Spracovanie vysledkov

Percento degraddcie v Case t sa vypocita tak, ako je uvedené v 17.1 (stanovenie DOC) a pripadne podla
1.7.2 (3pecifickd analyza).

Vsetky vysledky sa zaznamenajii na poskytnuty zdznamnik tdajov.
Platnost vysledkov

Pozri 1.5.2.

Spriva

Pozri 1.8.
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111.4. KARTA UDA]OV
Priklad karty tidajov je uvedeny niZsie.
MODIFIKOVANY SKRININGOVY TEST OECD
1. LABORATORIUM
2. DATUM ZACIATKU TESTU
3. TESTOVANA LATKA
Nézov:
Koncentracia zasobného roztoku: mg/l chemickej latky
Pociatocnd koncentracia v médiu, t: mgfl chemickej ldtky
4. INOKULUM
Zdroj:
Vykonand dprava:
Predkondiciovanie, ak sa vykonalo:
Koncentracia suspendovanych tuhych latok v reakénej zmesi: mg]ll.

5. STANOVENIE UHLIKA

Analyzdtor uhlika:

DOC po n dnoch (mg/l")

Banka ¢.

0 n n, n, n

a, stredna hodnota

Testovana latka a
inokulum

o

, strednd hodnota

, strednd hodnota

el

Inokulovy slepy po-
kus bez testovanej
chemickej latky 4 2
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6. VYHODNOTENIE ZAKLADNYCH UDAJOV

Degraddcia v % po n droch
Banka ¢.
0 n, n, n, n
Ca — Cb](t))
Dy=(1-—"—-—)x100
! 1 ( Cito) = Golgo) 0
Gy - Cbl(t))
Dy=(1-——c =) x100
2 ’ ( Co(o) = Chio) 0
Strednd hod- D= D1 - D, .
nota (") 2

() Z hodnot D, a D, by sa nemal robit priemer, ak je medzi nimi vyrazny rozdiel.

Pozndmka: Podobné tabulky sa mozu pouzit pre referen¢ni litku alebo pripravok a kontroly toxicity.

7. ABIOTICKA KONTROLA (nepovinnd)

Cas (dni)

Koncentrdcia DOC (mgfl) Co Cy
v sterilnej kontrole

s0) ~ Gy

C
abioticky rozklad v % = x 100
Cs(o)

8. SPECIALNA CHEMICKA ANALYZA (nepovinn)

Zvyskové mnozstvo testovanej che-

o U
mickej latky na konci testu (mgfl) Primdrna degraddcia v %

Sterilnd kontrola S,

Inokulované skisobné médium S, Sp = Sa % 100
b
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CAST Iv. VYVOJ OXIDU UHLICITEHO (CO,) (Metéda C.4-C)

IV.1.

IV.2.

IV.2.1.

IV.2.2.

IV.2.3.

IV.2.4.

PRINCIP METODY

Odmerany objem inokulovaného minerdlneho média, obsahujiceho zndmu koncentriciu testovanej ldtky
alebo pripravku (10 az 20 mg DOC alebo TOC/l) ako nomindlneho jediného zdroja organického uhlika sa
prevzdudiuje prechodom vzduchu neobsahujiiceho CO, v kontrolovanych podmienkach za tmy alebo pri
difiznom osvetleni. Degraddcia sa meria pocas 28 dni stanovovanim uvolfiovaného CO,, ktory sa
zachytdva v hydroxide barnatom alebo hydroxide sodnom a ktory sa meria titraciou zvyskového hydroxidu
alebo ako anorganicky uhlik. MnoZstvo produkovaného CO, z testovanej litky alebo pripravku (upravené
na hodnotu slepého inokulového pokusu) sa vyjadri ako percento ThCO,. Stupefi biodegradicie sa moze
tiez vypocitat z dodato¢nej analyzy DOC vykonanej na zaciatku a na konci inkubdcie.

OPIS METODY
Pristroje

a) 2- az 5-litrové banky, vybavené s aeracnou trubicou, dosahujicou takmer na dno nadoby a vystupnou
trubicou;

b) magnetické miesadld, ked sa hodnotia slabo rozpustné litky alebo pripravky;
¢) flase na absorbovanie plynu;
d) zariadenie na kontrolu a meranie prietoku vzduchu;

e) pristroj na odstrdnenie CO, pri priprave vzduchu, ktory neobsahuje CO,; pripadne sa mozZe pouzit zmes
kyslika neobsahujiiceho CO, a dusika neobsahujiiceho CO, z plynovych flias v spravnom pomere (20 %
0.:80 % N):

2 2

f) zariadenie na stanovenie CO,, a to bud titriciou, alebo nejakym analyzitorom anorganického uhlika;
g) zariadenie na membranovu filtraciu (nepovinné);

h) analyzdtor DOC (nepovinné).

Priprava minerdlneho média

O priprave zdsobnych roztokov pozri 1.6.2.

ZmieSajte 10 ml roztoku (a) s 800 ml vody, pridajte po 1 ml roztokov (b) az (d) a doplitte vodou do 1
litra.

Priprava a prekondiciovanie inokula

Inokulum sa moze ziskat z roznych zdrojov: aktivovany kal, kanalizaény vytok, povrchové vody, poda
alebo ich zmesi.

Pozri 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 a 1.6.5.
Priprava baniek

Ako priklad sa uvddzaju nasledujice objemy a hmotnosti pre 5-litrové banky obsahujice 3 litre suspenzie.
Ak sa pouziji mensie objemy, tieto hodnoty je potrebné podla nich upravit, ale je potrebné zaistit, aby
bolo mozné presne merat vytvarany oxid uhlicity.

Do kazdej 5-litrovej banky pridajte 2 400 ml minerdlneho média. Pridajte vhodny objem pripraveného
aktivovaného kalu (pozri 1.6.4.1 a 1.6.5) tak, aby ziskand koncentrcia suspendovanych tuhych castic
nepresiahla 30 mg/l v konecnej 3-litrovej inokulovanej zmesi.
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IV.2.5.

IV.2.6.

Alternativne najskor zriedte pripraveny kal v minerdlnom médiu na suspenziu s koncentrdciou 500 az
1 000 mg/l pred pridanim daného objemu do 5-litrovej banky tak, aby sa ziskala koncentrdcia 30 mg/l; to

Cez noc prevzdusiujte tieto inokulované zmesi so vzduchom, ktory neobsahuje CO,, aby sa odstranil CO,
Zo systému.

Oddelene pridajte testovany materidl a referenént litku v zndmom objeme zdsobnych roztokov, pouzite
paralelky v koncentracidch za pridavku latky alebo pripravku 10 az 20 mg DOC alebo TOC/l, nechajte
niektoré banky bez pridavku ldtky alebo pripravku ako inokulové kontroly. Slabo rozpustné testované latky
pridajte priamo do baniek v takom mnozstve alebo objeme, ako je uvedené v prilohe IIL

Ak je to potrebné, pouzite jednu banku na kontrolu inhibicného G¢inku testovanej latky alebo pripravku
pridanim testovanej aj referencnej latky alebo pripravku v tej istej koncentracii, akd je v ostatnych bankdch.

Takisto, ak je to potrebné, pouzite dalsiu sterilnd banku na kontrolu, ¢ sa testovand litka alebo pripravok
degraduje abioticky s pouzitim neinokulovaného roztoku ldtky alebo pripravku (pozri 1.6.6). Sterilizujte
pridavkom jedovatej latky vo vhodnej koncentracii.

Dopliite objemy suspenzii vo vetkych bankdch na 3 litre pridanim minerdlneho média, ktoré sa predtym
prevzdusnilo vzduchom neobsahujiicim CO,. Pripadne sa mozu odobrat vzorky na analyzu DOC (pozri
prilohu 11.4) afalebo na Specifickd analyzu. Pripojte absorpéné flase na vystupy z baniek.

Ak sa pouzije hydroxid bérnaty, sériovo spojte tri absorpcné flase, kazdd obsahujicu 100 ml 0,0125 M
roztoku hydroxidu barnatého ku kazdej 5-litrovej banke. Roztoky nesmi obsahovat zrazeniny siranov a
uhlicitanov a ich sila sa musi stanovit tesne pred pouzitim. Ak sa pouzije hydroxid sodny, pripojte dve
flase, z ktorych druhd bude urcend na demonstraciu, Ze sa vietok CO, absorboval v prvej flasi. Absorpcné
flase, na ktoré sedia uzdvery sérovych flias, st bezne dostupné. Pridajte 200 ml 0,05 M NaOH do kazdej
flase, ¢o staci na absorbovanie vietkého CO,, ktory sa moze vyvindt pri Gplnej degradicii testovanej latky.
Roztok NaOH, aj ked je Cerstvo pripraveny, bude obsahovat stopy uhlicitanov; to sa koriguje stanovenim
uhlicitanu v slepom pokuse.

Pocet baniek v typickom teste
Banky 1 a 2: Testovand suspenzia,.
Banky 3 a 4: Inokulovy slepy pokus.
Banka 5: Kontrola postupu.

A odportca sa a ak je to potrebné:
Banka 6: Abiotickd sterilnd kontrola.
Banka 7: Kontrola toxicity.

Banka 7: Kontrola toxicity.

Pozri tiez 1.6.7.

Realizicia testu

Zactnite test prebubldvanim vzduchu bez CO, cez suspenziu pri prietoku 30 az 100 ml/min. Periodicky
odoberajte vzorky absorbenta CO, na analyzu obsahu CO,. Odportica sa pocas prvych desiatich dni
vykondvat analyzy kazdy druhy alebo treti den a potom kazdy piaty den az do 28. diia, takze sa obdobie
10-diiového okna moze identifikovat.

Na 28. deni odoberte vzorky (volitelné) na stanovenie DOC afalebo Specifickii analyzu, merajte pH
suspenzie a pridajte 1 ml koncentrovanej HCl do kazdej banky, prevzdusnite banky cez noc, aby sa
odstrdnil CO, pritomny v testovanych suspenzidch. Na 29. den vykonajte posledné analyzy uvolneného
co

N



13[zv. 11

Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie

461

IV.3.

IV.3.1.

V ditoch merania CO, odpojte najblizsiu flasu s Ba(OH), k banke a titrujte roztok hydroxidu s 0,05 M HCl
s pouzitim fenolftaleinu ako indikdtora. Posuiite zostdvajice flase blizsie k banke a pripojte nova flasu s
absorbentom obsahujiicu 100 ml cerstvého roztoku 0,0125 M Ba(OH), na koniec série flias. Vykonajte
titrdcie, ak si potrebné, napr. ked st zrazeniny viditelné v prvej flasi, ale predtym ako st viditelné v
druhej flasi alebo aspoti raz za tyzdeni. DalSou moznostou je pouzitie NaOH ako absorbenta, v tomto
pripade (v zdvislosti od charakteristiky pouzitého analyzdtora uhlika) odoberte striekackou malt vzorku
roztoku NaOH z absorpcnej flase blizsej k banke. Injektujte vzorku do casti IC analyzdtora uhlika na
priamu analyzu uvolneného CO,.

Analyzujte obsah druhej zichytnej flase len na konci testu, aby sa korigovala hodnota na pripadne
preneseny CO.,.

UDAJE A SPRAVA
Spracovanie vysledkov
Mnozstvo zachyteného CO, v absorbente sa pri titrdcii urcuje podla rovnice:

mgCo, = (100 x C, ~ 0,5 x V x C,) x 44

kde

V = objem HCl pouzity na titrdciu 100 ml absorbenta (ml);
C, = koncentricia roztoku Ba(OH), (M);

C, = koncentricia roztoku HCl (M),

ak je C, 0,0125 M a C, je 0,05 M, titrcia 100 ml Ba(OH), je 50 ml a hmotnost CO, je dand podla
rovnice:

0,05
N x 44 x ml HCI titrované = 1,1 x ml HCl

Preto sa v takomto pripade konvertuje objem titrovanej HCl na vytvoreny CO, v mg faktorom 1,1.

Vypocitajte hmotnosti vytvoreného CO, samotnym inokulom a inokulom v pritomnosti testovanej ldtky
alebo pripravku s pouzitim prislusnych hodnot titrdcii, potom rozdiel je hmotnost vytvoreného CO, zo
samotnej testovanej ldtky alebo pripravku.

Napriklad ak samotné inokulum md spotrebu na titrdciu 48 ml a inokulum v pritomnosti testovanej latky
mé spotrebu 45 ml,

COo, z inokula = 1,1 x (50 — 48) = 2,2 mg
CO, z inokula v pritomnosti testovanej litky = 1,1 x (50 — 45) = 5,5 mg,
a preto hmotnost vytvoreného CO, z testovanej latky alebo pripravku je 3,3 mg.

Percento biodegraddcie sa vypocita z rovnice:

mg vytvorené¢ho CO; x 100

% degradacie =
o degracdacie ThCO; x mg pridanej testovanej latky alebo pripravku

alebo

mg vytvoreného CO; x 100

% degraddcie =
o degracacie mg pridaného TOC v teste x 3,67

kde 3,67 je konverzny faktor (44/12) pre uhlik na oxid uhlicity.
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IV.3.2.

IV.3.3.

V4.

Ziskajte percentudlnu degradiciu po kazdom ¢asovom intervale pridanim percenta z vypocitanych hodnot
ThCO, pre kazdy den az do casu, ked sa merala.

Pre absorbent NaOH vypocitajte mnoZstvo uvolneného CO,, vyjadrené ako IC (mg), vyndsobenim
koncentracie IC v absorbente objemom absorbentu.

Percento degraddcie sa vypocita podla rovnice:

mg IC z testovanej banky — mg IC zo slepého pokusu

% ThCO, = 100

mg TOC pridané ako testovand ldtka alebo pripravok
Odstranenie DOC (nepovinné) sa vypocita podla 1.7. Zaznamenajte tieto a ostatné vysledky do uvedenej
karty udajov.
Platnost vysledkov

Obsah IC v suspenzii testovanej latky alebo pripravku v minerdlnom médiu na zaciatku testu musi byt
mensi ako 5 % TC a celkovd tvorba CO, v inokulovom slepom pokuse na konci testu by nemala normélne

presahovat 40 mg/l média. Ak st hodnoty vicsie ako 70 mg CO,/liter, potom by sa mali kriticky posudit
tidaje aj experimentalna technika.

Pozri tiez 1.5.2.
Sprava
Pozri 1.8.
KARTA UDAJOV
Priklad zdznamnika tidajov je uvedeny niZsie.
TEST VYVOJA OXIDU UHLICITEHO
1. LABORATORIUM
2. DATUM ZACIATKU TESTU
3. TESTOVANA LATKA ALEBO PRIPRAVOK
Nazov:
Koncentrécia zdsobného roztoku: mglliter chemickej latky
Pociatocnd koncentracia v médiu: mglliter chemickej ldtky
Celkovy C pridany do banky: mg C,
ThCO,: mg CO,
4. INOKULUM
Zdroj:
Uprava:
Prekondiciovanie, ak sa vykonalo:

Koncentricia suspendovanych tuhych litok v reakénej zmesi: mgfliter.
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5. TVORBA OXIDU UHLICITEHO A DEGRADOVATELNOST

Metéda: Ba(OH) /[NaOH/iné

p CO, veidoganas Celkové mnoz- %ThCO
CO%Ee\SI{;V(?rrler)ly V| o tksa parauga stvo CO, (prie- ’
8 (mg) mer v teste celkovy CO, < 100
. . minus priemer ThCO
Cas (dni) 1 3 v teste naslepo) :
prie- prie- (mg)
mer mer
2 4 1 2 1 2 priemer
0
nl
nZ
n3
28

Pozndmka: podobné tabulky sa mozu pouZit pre referencné chemické litky a na kontrolu toxicity.
6. ANALYZA UHLIKA (nepovinnd)
Analyzétor uhlika:

Cas (dni) Test naslepo (mg/l) Testovand latka (mg/l)
0 Cb(o) G
1
28 (') Cyo C,

() alebo na konci kultivicie

G -C
1- t b(t)

% odstraneného DOC = ( 7> x 100
Co - Cb(o)

7. ABIOTICKA DEGRADACIA (nepovinné)

CO, — tvorba CO2 v sterilnej banke po 28 dnoch (mg)

ThCO2(mg) X100

% abiotickej degradicie =
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CAST V. TEST MANOMETRICKEJ RESPIROMETRIE (Metoda C.4-D)

V.1.

V.2.

V.2.1.

V.2.2.

V.2.3.

V.2.4.

PRINCIP METODY

Znamy objem inokulovaného minerdlneho média, obsahujiici zndmu koncentriciu testovanej latky alebo
pripravku (100 mg/liter testovanej latky, aby sa dosiahla koncentracia aspont 50 az 100 mg ThOD/liter) ako
jediného nominalneho zdroja organického uhlika, sa miesa v uzavretej banke pri konstantnej teplote (+1 °C
alebo presnejsie) pocas 28 dni. Spotreba kyslika sa stanovi meranim mnozstva kyslika (produkovaného
elektrolyticky), ktoré vyzaduje udrziavanie konstantného objemu plynu v respirometrickej banke, alebo zo
zmien v objeme alebo tlaku (alebo ich kombindcia) v pristroji. Vyvinuty oxid uhlicity sa absorbuje v
roztoku KOH alebo iného vhodného absorbenta. Mnozstvo kyslika odobraného testovanou létkou alebo
pripravkom (upravené na spotrebu inokulového slepého pokusu, ktory prebieha paralelne) sa vyjadri ako
percento z ThOD alebo CHSK. Primdrna biodegraddcia sa moze pripadne tiez vypocitat z dodatocnej
Specifickej analyzy vykonanej na zaciatku a na konci inkubdcie a z dplnej biodegraddcie na zdklade analyzy
DOC.

OPIS METODY

Pristroje

a) vhodny respirometer;

b) pristroj na udrziavanie a kontrolu teploty ( +1 °C alebo presnejsie);
¢) zostava pre membranovi filtraciu (nepovinné);

d) analyzdtor uhlika (nepovinné).
Priprava minerdlneho média
O priprave zdsobnych roztokov pozri 1.6.2.

Zmiesajte 10 ml roztoku (a) s 800 ml vody, pridajte po 1 ml roztokov (b) az (d) a doplnte vodou do 1
litra.

Priprava a prekondiciovanie inokula

Inokulum sa moze ziskat z roznych zdrojov: aktivovaného kalu, kanalizacného vytoku, povrchovych vod,
pody alebo ich zmesi.

Pozri 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 a L.6.5.
Priprava baniek

S pouzitim zdsobnych roztokov pripravte v oddelenych sadich 100 mg roztoky testovanej latky alebo
pripravku a referencnej latky/liter (ktoré poskytuji asponn 50 az 100 mg ThODliter).

Vypoditajte ThOD na zdklade tvorby aménnych soli, pokial nedochddza k nitrifikdcii, ked by vypocet mal
byt zaloZzeny na tvorbe dusi¢nanov (pozri prilohu I1.2).

Stanovte hodnoty pH, a ak je to potrebné, upravte ich na 7,4 £0,2.
Slabo rozpustné latky alebo pripravky by sa mali pridat neskor (pozri nizsie).

Ak sa md stanovif toxicita testovanej litky alebo pripravku, pripravte roztok v minerdlnom médiu, ktory
obsahuje sticasne testovant ldtku alebo pripravok aj referen¢nd ldtku v tych istych koncentrdcidch ako v
jednotlivych roztokoch.

Ak sa vyzaduje meranie fyzikdlno-chemickej spotreby kyslika, pripravte roztok testovanej latky alebo
pripravku, normdlne 100 mg ThODlliter, ktory bol sterilizovany pridavkom vhodnej toxickej latky (pozri
1.6.6).
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V.2.5.

V.2.6.

V.3.

V3.1

Umiestnite pripravené objemy roztokov testovanej a referencnej latky alebo pripravku aspon do dvoch
paralelnych baniek. Do dalsich baniek pridajte len minerdlne médium (na inokulové kontroly), a ak sa to
vyzaduje, zmes roztoku testovanej a referencnej latky alebo pripravku a sterilného roztoku.

Ak je testovand chemickd ldtka slabo rozpustnd, pridajte ju priamo na hmotnostnom alebo objemovom
zdklade alebo postupujte podla prilohy III. Pridajte KOH pelety alebo iny absorbent do casti urcenych na
absorbciu CO,.

Pocet baniek v typickom teste

Banky 1 a 2: Testovand suspenzia.

Banky 3 a 4: Inokulovy slepy pokus.

Banka 5: Kontrola postupu.

A odporti¢a sa, ak je to potrebné:

Banka 6: Sterilnd kontrola.

Banka 7: Kontrola toxicity.

Banka 8: Kontrola toxicity.

Pozri tiez 1.6.7.

Realizdcia testu

Zohrejte nddoby na pozadovand teplotu a inokulujte ich s pripravenym aktivovanym kalom alebo inym
zdrojom inokula tak, aby koncentrdcia suspendovanych tuhych castic nepresiahla 30 mglliter. Zlozte
zariadenie, zapnite miesadlo, skontrolujte vzduchotesnost a zacnite meranie spotreby kyslika. Zvycajne nie
je potrebnd ind starostlivost, ako ziskat potrebné tdaje a vykonat denni kontrolu spravnosti teploty a
mieSania.

Vypocitajte spotrebu kyslika z tdajov, ktoré sa zistili v pravidelnych a castych intervaloch, podla metéd
uvedenych vyrobcom zariadenia. Na konci inkubdcie, normalne po 28 diioch, odmerajte pH obsahu baniek,
najmi ak spotreba kyslika bola nizka alebo vicsia ako ThOD,, (pre chemické litky obsahujice dusik).
Ak je to potrebné, odoberte vzorky z respirometrickych baniek na zaciatku a na konci na analyzu DOC
alebo $pecifickej latky alebo pripravku (pozri prilohu I1.4). Pri pociatocnom odbere zaistite, aby zostdvajici
objem testovanej suspenzie v banke bol zndmy. Ak sa kyslik spotrebtva testovanou ldtkou obsahujicou
dusik, stanovte ndrast koncentracie dusitanov a dusi¢nanov pocas 28 dni a vypocitajte korekciu na kyslik
spotrebovany nitrifikdciou (priloha V).

UDAJE A SPRAVA

Spracovanie vysledkov

Vydelte spotrebu kyslika (mg) testovanou ldtkou alebo pripravkom po danom case (upravené na spotrebu

kyslika kontrolnym inokulovym slepym pokusom po rovnakom case) hmotnostou pouzitej testovanej latky
alebo pripravku. Tak sa ziska BSK, vyjadrend ako mg kyslika/mg testovanej ldtky alebo pripravkuy, t. j.:

_mg spotreby O, testovanej litky — mg spotreby O, slepého pokusu

BOD
mg testovanej litky alebo pripravku v banke

= mg O, na mg testovanej latky alebo pripravku.

Vypocitajte percento biodegradicie bud z rovnice:

BOD(mg O,/mg BSK (mg O,/mg latky alebo pripravku))
ThOD (mg O,/mg ThOD (mg O,/mg latky alebo pripravku))

% biodegraddcie = %$ThOD = x 100

alebo z rovnice:

BOD (mg O;/mg BSK (mg O2/mg litky alebo pripravku))

0 _
% COD = ThOD (mg O;/mg CHSK (mg O2/mg litky alebo pripravku))

x 100
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V4.

Je potrebné poznamenat, Ze tieto dve metédy nemusia nutne poskytovat rovnakd hodnotu, uprednostiuje
sa pouzitie prvej metddy.

Pre testované latky alebo pripravky obsahujice dusik pouzite vhodné ThOD (NH, alebo NO,) podla toho,
¢o je zndme alebo sa ocakdva o vyskyte nitrifikdcie (pozri prilohu 11.2). Ak dojde k vyskytu nitrifikdcie, ale
nie Uplnej, vypocitajte Gpravu na kyslik spotrebovany nitrifikiciou zo zmien v koncentrdcii dusitanov
a dusi¢nanov (priloha V).

Ak s vykonané volitelné stanovenia organického uhlika afalebo S3pecifickej litky alebo pripravku,
vypocitajte percento degraddcie podla L7 tejto metodiky.

Zaznamenajte vietky vysledky na pripojeny zdznamnik tdajov.
Platnost vysledkov

Spotreba kyslika v inokulovom slepom pokuse je normélne 20 az 30 mg O2 na liter a nemala by
presahovat 60 mglliter za 28 dni. Hodnoty vyssie ako 60 mglliter vyzaduji kritické prehodnotenie tidajov
a experimentdlnych technik. Ak pH hodnota je mimo rozsahu 6 az 8,5 a spotreba kyslika testovanou
litkou alebo pripravkom je mensia ako 60 %, potom by sa mal test zopakovat s nizSou koncentrdciou
testovanej latky.

Pozri tiez 1.5.2.
Spriva
Pozri 1.8.
KARTA UDAJOV
Priklad zdznamnika tdajov je uvedeny dalej.
TEST MANOMETRICKE] RESPIROMETRIE
1. LABORATORIUM
2. DATUM ZACIATKU TESTU
3. TESTOVANA LATKA ALEBO PRIPRAVOK
Nézov:
Koncentracia zdsobného roztoku: mg/liter
Pociatocnd koncentrdcia v médiu, C: mg/liter
Objem v skaSobnej banke (V): ml
ThOD alebo CHSK: mg O,/mg testovanej litky (NH,, NO,)
4. INOKULUM
Zdroj:
Uprava:
Prekondiciovanie, ak sa vykonalo:

Koncentracia suspendovanych tuhych latok v reakénej zmesi: mglliter.
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5. SPOTREBA KYSLIKA: BIODEGRADOVATELNOST

Cas (dni)

14

21

28

Spotreba O, (mg) 1
testovanou latkou

a, priemer

Spotreba O, (mg) 3
v teste naslepo

4

b, priemer

Korigovand BSK (@, - bm)
(mg)

(a,-b,)

BSK na mg te- b
stovanej latky (alc v )
0

Rozklad v % D, (a)

BOD 100
ThOD D, (a)

Priemer (')

V = objem média v skiSobnej banke

(") Nemal by sa urobif priemer z hodnoét D, a D,, ak je medzi nimi vyrazny rozdiel.

Pozndmka: Podobnd tabulka sa moze pouzit pre referencnii chemickd ldtku a na kontrolu toxicity.

6. KOREKCIA NA NITRIFIKACIU (pozri prilohu V).

Den

28

Rozdiel

i) Koncentracia dusi¢nanov (mg N na liter)
i) Kyslikovy ekvivalent (4,57 x N x V) (mg)
iii) Koncentricia dusitanov (mg N na liter)
iv) Kyslikovy ekvivalent (3,43 x N x V) (mg)
ii +iv) Celkovy kyslikovy ekvivalent

N)

N)

~

. ANALYZA UHLIKA (nepovinné)
Analyzdtor uhlika:

Cas (dni) Test naslepo (mg/l) Testovand latka (mg/l)
0 (Cb10> (Co)
28() c,) ©

() alebo na konci inkubdcie
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CAST VL

VL1.

VI.2.

VI.2.1.

VI.2.2.

% DOC % odstraneného DOC == (1 - %) % 100
o ~ L“blo

8. SPECIFICKA CHEMICKA LATKA (nepovinné)

%]
1l

koncentrécia vo fyzikdlno-chemickej (sterilnej) kontrole po 28 driioch

S = koncentrdcia v inokulovanej banke po 28 drioch.

Sy =S
b

% biodegradicie = 2% 100

9. ABIOTICKA DEGRADACIA (nepovinné)

a = spotreba kyslika (O)) v sterilnych bankdch po 28 dnoch (mg)

2

spotreba kyslika na mg testovanej olétky alebo pripravku =

a
GV
(pozri oddiely 1 a 3)

ax 100

% abiotickej degradicie = .V x ThOD
0

TEST UZAVRETE] FEASE (Met6da C.4-E)
Princip skdsobnej met6édy

Roztok testovanej latky alebo pripravku v minerdlnom médiu, 2 az 5 mglfliter, sa inokuluje s relativne
malym poctom mikroorganizmov zo zmesovej populdcie a udrZiava sa v tplne plnych, uzavretych flasiach
v tme za konstantnej teploty. Degraddcia sa sleduje analyzou rozpusteného kyslika pocas 28-diiového
obdobia. Mnozstvo spotrebovaného kyslika testovanou latkou alebo pripravkom, upravené na spotrebu
inokulového slepého pokusu, ktory sa testuje paralelne, sa vyjadri ako percento ThOD alebo CHSK.

OPIS METODY
Pristroje
a) flase BSK so sklenenymi uzdvermi, napr. 250 az 300 ml;

b) vodny kapel alebo inkubdtor na udrziavanie flia§ pri konstantnej teplote (+1 °C alebo presnejsie) s
vylicenim svetla;

o) velké sklenené flase (2- az 5-litrové) na pripravu média na naplnenie flia§ BSK;
d) kyslikovéd elektroda a pristroj alebo zariadenie a reagenty na Winklerovu titraciu.
Priprava minerilneho média

O priprave zdsobnych roztokov pozri 1.6.2.

Zmiesajte 1 (jeden) ml roztokov (a) az (d) a doplite vodou do 1 litra.
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VI.2.3.

V1.2.4.

VI.2.5.

Priprava inokula

Inokulum sa normdlne ziska zo sekunddrneho vytoku cisticky alebo laboratérnej jednotky, ktoré prevazne
spractvaji doméce splaskové vody. Alternativnym zdrojom inokula je povrchovd voda. Pouziva sa jedna
kvapka (0,05 ml) az 5 ml filtrdtu na liter média, moézu byt potrebné pokusy na zistenie optimélneho
objemu pre dany vytok (pozri 1.6.4.2 a 1.6.5).

Priprava baniek

Aspon 20 mindt intenzivne prevzdu$iujte minerdlne médium. Pripravte kazdd testovaciu sériu z minerdl-
neho média z tej istej zdsoby. Vo vSeobecnosti je médium pripravené na pouzitic aZ po 20 hodindch stdtia
pri teplote testovania. Stanovte koncentraciu rozpusteného kyslika na tcely kontroly, pri 20 °C by mala byt
hodnota okolo 9 mgfliter. Vykonajte vietky prenosy a plnenia vzduchom nasyteného, bubliny neobsahuji-
ceho média, napr. s pouzitim sifénu.

Pripravte paralelné skupiny BSK flia§ na stanovenie testovanej a referencnej litky na simultinne experi-
mentdlne série. Zostavte dostatocny pocet BSK flia$ vrdtane inokulového slepého pokusu, tak aby bolo
mozné meranie spotreby kyslika aspon v dvoch paralelkdch v pozadovanych skisobnych intervaloch, napr.
po 0, 7, 14, 21 a 28 drioch. Viac flia§ sa moze vyzadovat na zaistenie identifikdcie 10-dnového okna.

Pridajte kompletne prevzdusnené minerdlne médium do velkych flia3 tak, aby boli naplnené asi do jednej
tretiny. Potom pridajte vhodné mnozstvo zdsobnych roztokov testovanej litky alebo pripravku a referen¢nej
litky do osobitnych velkych flia$ tak, aby konecnd koncentricia litky alebo pripravku nepresahovala 10
mglliter. Do dalsej velkej flase obsahujticej kontrolny slepy pokus nepridévajte zZiadne ldtky ani pripravky.

Aby sa zaistilo, Ze aktivita inokula nie je limitovand, koncentracia rozpusteného kyslika nesmie byt v BSK
flasiach nizsia ako 0,5 mglliter. To limituje koncentrdciu testovanej litky alebo pripravku asi na 2 mg/liter.
Aviak v pripade slabo degradovatelnych litok alebo pripravkov a ldtok alebo pripravkov s nizkou
hodnotou ThOD sa moze pouzif koncentrdcia 5 az 10 mg/liter. V niektorych pripadoch sa odportica
testovat paralelne pri dvoch rozdielnych koncentracidch, napriklad 2 mg/liter a 5 mgfliter. Normdlnym
sposobom vypocitajte ThOD na zdklade tvorby aménnych soli, ale ak sa vie alebo ocakdva, Zze bude
prebiehat nitrifikdcia, je potrebné vypocitat tito hodnotu na zdklade tvorby dusicnanov (ThOD,: pozri
prilohu 11.2). Ak vak nitrifikdcia nie je Gplnd, ale predsa prebieha, je potrebné vykonat korekciu na zmeny
v koncentrécii dusitanov a dusi¢nanov stanovenych analyzou (pozri prilohu V).

Ak je potrebné testovat toxicitu testovanej ldtky alebo pripravku (v pripade napriklad zistenej nizkej
biodegradovatelnosti), st potrebné dalsie série flias.

Pripravte dalsiu velka flasu obsahujicu prevzdusnené minerdlne médium (asi do jednej tretiny jej objemu)
a testovani latku alebo pripravok a referenént litku v rovnakych konecnych koncentracidch, aké s v
ostatnych velkych flasiach.

Inokulujte roztoky vo velkych flasiach so sekunddrnym vytokom (jedna kvapka alebo asi 0,05 ml az 5
ml/liter) alebo inym zdrojom, ako je rie¢na voda (pozri 1.6.4.2). Nakoniec doplitte roztoky na objem s
prevzdusnenym minerdlnym médiom s pouzitim hadicky dosahujicej az na dno flase, aby sa dosiahlo
riadne premiesanie.

Pocet baniek v typickom teste

V typickom teste sa pouziju tieto flase:

aspor1 10 flia3 obsahujticich testovand ldtku alebo pripravok a inokulum (testovand suspenzia);

aspon 10 flia§ obsahujticich len inokulum (inokulovy slepy pokus);

aspon 10 flia§ obsahujticich referen¢nd ldtku a inokulum (kontrola postupu);

a ak je to nutné, 6 flia3 obsahujicich testovanid litku alebo pripravok, referenént litku a inokulum
(kontrola toxicity). Aby sa vsak zaistila identifikdcia 10-dnového okna, bol by potrebny priblizne
dvojndsobny pocet flias.
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VI.2.6.

VL3.

VI.3.1.

V1.3.2.

Realizdcia testu

Thned' rozdelte kazdy pripraveny roztok do prislusnej skupiny BSK flia§ s pouzitim hadicky zo spodnej
Stvrtiny (nie z dna) vhodne velkej flase, tak aby vietky BSK flase boli dplne naplnené. Jemne trasenim
odstrante vietky vzduchové bubliny. Okamzite analyzujte v nulovom case rozpusteny kyslik Winklerovou
alebo elektrodovou metédou. Obsah flia3 sa moze zakonzervovat pre neskor$iu analyzu Winklerovou
metddou pridanim siranu manganatého a hydroxidu sodného (prvy Winklerov reagent). Uskladnite staro-
stlivo uzavreté flase obsahujice zafixovany kyslik ako hnedy hydratovany oxid manganity v tme pri teplote
10 az 20 °C nie dlhsie ako 24 hodin pred vykonanim zostdvajicich krokov Winklerovej met6dy. Uzavrite
zostévajlice paralelné flase tak, aby sa zaistilo, Ze nie s uzavreté Ziadne vzduchové bubliny, a inkubujte za
tmy pri teplote 20 °C. Kazdd séria musi byt spolu s kompletnou paralelnou sériou na stanovenie slepého
pokusu inokulovaného média. Odoberte asponi po dve flase zo vsetkych sérii na analyzu rozpusteného
kyslika v ¢asovych intervaloch (aspori tyzdenne) pocas 28-dnovej inkubdcie.

Tyzdenné odbery vzoriek umoznia hodnotenie percentudlneho odstrinenia v 14-diovom okne, avSak
odbery kazdé 3 az 4 dni by mali umoznit identifikovat 10-diové okno, ¢o by vyzadovalo dvojndsobok
flias.

Pre testované ldtky obsahujuce dusik by sa mali vykonat korekcie na spotrebu kyslika pripadnou
nitrifikiciou. Aby sa toto vykonalo, pouzite metodu kyslikovej elektrody na stanovenie koncentricie
rozpustného kyslika a potom odoberte vzorku z BSK flase na analyzu dusitanov a dusi¢nanov. Z ndrastu
koncentrdcie dusitanov a dusicnanov vypocitajte spotrebovany kyslik (pozri prilohu V).

UDAJE A SPRAVA
Spracovanie vysledkov

V prvom rade vypocitajte BSK ziskany po kazdej casovej peridde odpocitanim spotreby kyslika (mg
0, [liter) v inokulovom slepom pokuse od spotreby kyslika testovanou ldtkou alebo pripravkom. Vydelte
tito upravend spotrebu koncentrdciou (mglliter) testovanej ldtky alebo pripravku, aby sa ziskala Specifickd
hodnota BSK ako mg kyslika na mg testovanej litky alebo pripravku. Vypocitajte percento biodegradovatel-
nosti vydelenim 3pecifickej hodnoty BSK so $pecifickou hodnotou ThOD (vypocitanou podla prilohy I1.2)
alebo CHSK (stanovené analyzou, pozri prilohu I1.3), potom:

__mg spotreby O, testovanej — mg spotreby O, slepého pokusu
B BSK =

BOD

= mg 02 na mg testovanej ltky alebo pripravku

BOD (mg O;/mg BSK (mg O,/mg testovanej chemickej latky))

100
ThOD (mg O;/mg ThOD (mg O,/mg testovanej chemickej latky)) *

% degradicie =

alebo

BOD (mg O;/mg BSK (mg O,/mg testovanej chemickej latky))

100
COD (mg O,/mg CHSK (mg O;/mg testovanej chemickej latky)) %

% degradacie =

Je potrebné poznamenat, Ze tieto dve metédy nemusia nutne poskytovat rovnakd hodnotu, uprednostiuje
sa pouzitie prvej metddy.

Pre testované litky obsahujiice dusik pouzite vhodné ThOD (NH, alebo NO,) podla toho, ¢o je znime
alebo sa ocakdva o vyskyte nitrifikdcie (pozri prilohu I1.2). Ak dojde k vyskytu nitrifikdcie, ale nie dplnej,
vypocitajte tpravu na kyslik spotrebovany nitrifikdciou zo zmien v koncentrdcii dusitanov a dusi¢nanov
(priloha V).

Platnost vysledkov

Spotreba kyslika v inokulovom slepom pokuse by nemala presahovat 1,5 mg rozpusteného O, [liter po 28
dnoch. Hodnoty vyssie ako tito vyzaduji prehodnotenie a posidenie experimentalnych technik. Pocas
celého testu by sa nemala zvyskovd koncentrdcia kyslika znizit pod 0,5 mglfliter. Takéto nizke hladiny
kyslika st platné, len ak metddy stanovenia rozpustného kyslika st schopné presne merat takéto nizke
koncentracie.
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VI.3.3.

VL4

Pozri tiez 1.5.2.

Spriva

Pozri 1.8.

KARTA UDAJOV

Priklad karty tidajov je uvedeny dalej.

TEST UZAVRETE] FLASE

1. LABORATORIUM

2. DATUM ZACIATKU TESTU

3. TESTOVANA LATKA ALEBO PRIPRAVOK
Nazov:
Koncentracia zasobného roztoku: mg/liter
Pociatocnd koncentracia vo flasi: mglliter
ThOD alebo CHSK: mg O,/mg testovanej latky

4. INOKULUM
Zdroj:
Uprava:
Prekondiciovanie, ak sa vykonalo:
Koncentricia v reakénej zmesi: mglliter

5. STANOVENIE ROZPUSTENEHO KYSLIKA

Metdda: Winklerova/elektrodova

Analyzy baniek

Rozpusteny kyslik (mg/l)
Doba inkubécie (d)
nl nZ
1 C
Test naslepo (bez
chemickej latky) ) c,
— G +G
Priemer b=
1 a,
Testovand che-
mickd latka
2 a,
a; +a
. me =————
Priemer 2

Pozndmka: Podobnd tabulka sa moze pouzit pre referencnd litku a na kontrolu toxicity.
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6. KOREKCIA NA NITRIFIKACIU (pozri prilohu V)

Doba inkubdcie (d) 0 n n n

i) Koncentricia dusi¢nanov (mg N na liter)
ii) Zmena koncentrdcie dusicnanov (mg N na liter) _
iii) Kyslikovy ekvivalent (mg/l) —
iv) Koncentrdcia dusitanov (mg N na liter)
v) Zmena koncentrdcie dusitanov (mg N na liter) _
vi) Kyslikovy ekvivalent (mg]l) —

iii + vi) Celkovy kyslikovy ekvivalent (mg/l) —

SPOTREBA ROZPUSTENEHO KYSL{KA: % DEGRADACIE

N

Spotreba po n dnoch (mgl)

nl nl n;

BANKA 1: (m, - m ) — (m, - m, )
BANKA 2: (m, - m ) — (m,, — m,)
BANKA 1:

% D, — [(mto - mtx) - (mbo - mbx)] x 100

! koncentrécia latky x ThOD latky

BANKA 2

%D, — [(my — M) = (Mpo — Mipy)] X 100

koncentrécia latky x ThOD latky

D; +D;
2

% D priemer(') =

Nepocitajte priemer, ak je vyrazny rozdiel medzi paralelkami.

m,_ = hodnota v skiiSobnej banke v case 0
m_ = hodnota v skiiSobnej banke v Case x
m, = strednd hodnota slepého pokusu v case 0
m, = strednd hodnota slepého pokusu v case x

Tiez aplikujte korekciu na nitrifikdciu z iii + vi v oddiele 6.
8. SPOTREBA ROZPUSTENEHO KYSLIKA V SLEPOM POKUSE

Spotreba kyslika v slepom pokuse: (m, — m,,)

Mala by byt mensia ako 1,5 mg]liter.

mglliter. Tato spotreba je dolezitd pre platnost testu.
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CAST VIL TEST MILTL (Metéda C.4-F)

VILI.

VIL2.

VIL2.1.

VI.2.2.

VIL2.3.

PRINCIP METODY

Spotreba kyslika v mieSanom roztoku alebo suspenzii testovanej latky alebo pripravku v minerdlnom
médiu, inokulovanom so 3pecidlne kultivovanymi, neadaptovanymi mikroorganizmami sa meria automa-
ticky pocas 28 dni v tmavom, uzavretom respirometri pri teplote 25 *1 °C. Vyvijany oxid uhlicity sa
absorbuje natronovym vdpnom. Biodegradovatelnost je vyjadrend v percentich spotreby kyslika (korigované
na spotrebu slepého pokusu) z teoretickej spotreby (ThOD). Percento primdrnej biodegradovatelnosti sa tiez
vypocita z dodatocnej Specifickej analyzy vykonanej na zaciatku a na konci inkubdcie a pripadne z analyzy
DOC.

OPIS METODY

Pristroje

a) automaticky elektrolyticky BSK-meter alebo respirometer, normélne vybaveny 6 flasami s 300 ml
objemu a nadobami obsahujticimi absorbent CO,;

b) miestnost s konstantnou teplotou afalebo vodny kipel s teplotou 25 1 °C alebo presnejsie;
¢) zariadenie na membrédnovu filtrdciu (nepovinné);

d) analyzdtor uhlika (nepovinné).

Priprava minerdlneho média

S pouzitim latok analytickej Cistoty a vody pripravte tieto zdsobné roztoky (1.6.1):

a) Dihydrogénfosforecnan draselny, KH,PO, 8,50 g
Hydrogénfosforecnan didraselny, K,HPO, 21,75 g
Hydrogénfosfore¢nan dvojsodny dodekahydrit, Na,HPO, - 12 H,O 44,60 g
Chlorid aménny, NH,CI 1,70 g

Rozpusti sa vo vode a doplni na 1 liter.
Hodnota pH roztoku musi byt 7,2.

b) Siran horecnaty heptahydrat, MgSO, - 7 H,0 22,50 g
Rozpusti sa vo vode a doplni na 1 liter.

) Chlorid vépenaty bezvody, CaCl, 27,50 g
Rozpusti sa vo vode a doplni na 1 liter.

d) Chlorid Zzelezity hexahydrdt, FeCl, - 6 H,0 025g

Rozpusti sa vo vode a doplni na 1 liter.

Odoberte 3 ml z kazdého roztoku (a), (b), (c) a (d) a doplate do 1 litra.

Priprava inokula

Ziskajte Cerstvé vzorky z najmenej desiatich miest, najméd z oblasti, kde st pouzité a rozptylené rozlicné
latky alebo pripravky. Z miest, ako si cisticky odpadovych vod, ¢isticky vod priemyselného odpadu, rieky,
jazerd, more, zhromazdite 1 liter vzorky kalu, povrchovej pody, vody atd. a zmiesajte ich spolu. Po
odstrdneni plavajticich litok a odstati upravte hodnotu pH supernatantu na pH 7 +1 s hydroxidom sodnym
(NaOH) alebo s kyselinou fosforecnou (H,PO,).
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VIL.2.4.

VIL2.5.

VIL3.

VIL

Pouzite vhodny objem filtrovaného supernatantu na naplnenie nddoby s aktivovanym kalom a prevzdus-
fujte kvapalinu asi 23,5 hodiny. Tridsaf mintit po zastaveni prevzdusiiovania oddelte asi jednu tretinu
objemu supernatantu a pridajte rovnaky objem roztoku (pH 7) obsahujiceho 0,1 % glukdzy, peptonu
a dihydrofosforecnanu draselného k usadenému materidlu a znovu zacnite prevzdusiiovanie. Opakujte tento
postup raz denne. Kalovd jednotka musi fungovat podla sprivnej praxe: vytok by mal byt ¢iry, teplota by
sa mala udrziavat na 25 2 °C, hodnota pH ma byt 7 £1, kal by sa mal dobre sedimentovat, dostato¢né
prevzdusnovanie by malo udrziavat zmes stale aerébnu, mali by byt pritomne prvoky a aktivita kalu by sa
mala testovat referencnou litkou aspon kazdé tri mesiace. Nepouzite kal ako inokulum skor ako po
jednom mesiaci, ale uZ nie po $tyroch mesiacoch. Preto odoberte vzorku aspon z 10 miest v pravidelnych
intervaloch, raz za tri mesiace.

Aby sa udrzala rovnakd aktivita Cerstvého a starého kalu, zmiesajte filtrovany supernatant aktivovaného
kalu, ktory sa pouziva s rovnakym objemom filtrovaného supernatantu z Cerstvo zhromazdenej zmesi z 10
miest, a kultivujte kombinovant zmes, ako je vyssie uvedené. Pouzite kal ako inokulum po 18 az 24
hodindch po pridani Zivin.

Priprava baniek

Pripravte tychto 6 baniek:

Banka ¢. 1: testovand latka alebo pripravok vo vode, 100 mg/liter.

Banka ¢. 2, 3 a 4: testovand ldtka alebo pripravok v minerdlnom médiu, 100 mg/liter.
Banka ¢. 5: referen¢nd latka alebo pripravok (napr. anilin) v minerdlnom médiu 100 mg/liter.
Banka ¢. 6: samotné minerdlne médium.

Slabo rozpustné testované chemické ltky pridajte priamo, a to podla ich hmotnosti alebo objemu, alebo s
nimi zaobchddzajte podla toho, ako je to uvedené v prilohe III, okrem toho by sa nemali pridat
rozptstadld ani emulzifikdtory. Pridajte absorbent CO, do vietkych prislusnych nddob. Upravte hodnotu
pH v bankdch ¢. 2, 3 a 4 na 7,0.

Realizdcia. testu

Inokulujte banky ¢. 2, 3 a 4 (testované suspenzie), ¢. 5 (kontrola aktivity) a ¢. 6 (inokulovy slepy pokus) s
malym objemom inokula tak, aby sa dosiahla koncentrdcia suspendovanych tuhych castic 30 mg/l. Ziadne
inokulum sa nepriddva do banky ¢. 1, ktord sluzi ako abiotickd hodnota. Zlozte zariadenie, skontrolujte
vzduchotesnost, zapnite miesadld a zacnite meranie spotreby kyslika bez pristupu svetla. Denne kontrolujte
teplotu, miesadld a coulometricky zdznamnik spotreby kyslika a zaregistrujte akékolvek zmeny farby
obsahov baniek. Od¢itajte spotrebu kyslika pre Sest baniek priamo pomocou vhodnej metddy, napr. zo
Sestbodového zapisovaca, ktord poskytuje krivku BSK. Na konci inkubdcie, normdlne po 28 drioch,
odmerajte hodnotu pH obsahu baniek a stanovte koncentriciu zvyskovej testovanej ldtky alebo pripravku
a akéhokolvek medziproduktu a v pripade vo vode rozpustnych ldtok vo vode koncentriciu DOC (pozri
prilohu 11.4). Zvlastna pozornost sa musi venovat prchavym chemickym ldtkam. Ak sa predpokladd
nitrifikdcia, stanovte koncentrciu dusi¢nanov a dusitanov, ak je to mozné.

UDAJE A SPRAVA
3.1. Spracovanie vysledkov

Vydelte spotrebu kyslika (mg) testovanou ldtkou alebo pripravkom, po danom case upravené na spotrebu
kyslika kontrolnym inokulovym slepym pokusom po rovnakom ¢ase, hmotnostou pouZitej testovanej latky
alebo pripravku. Tak sa ziska BSK vyjadreny ako mg kyslika/mg testovanej chemickej ltky, t. j.

__mg spotreby O, testovanou litkou — mg spotreby O, slepého pokusu litkou

BOD mg testovanej latky alebo pripravku v banke

= mg O, na mg testovanej litky alebo pripravku.

Percentudlna biodegradédcia sa potom ziska z:
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VIL3.2.

3.3.

VIL4.

BOD(mg O,BSK (mg O,/mg litky alebo pripravku))

ThOD (mg O,ThOD (mg O;/mg litky alebo pripravku)) 100

% biodegradicie = % ThOD =

Pre zmesi vypocitajte ThOD z elementdrnej analyzy tak ako pre jednotlivé ltky alebo pripravky. Pouzite
vhodny ThOD (ThOD,,,,, ThOD, ) podla toho, ¢i nedochddza k nitrifikacii, alebo nitrifikicia prebieha
kompletne (pozri prilohu I1.2). Ak vSak nitrifikdcia prebicha, ale je nedplnd, vykonajte korekciu na kyslik
spotrebovany nitrifikdciou zo zmien v koncentracidch dusitanov a dusi¢nanov (priloha V).

Vypocitajte percento primdrnej biodegraddcie zo straty 3pecifickej (parentdlnej, povodnej) ldtky alebo
pripravku (pozri 1.7.2).

5,8
b

1% 100%

Ak doslo k strate testovanej ldtky alebo pripravku v banke ¢. 1, merajicej fyzikdlno-chemické odstrdnenie,
uvedte to v sprave a pouZite koncentrdciu testovanej ldtky alebo pripravku (S,) po 28 diioch v tejto banke
na vypocet percenta biodegradacie.

Ak sa vykonajii stanovenia DOC (nepovinné), vypocitajte percento kone¢nej biodegradacie z:

C - Gy
Di=(1- 100 %
' ( Co - Cbo * 0

ako je opisané pod bodom 17.1. Ak doslo k strate DOC v banke ¢. 1, merajicej fyzikdlno-chemické
odstranenie, pouzite koncentraciu DOC v tejto banke na vypocet percenta biodegraddcie.

Zaznamenajte vietky vysledky na pripojeny zdznamnik ddajov.

Platnost vysledkov

Spotreba kyslika v inokulovom slepom pokuse je normdlne 20 aZz 30 mg O, na liter a nemala by
presahovat 60 mglliter za 28 dni. Hodnoty vyssie ako 60 mgl/liter vyzaduja kritické prehodnotenie tidajov
a experimentdlnych technik. Ak je pH hodnota mimo rozsahu 6 az 8,5 a spotreba kyslika testovanou
latkou alebo pripravkom je mensia ako 60 %, potom by sa mal test zopakovat s niz§ou koncentriciou
testovanej latky.

Pozri tiez 1.5.2.

Ak percento degradicie anilinu, vypocitané zo spotreby kyslika, nepresahuje 40 % po 7 dioch a 65%
pol4 dnoch, test sa povazuje za neplatny.

Spriva

Pozri 1.8.

KARTA UDAJOV

Priklad karty ddajov je uvedeny nizsie.
TEST MITI (I)

1. LABORATORIUM

2. DATUM ZACIATKU TESTU
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3. TESTOVANA LATKA
Nézov:
Koncentrdcia zdsobného roztoku: mg/liter chemickej latky.
Pociatocnd koncentracia v médiu C : mg/liter chemickej litky.
Objem reakénej zmesi, V: ml.
ThOD: mg O, /liter.

4. INOKULUM

Miesta odberu vzoriek kalu:

A
RS

Koncentracia suspendovanych tuhych castic v aktivovanom kale po aklimatizdcii so syntetickym
vytokom = ... mg/liter.

Objem aktivovaného kalu na liter kone¢ného média = ... ml.
Koncentricia kalu v kone¢nom médiu = ... mglliter.

5. SPOTREBA KYSLIKA: BIODEGRADOVATELNOST

Typ pouzitého respirometra:

Cas (dni)
0 7 14 21 28
a]
Spotreba O, (mg) testo- A
vanou latkou 2
a3
Spotreba O, (mg) b
v teste naslepo
(a, = b)
Korigovand spotreba O, (@ - b)
(mg) ’
(a, = b)
Banka 1
BSK na mg testovanej (a-b) Banka 2
latky GV
Banka 3
1
Rozklad v % 2
BOD x 100 3
ThOD
Priemer (')

Pozndmka: Podobné tabulky sa mozu pouzit pre referencnd litku.

(") Nepocitajte priemer, ak je vyrazny rozdiel medzi paralelkami.
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6. ANALYZA UHLIKA (nepovinné)

Analyzdtor uhlika:

DOC % odstra-
Banka neného Priemer
Namerand hodnota Korigovand hodnota DOC
Voda + testovand ldtka a — —
Kal + testovand latka bl bl - ¢
Kal + testovand ldtka b2 b2 - ¢
Kal + testovand latka b3 b3 - ¢
Kontrolny test naslepo c — — —

—(b-
% odstrdneného DOC %ac) x 100

7. UDAJE ZO SPECIFICKE] CHEMICKE] ANALYZY

Zvyskové mnozstvo testovanej chemickej latky

i degraddcia v %
na konci testu grad %

Test naslepo s vodou S

Inokulované médium

Sb—Sa

% degradacie = x 100

b

Vypocitajte % degradacie pre banky al, a2 a a3.
8. POZNAMKY

Ak je to mozné, mala by sa pripojit krivka zdvislosti BSK od ¢asu
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PRILOHA I

SKRATKY A POJMY

DO: Rozpusteny kyslik (mglliter) je koncentricia rozpusteného kyslika vo vodnej vzorke.

BSK: Biochemickd spotreba kyslika (g) je mnozstvo spotrebovaného kyslika mikroorganizmami pocas
metabolizovania testovanej latky alebo pripravku, tiez vyjadrené ako g spotrebovaného kyslika
na g testovanej chemickej ldtky (pozri metédu C.5).

CHSK: Chemickd spotreba kyslika (g) je mnozstvo spotrebovaného kyslika pocas oxidacie testovanej
latky alebo pripravku v teplom, okyslenom dvojchrémane; umoziuje meranie mnozstva
pritomnej oxidovatelnej ldtky; tiez vyjadruje spotrebovany kyslik v g na g testovanej latky alebo
pripravku (pozri metodu C.6).

DOC: Rozpusteny organicky uhlik je organicky uhlik pritomny v roztoku alebo ten, ktory prechddza
cez 0,45-mikrometrovy filter alebo ostdva v supernatante po odstredeni pri 40 000 m.s?
(¥4 000 g) pocas 15 mindt.

ThOD:  Teoretickd spotreba kyslika (mg) je teoretické mnozstvo kyslika, ktoré sa pozaduje na kom-
pletnti oxidaciu latky alebo pripravku; vypocita sa z molekulového vzorca (pozri prilohu 11.2) a
je tieZ vyjadrend v mg kyslika potrebnych na mg testovanej latky.

ThCO,:  Teoreticky oxid uhlicity (mg) je vypocitané mnozstvo oxidu uhlicitého, ktoré sa vytvori zo
zndmeho alebo odmeraného obsahu uhlika v testovanej latke alebo pripravku, ked' je kompletne
mineralizovand; je tieZ vyjadreny v mg oxidu uhlicitého uvolneného z mg testovanej latky alebo

pripravku.
TOC: Celkovy organicky uhlik vzorky je sthrn organického uhlika v roztoku a v suspenzii.
IC: Anorganicky uhlik.
TC: Celkovy uhlik je sthrn organického a anorganického uhlika pritomného vo vzorke.

Primdrna biodegraddcia:

je zmena v S$truktire litky, sposobend biologickym dé¢inkom, ktord méd za ndsledok stratu 3pecifickej
vlastnosti tejto latky.

Uplnd biodegraddcia (acrdbna):

je takd dosiahnutd troven degradicie, ked testovanti litku alebo pripravok dplne spotrebuji mikroorga-
nizmy, ¢oho vysledkom je tvorba oxidu uhlicitého, vody, minerdlnych soli a novych mikrobidlnych
bunkovych zloziek (biomasy).

Lahko biodegradovatelné:

je dohodnutd klasifikdcia chemickych ldtok, ktoré presli cez urcité 3pecifické skriningové testy na dplna
biodegradovatelnost; tieto testy st také prisne, Ze sa predpokladd, ze takéto ltky alebo pripravky sa budd
rychlo a dplne biodegradovat vo vodnom prostredi v aerébnych podmienkach.

Inherentne (prirodzene) biodegradovatelné:

klasifikdcia chemickych ldtok, pre ktoré existuje jednoznaény dokaz ich biodegradicie (primdrnej alebo
tiplnej) v kazdom uznanom teste na biodegradovatelnost.

Odbiiratelnost:

je poddajnost litok, aby boli odbtrané pocas biologického cistenia odpadovej vody bez skodlivého
ovplyvnenia normdlneho priebehu procesov Cistenia. VSeobecne mozno konstatovat, ze lahko biodegrado-
vatelné latky st odburatelné, ale to sa uz nedd konstatovat o vSetkych vnitorne biodegradovatelnych
latkach. Do odbtrania mozu byt zapojené aj abiotické procesy.



13/zv. 11 Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie 479

Féza lag:

je Cas od inokuldcie, v teste Die-Away, po dosiahnutie aspon 10 % degraddcie. Fiza lag je Casto velmi
variabilnd a slabo reprodukovatelnd.

Doba trvania degraddcie:
je ¢as od konca fizy lag aZ po cas, kym sa nedosiahne 90 % degraddcia.
10-diiové okno:

je 10 dni nasledujicich po dosiahnuti 10 % degradécie.

PRILOHA 1l

VYPOCET A STANOVENIE VHODNYCH SUMARNYCH PARAMETROV

Urcité sumdrne parametre sa budd vyzadovat v zavislosti od zvolenej metddy. Nasledujiica cast opisuje
odvodenie tychto hodnét. Pouzitie tychto parametrov je opisané pri jednotlivych metédach.

1. Obsah uhlika

Obsah uhlika sa vypocita zo znidmeho elementdrneho zloZenia alebo sa stanovi elementdrnou analyzou
testovanej latky.

2. Teoretickd spotreba kyslika (ThOD)

Teoretickd spotreba kyslika (ThOD) sa moze vypocitat, ak je zndme elementdrne zlozenie alebo stanovené
elementdrnou analyzou. Je pre latku

CH,CI,N.Na OPS,

na o p

bez nitrifikdcie

162c+ 1/2 (h—cl-3n)+ 35+ 52 p+ 1/2 na-o]
MW

ThODnys = mg/mg

alebo s nitrifikaciou,

162c+ 1/2 (h=c)+ 5/2n+ 3 s+ 512 p+ 1/2 na— o]
MW

ThODny; = mg/mg

3. Chemickd spotreba kyslika (CHSK)
Chemickd spotreba kyslika (CHSK) je stanovend podla metddy C.6.
4, Rozpusteny organicky uhlik (DOC)

Rozpusteny organicky uhlik (DOC) je v stilade s pojmami organicky uhlik kazdej latky alebo pripravku,
alebo zmesi vo vode prechddzajici cez 0,45-mikrometrovy filter.
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Vzorky z testovanych nddob sa odoberaju a filtrujii okamzite vo filtratnom pristroji s pouzitim vhodného
membranového filtra. Prvych 20 ml (mnoZstvo sa moze zredukovat, ked sa pouzivaji malé filtre) sa
odstrdni. Objemy 10 az 20 ml alebo niZsie, ak st injektované (objem zdvisi od pozadovaného mnozstva
pre analyzitor uhlika), sa nechdvaji na analyzu uhlika. Koncentrdcia DOC sa stanovi pomocou analyzitora
organického uhlika, ktory je schopny presne merat koncentrdciu uhlika ekvivalentnd alebo nizsiu ako 10 %
pociatocnej koncentracie DOC pouzitej v teste.

Filtrované vzorky, ktoré sa nemo6zu analyzovat v ten isty pracovny defi, sa mozu chranit skladovanim v
chladnicke pri teplote 2 — 4 °C pocas 48 hodin alebo pri teplote pod - 18 °C pocas dlhsieho obdobia.

Pozndmky:

Membrdnové filtre s Casto impregnované povrchovo aktivnymi litkami kvoli hydrofilizacii. Takto filter moze
obsahovat az niekolko mg rozpustného organického uhlika, ktory by interferoval so stanovenim biode-
gradability. Surfaktanty a iné rozpustné organické latky alebo pripravky sa odstranujii z filtrov varom v
deionizovanej vode trikrdt po jednej hodine. Filtre sa potom mozu skladovat vo vode jeden tyzden. Ak sa
pouzijii jednorazové filtre, je vzdy potrebné sa presvedcit, ¢i neuvolfiuji rozpustny organicky uhlik.

V zévislosti od typu membranového filtra sa moze testovand latka alebo pripravok zachytdvat adsorpciou.
Preto moze byt vhodné uistit sa, Ze sa testovand ldtka alebo pripravok nezachytdva na filtri.

Odstredovanie pri 40 000 m.s? (4 000 g) pocas 15 minit mozno pouzif na rozliSenie TOC od DOC
namiesto filtrcie. Metdda nie je vhodnd pri pociato¢nej koncentracii mensej ako 10 mg DOC/liter, pretoze
nie s odstranené vetky baktérie alebo uhlik ako sticast bakteridlnej plazmy je znovu rozpusteny.

LITERATURA

— Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 12th ed, Am. Pub. Hlth. Ass., Am.
Wat. Poll. Control Fed., Oxygen Demand, 1965, p. 65.

— Wagner, R., Von Wasser, 1976, vol. 46, 139.

— DIN-Entwurf 38 409 Teil 41 — Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammunter-
suchung, Summarische Wirkungs- und Stoffkenngrofen (Gruppe H). Bestimmung des Chemischen
Sauerstoffbedarfs (CSB) (H 41), Normenausschuf Wasserwesen (NAW) in DIN Deutsches Institut fiir
Normung e.V.

— Gerike, P, The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, vol.
13 (1), 169.

PRILOHA 11

VYHODNOCOVANIE BIODEGRADOVATELNOSTI SLABO ROZPUSTNYCH LATOK

Pri testoch biodegradovatelnosti slabo rozpustnych latok je potrebné venovat pozornost tymto poziadavkdm.

Kym homogénne kvapaliny budd len zriedkavo predstavovat problém pri odbere vzoriek, odportica sa, aby
tuhé materidly boli homogenizované vhodnym sposobom, aby sa tak zabranilo chybdm sposobenym
nehomogénnostou. Specidlnu pozornost treba venovat v pripade poziadaviek na reprezentativne vzorky
niekolkych miligramov zo zmesi ldtok alebo pripravkov, alebo litok s velkym mnozstvom necistot.

Pocas testov sa mozu pouZit rozne sposoby mieSania. Pozornost by sa mala venovat len dostatoénému
mieSaniu, aby sa ldtka alebo pripravok udrziavali dispergované a aby sa zabranilo prehrievaniu, nadmerné-
mu peneniu a prilisnym mechanickym sildm.

Moze sa pouzit emulzifikitor, ktory zabezpecuje stabilnt disperziu latky alebo pripravku. Nemal by byt
toxicky pre baktérie a nesmie byt biodegradovatelny alebo sposobovat penenie v podmienkach testu.



13[zv. 11

Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie

481

Pre rozpustadld platia rovnaké kritérid ako pre emulzifikator.
Neodportica sa pouzitie pevnych nosicov pre tuhé testované latky, ale moézu byt vhodné pre olejovité latky.

Pri pouziti pomocnych latok, ako emulzifikdtorov, rozpuastadiel a nosicov, by sa mal vykonat slepy pokus s
pomocnou latkou.

Kazdy z troch respirometrickych testov CO,, BSK, MITI sa moze pouzit na vyskum biodegradability slabo
rozpustnych ltok alebo pripravkov.

LITERATURA

— de Morsier, A. et al., Biodegradation tests for poorly soluble compounds. Chemosphere, 1987, vol. 16,
833.

— Gerike, P, The Biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, vol.
13, 169.

PRILOHA IV

VYHODNOCOVANIE BIODEGRADOVATELNOSTI CHEM[CKYCH LATOK, PRI KTORYCH EXISTU-
JE PODOZRENIE, ZE SU TOXICKE PRE INOKULUM

Ak sa v teste lahkej biodegradovatelnosti sa ukdZe, ze ldtka alebo pripravok nie st biodegradovatelné,
odportca sa tento postup, ak je potrebné zistit, ¢i ide o inertnd ldtku, alebo dochddza k inhibicii (Reynolds et
al, 1987).

Na testovanie toxicity a biodegradovatelnosti by sa mali pouzit podobné alebo rovnaké inokuld.

Na vyhodnotenie toxicity ldtky alebo pripravku, skiimanych v testoch lahkej biodegradovatelnosti, je
vhodné pouzit jeden z tychto testov alebo ich kombindciu: test inhibicie aktivovany kalom (inhibi¢ny
respirometricky test v aktivnom kale — smernica 88/302/EHS ), BSK afalebo met6dy inhibicie rastu.

Ak sa chceme vyhnit inhibicii ndsledkom toxicity, odporica sa, aby koncentricie testovanej litky pouzitej
pri testovani lahkej biodegradovatelnosti boli mensie ako 1/10 hodnét EC, (alebo mensie ako hodnoty
EC,) ziskanych pri testovani toxicity. Nie je pravdepodobné, aby litky s hodnotou EC, vicsou ako 300
mgfliter mali toxické tcinky v teste Tahkej biodegradovatelnosti.

Hodnoty EC, mensie ako 20 mgfliter mozu pravdepodobne predstavovat védzne problémy pri naslednom
testovani. Mali by sa pouzit nizke skisobné koncentrdcie, ale potom je nutné pouzit presny a citlivy test
suzavretej flase alebo pouzit materidl oznaCeny 'C. Pripadne aj aklimatizované inokulum umoziuje
pouzitie vyssich koncentracii testovanej latky. Avsak v tomto pripade sa strca $pecifické kritérium testu
lahkej biodegradovatelnosti.

LITERATURA

Reynolds, L. et al., Evaluation of the toxicity of substances to be assessed for biodegradability. Chemosphe-
re, 1987, vol. 16, 2259.

PRILOHA V

KOREKCIA NA SPOTREBU KYSLIKA PRI INTERFERENCII NITRIFIKACIOU

Chyby sposobené tym, Ze sa nitrifikdcia neberie do tvahy pri hodnoteni spotreby kyslika pri teste

dochédza k rozdielnej oxiddcii améniového dusika v teste a v slepom pokuse. V pripade testovanych latok,
ktoré obsahujii dusik, vsak moze dojst k vaznym chybdm.
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Ak doslo k nekompletnej nitrifikdcii, pozorovand spotreba kyslika reakénou zmesou moze byt upravend na
mnozstvo kyslika pouzitého na oxiddciu aménia na dusitany a dusiCnany, ak st zmeny v koncentracii
dusitanov a dusi¢nanov pocas inkubdcie stanovené na zdklade tychto rovnic:

2NHCl + 30,=2HNO, + 2 HCl + 2 HO (1)
2 HNO, + 0, = 2 HNO, )
Celkovo:

2 NH,Cl + 4 0, = 2 HNO, + 2 HCl + 2 H,O 3)

Z rovnice (1), spotreba kyslika, 28 g dusika obsiahnutého v chloride aménnom (NH,CI), ktory je
oxidovany na dusitan, je 96 g, t. j. faktor 3,43 (96/28). Rovnakym sposobom z rovnice (3), spotreba
kyslika, 28 g dusika, ktory je oxidovany na dusi¢nan, je 128 g, t. j. faktor 4,57 (128/28).

Vzhladom na to, Ze reakcie sa postupne vykondvaji roznymi druhmi baktérif, je mozné, aby koncentracia
dusitanov sttipala alebo klesala; v druhom pripade by malo dochddzat k ekvivalentnej tvorbe dusicnanov.
Takto kyslik spotrebovany pri tvorbe dusi¢nanov je 4,57-ndsobkom vzrastu koncentrdcie dusi¢nanov a
kyslik spojeny s tvorbou dusitanov je 3,43-ndsobkom vzrastu koncentrdcie dusitanov alebo s poklesom
jeho koncentrdcie strata kyslika je - 3,43-ndsobkom poklesu koncentracie.

To znamena:

0, spotrebovany na tvorbu dusi¢nanov = 4,57 x ndrast koncentracie dusi¢nanov (4)
a

O, spotrebovany na tvorbu dusitanov = 3,43 x ndrast koncentrdcie dusitanov (5)
a

0, spotrebovany pri strate dusitanov = - 3,43 x pokles koncentracie dusi¢nanov (6)
Takze:

0, spotrebovany nitrifikdciou = *3,43 x zmena v koncentrdcii dusitanov + 4,57 x ndrast
koncentracie dusi¢nanov (7)
a preto

0, spotrebovany na oxiddciu C = celkovd pozorovand spotreba — spotreba pri nitrifikdcii (8)

Ak je alternativne stanoveny len celkovy oxidovany dusik, spotreba kyslika nitrifikiciou sa moze povazovat
v prvom priblizeni ako 4,57 x ndrast oxidovaného dusika.

Opravend hodnota spotreby kyslika na oxidiciu C sa potom porovnd s ThOD NH, vypocitanou
podla prilohy IL
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

C.5 DEGRADACIA - BIOCHEMICKA SPOTREBA KYSLIKA

METODA

UvVOD

Utelom metédy je meranie biochemickej spotreby kyslika (BSK) tuhymi alebo kvapalnymi organickymi
latkami.

Udaje ziskané tymto testom st vhodné pre litky rozpustné vo vode; aviak aspon principidlne sa mozu
testovat aj latky prchavé a slabo rozpustné vo vode.

Metdda je pouzitelnd len pre také testované organické materidly, ktoré neinhibuji baktérie pri koncentracii
pouzitej v teste. Ak testovany materidl nie je rozpustny pri testovanej koncentrdcii, mozu sa pouZit
Specidlne opatrenia ako ultrazvukovd dispergdcia, aby sa dosiahla dobrd dispergdcia testovaného materidlu.

Informdcie o toxicite latky alebo pripravku mozu byt uzitotné na interpreticiu nizkych vysledkov a pri
vybere vhodnych skisobnych koncentracii.

POJMY A JEDNOTKY

Biochemickd spotreba kyslika (BSK) je definovand ako mnozstvo rozpusteného kyslika, ktoré si vyzaduje
Specifikovany objem roztoku latky na proces biochemickej oxiddcie za predpisanych podmienok.

Vysledky st vyjadrené v gramoch biochemickej spotreby kyslika na gramy testovanej latky.

REFERENCNE LATKY

Je ziaduce pouzit vhodnd referen¢ni latku na skontrolovanie aktivity inokula.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Vopred stanovené mnozstvo litky, rozpustené alebo dispergované v dobre prevzdusnenom vhodnom
médiu, sa inokuluje s mikroorganizmani a inkubuje pri konstantnej, definovanej okolitej teplote za tmy.

Biochemickd spotreba kyslika je stanovend rozdielom v obsahu rozpusteného kyslika na zaciatku a na
konci testu. Test musi trvat aspori 5 dni, ale nie dlhsie ako 28 dni.

Hodnota slepého pokusu sa musi stanovit paralelnym meranim za nepritomnosti testovanej latky.

KRITERIA KVALITY

Stanovenie biologickej spotreby kyslika sa nemoze povazovat za platné stanovenie biodegradovatelnosti
latky. Tento test sa mdZe povazovat len za skriningovy test.

OPIS SKUSOBNE] METODY

Predbezny roztok alebo disperzia ltky sa pripravi s cielom ziskat takii koncentraciu biochemickej spotreby
kyslika, ktord bude kompatibilnd s pouzitou metddou. Biochemickd spotreba kyslika sa potom stanovi
akoukolvek vhodnou vnitrostitnou alebo medzindrodnou Standardizovanou metddou.
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1.1.

1.2.

UDAJE A VYHODNOTENIE

Biochemickd spotreba kyslika nachddzajica sa v predbeznom roztoku sa vypocita podla vybranych
normalizovanych metdd a prevedie sa na gramy biochemickej spotreby kyslika (BSK) na gram testovanej
latky.

SPRAVA
V sprave z testu sa uvedie pouZitd metdda.
Biochemickd spotreba kyslika by mala byt strednou hodnotou (priemerom) aspon z troch platnych merani.

Vsetky informécie a pozndmky, ktoré st dolezité pre interpretdciu vysledkov, sa musia uviest obzvldst s
ohladom na necistoty, fyzikdlny stav, toxické Gcinky a vnttorné zloZenie létky, ktoré by ovplyviovalo
vysledky.

Pouzitie pridavkov na inhibiciu biochemickej nitrifikdcie sa musi takisto uviest.
ODKAZY

Zoznam Standardizovanych metdd, napriklad:

NF T 90 — 103: Determination of the 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. DEGRADACIA - CHEMICKA SPOTREBA KYSLIKA

METODA
UvoD

Utelom tejto metédy je meranie chemickej spotreby kysltka tuhych alebo kvapalnych organickych litok
Standardnym spdsobom v stanovenych laboratérnych podmienkach.

Informdcie o vzorci latky budd potrebné pri vykonani tohto testu a pri interpretdcii ziskanych vysledkov
(napr. halogenidy, Zeleznaté soli organickych zlicenin, organochlérové zldiceniny).

POJMY A JEDNOTKY

Chemickd spotreba kyslika je mierou oxidovatelnosti litky vyjadrend v ekvivalentnych mnozstvich kyslika
oxidujiiceho reagentu spotrebiivaného litkou v stanovenych laboratérnych podmienkach.

Vysledok je vyjadreny v gramoch chemickej spotreby kyslika na gram testovanej latky.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

REFERENCNE LATKY

Referencné latky nie je potrebné pouzit vo vietkych pripadoch, ked sa skiima nova latka. Referencné latky
slizia na kalibrdciu metddy z Casu na Cas, aby sa umoznilo porovnanie vysledkov, ked sa pouzije dalsia
met6da.

PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Vopred stanovené mnozstvo latky, rozpustené alebo dispergované vo vode, sa oxiduje dvojchrémanom
draselnym v médiu obsahujiicom silny roztok kyseliny sirovej a siranu strieborného ako katalyzitora pod
refluxom 2 hodiny. Zvyskovy dvojchroman je stanoveny titrdciou so Standardizovanym siranom Zeleznato-
aménnym.

V pripade ldtok obsahujtcich chlor sa priddva siran ortutnaty (*) na zniZenie interferencie chléru.

KRITERIA KVALITY

Vzhladom na dohodnuté podmienky stanovenia je chemickd spotreba kyslika (CHSK) ,ukazovatelom
oxidovatelnosti“ a ako taky sa pouZziva ako praktickd metéda na meranie organickej hmoty.

V tomto teste mozu rusit chloridy; na stanovenie CHSK moZu mat takisto vplyv anorganické redukéné a
oxidacné latky.

Niektoré cyklické latky a mnoho prchavych latok (napr. nizsie mastné kyseliny) nie st Gplne oxidovatelné
tymto testovacim postupom.

OPIS SKUSOBNE] METODY

Pripravi sa pociatocny roztok alebo disperzia litky tak, aby sa dosiahla chemicka spotreba kyslika (CHSK)
od 250 do 600 mg/l.

Pozndmky:

V pripade slabo rozpustnych a nedispergovatelnych létok sa priblizne také mnozstvo praskovej latky alebo
kvapaliny, ktoré zodpovedd 5 mg chemickej spotreby kyslika, navdzi a dd do experimentilneho pristroja s
vodou.

Chemické spotreba kyslika (CHSK) sa ¢asto a pecidlne v pripade slabo rozpustnych ldtok stanovi vyhodne
roznymi modifikdciami tejto metddy, napr. v uzavretom priestore s vyrovndvanim tlaku (K. Kelkenberg,
1975). V tejto modifikdcii latok, ktoré st len tazko stanovitelné konvenénou metédou — napriklad kyselina
octovd — sa mozu Casto Uspesne kvantifikovat. Avsak tdto metéda zlyhdva v pripade pyridinu. Ak sa
koncentricia dvojchrémanu draselného, ako je uvedend v odkaze (1), zvysi na 0,25N (0,0416 M), priame
navdzenie 5 mg az 10 mg ldtky je ulahcené, ¢o je nevyhnutné pre stanovenie chemickej spotreby kyslika
slabo rozpustnych litok vo vode [odkaz (2)].

Chemickd spotreba kyslika sa stanovi akoukolvek vnitrostitnou alebo medzindrodnou §tandardizovanou
met6dou.

IjDA]E A VYHODNOTENIE

Chemické spotreba kyslika obsiahnutd v experimentélnej banke sa vypocita podla vybranej normalizovanej
metddy a konvertuje sa na gramy chemickej spotreby kyslika na gram testovanej latky.

(*) S roztokmi obsahujicimi ortutnaté soli sa po pouziti zaobchddza tak, aby nedoslo k prieniku ortuti do Zivotného prostredia.
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SPRAVA
V spréave z testu sa uvedie odkaz na pouzitd metddu.

Chemickd spotreba kyslika by mala byt strednou hodnotou aspon z troch platnych merani. Vsetky
informdcie a pozndmky, ktoré si relevantné pre interpretciu vysledkov, sa uvedii s ohladom na necistoty,
fyzikdlny stav, toxické Gcinky a vnitorné vlastnosti latky (ak st zndme), ktoré by ovplyviiovali vysledky.

Pouzitie siranu ortutnatého na minimalizovanie interferencie chloridu sa musi tieZ uviest.
ODKAZY

1. Kelkengerg, H., Z. von Wasser und Abwasserforschung, 1975, vol. 8, 146.

2. Gerike P. The biodegradibility testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, vol. 13,
169.

Zoznam Standardizovanych metdd, napriklad:

NBN T 91-201 Determination of the chemical oxygen demand.

ISBN O 11 7512494 Chemical oxygen demand (dichromate value) of polluted and waste waters.
NF T 90-101 Determination of chemical oxygen demand.

DS 217 = water analysis Determination of chemical oxygen demand.

DIN 38409-H-41 Determination of chemical oxygen demand (CHSK) within the range above 15 mg per
litre.

NEN 3235 5.3: Bepaling van het chemisch zuurstofverbruik.

ISO 6060: Water quality: chemical oxygen demand dichromate methods.

C.7 DEGRADACIA - ABIOTICKA DEGRADACNA HYDROLYZA AKO FUNKCIA pH

METODA
Metdda je upravend smernicou na vykondvanie OECD testov (1).
UvoD

Hydrolyza je dolezitou reakciou kontrolujicou abiotickti degraddciu. Této reakcia je relevantnd pre ldtky s
nizkou biodegradabilitou a moze mat vplyv na pretrvévanie litky v Zivotnom prostredi.

Vicsina hydrolytickych reakcii je pseudoprvého poriadku, a preto polcas reakcie je zavisly od koncentracie,
¢o umoziuje extrapoldciu vysledkov zistenych pri koncentracidch pouzitych v laboratériu na podmienky
zivotného prostredia.

Navyse sa uvadza niekolko prikladov (2) ukazujicich stilad medzi vysledkami v Cistej a prirodnej vode pre
niekolko druhov chemickych latok a pripravkov.
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1.2.

Je Gicelné mat predbezné informdcie o tlaku pér latky na vykonanie tohto testu.
Tato metdda je aplikovatelnd len pre rozpustné litky vo vode. Necistoty mozu ovplyvnit vysledky.

Hydrolytické spravanie chemickych ldtok alebo pripravkov sa skiima pri pH hodnotich (pH 4 az 9), ktoré
sa vyskytuji v Zivotnom prostredi najcastejsie.

POJMY A JEDNOTKY

Hydrolyzou sa rozumie reakcia chemickej litky alebo pripravku RX s vodou. Tato reakciu mozno
zndzornit prostou vymenou skupiny X za skupinu OH:

RX + HOH — ROH + HX 1]

Rychlost, ktorou koncentracia RX klesd, je dand rovnicou:

rychlost = k [H,0] -[RX] [2]

KedZe je voda pritomnd voci testovanej chemickej litke vo velkom prebytku, oznacuje sa obvykle tento typ
reakcie ako reakcia pseudoprvého rddu, v ktorej sa pozoruje rychlostnd konstanta dand vztahom:

k... =kx[HO] [3]

pozorov.

Tato konstanta moze byt vyjadrend pre jednu hodnotu pH a jednu teplotu T s pouZitim vyrazu:

. 2303 X log9
pororov. ¢ G [4]
kde:
t = Cas,
C, = koncentricia ldtky v ¢ase nula (0),
C, = koncentracia latky v case t a
2,303 = premenny faktor medzi prirodzenym a desiatkovym logaritmom.

Koncentrdcie st vyjadrené v gfliter alebo v méloch na liter.

Rozmer tejto konstanty k je (Cas)™.

pororov. ]

JPoléas” t, , je definovany ako ¢as potrebny na zniZenie koncentrdcie testovanej litky na 50 %, t. .

C=1/2-C 5]

Z vyrazov (4) a (5) moze byt preukdzané, Ze:

tip = 0,693k ., [6]
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

REFERENCNE LATKY

Referencné latky nie je potrebné pouzit vo vietkych pripadoch, ked sa skima novd ldtka. SliZia najméd na
kontrolu dcinnosti metddy, aby sa umoznilo porovnanie s vysledkami z inej metddy.

Ako referencné latky sa pouzili tieto latky (1):

kyselina acetylsalicylova (aspirin);

kyselina fosforotiovd 0,0-dietyl 0-[6-metyl-2-(1-metyletyl)4-pyrimidinyl]ester (Dimpylate, Diazinon).
PRINCIP SKUSOBNE] METODY

Létka sa rozpusti vo vode pri nizkej koncentracii; pH a teplota sa kontroluji.

Pokles koncentricie ldtky v zdvislosti od casu sa sleduje akoukolvek vhodnou analytickou metédou.

Logaritmus koncentracie sa vynesie oproti Casu, a ak je zavislost priamkovd, rychlostnd konstanta prvého
poriadku sa moze ziskat zo sklonu krivky (pozri bod 2).

Ak nemozno stanovit rychlostnii konstantu priamo pre urditi teplotu, potom mozno stanovit tdto
konstantu s pouzitim Arrheniovho vztahu, ktory udéva teplotni zavislost rychlostnej konstanty. Z linedrnej
zdvislosti logaritmu rychlostnej konstanty, ako je stanovend pri vhodnej teplote ako reciproénd funkcia
absoltitnej teploty, K, mozno extrapolovat hodnotu rychlostnej konstanty, ktord sa nedala priamo ziskat.

KRITERIA KVALITY

Ako je to uvedené v odkaze (2), merania rychlostnych konstint hydrolyzy pri 13 triedach organickych
Struktdr mozu dosahovat vysoki presnost.

Opakovatelnost zévisi obzvldst od kontroly pH a teploty a moZze ju ovplyviiovat pritomnost mikroorga-
nizmov a v $pecidlnych pripadoch koncentricia rozpusteného kyslika.

OPIS SKUSOBNE] METODY

Reagenty

Tlmivé roztoky
Test sa vykondva pri troch hodnotich pH: 4,0, 7,0 a 9,0.

Na tento tcel sa pripravia tlmivé roztoky s pouzitim litky alebo pripravku reak¢nej Cistoty a z destilovanej
alebo deionizovanej sterilnej vody. Niektoré priklady tlmivych roztokov st uvedené v dodatku.

Pouzity tlmivy roztok modze ovplyvnit rychlost hydrolyzy; ak sa toto preukdze, potom sa zvoli iny tlmivy
roztok. V odkaze (2) sa odportca pouzit bératové alebo acetitové tlmivé roztoky namiesto fosfitovych.

Ak pH hodnota tlmivého roztoku nie je zndma pri teplote, ktord sa pouziva pri teste, tak pH hodnota sa
stanovi kalibrovanym pH metrom pri zvolenej teplote s presnostou 0,1 jednotky pH.

Skisobné roztoky

Testovand ldtka sa rozpusti vo vybranom tlmivom roztoku a jej koncentrdcia nesmie presahovat 0,01 M
alebo polovicu satura¢nej koncentrcie podla toho, ktord hodnota je nizsia.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.5.

1.6.5.1.

1.6.5.2.

Pouzitie organickych rozpustadiel, ktoré sa miesaji s vodou, sa odporaca len pre latky, ktoré su slabo
rozpustné vo vode.

Mnozstvo rozpustadla by malo byt mensie ako 1 % a nemalo by interferovat s hydrolytickym procesom.

Pristroje

Pouzijii sa uzavreté sklenené flase, pricom na mieste zdbrusu sa nesmie nachddzat Ziadna mastnota.

Ak je chemickd ldtka alebo tlmivy roztok prchavy alebo ak sa test vykondva pri zvy3enej teplote, potom sa
uprednostiiuje pouzitie skamaviek zatavenych alebo inak uzavretych a s obmedzenym priestorom nad
roztokom.

Analytickd metéda

Metéda musi byt Specifickd, aby umoznila stanovenie testovanej latky alebo pripravku pri testovanej
koncentracii, a moze sa skladat z nicktorej kombindcie vhodnych analytickych technik.

Pouzitie analytickej metddy zdvisi od povahy latky a analytickd metéda musi byt dostato¢ne presnd a
citlivd, aby preukdzala 10 % pokles povodnej koncentracie.

Podmienky skdsSania

Testy sa vykonaji v termostaticky kontrolovanom uzavretom priestore v kipeli s konstantnou teplotou s
odchylkou 0,5 °C od zvolenej teploty. Teplota sa udrziava a meria v rozsahu 0,1 °C. Vplyv fotolyzy by
mali vylicit vhodné prostriedky.

V pripade latok, ktoré st lahko oxidovatelné je nevyhnutné vylicit rozpusteny kyslik (napr. prebublanim s
dusikom alebo argénom pocas 5 mintit pred pripravou roztoku).

Testovaci postup

Predbezny test

Pre vietky latky sa vykond predbezny test pri teplote 50 +0,5 °C pri troch hodnotich pH: 4,0, 7,0 a 9,0.
Vykond sa dostatoény pocet merani, aby bolo mozné urcit, ¢ je pre kazdi pH hodnotu pri teplote 50 °C
polcas reakcie (t,,) nizsi ako 2,4 hodiny, alebo Ze menej ako 10 % hydrolyzy sa pozorovalo po piatich
dnoch. [Mozno odvodit, Ze tieto hodnoty zodpovedajti, bud polcasom reakcii nizsim ako jeden den, alebo
vacsim ako jeden rok v podmienkach blizsich podmienkam Zivotného prostredia (25°C)]. Ak predbezny
test ukdze, Ze 50 % alebo viac testovanej latky zhydrolyzovalo pocas 2,4 hodiny pri teplote 50 °C alebo Ze
menej ako 10 % litky zhydrolyzovalo po piatich diioch pri kazdej z troch hodnét pH (4, 7 a 9), nie st
potrebné dalsie testy.

V ostatnych pripadoch a pre jednotlivé pH hodnoty, pre ktoré tito podmienka nebola

splnend, sa vykona test 1.

Test 1

Test 1 sa vykondva pri jednej teplote; uprednostiuje sa teplota 50 0,5 °C pri sterilnych podmienkach pri
tych hodnotdch pH, pre ktoré z predbezného testu vyplynula nutnost dalSicho testovania.

Vyberie sa dostatocny pocet vzoriek (najmenej Styri), aby sa pokryl rozsah 20 % az 70 % hydrolyzy na
testovanie spravania pseudoprvého radu pri $pecifikovanych hodnotich pH.

Pre kazdd hodnotu pH, pri ktorej sa test 1 vykond, sa stanovi rdd reakcie.
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1.6.5.3.

1.6.5.4.

Odhad rychlostnej konstanty pri teplote 25 °C:

Rozhodnutie o tom, ako experimentdlne pokracovat, zavisi od toho, ¢i sa preukdze z testu 1, Ze reakcia je,
alebo nie je pseudoprvého radu.

V pripade, Ze nie je mozné s urCitostou preukdzat z testu 1, Ze nejde o reakciu pseudoprvého ridu,
vykonajii sa dalsie experimenty, ako je to opisané v teste 2.

Ak sa moze bezpecne preukdzat z testu 1, Ze reakcia je pseudoprvého rddu, potom sa vykonaji dalsie
experimenty, ako je to opisané v teste 3. [Alternativne mozno v 3pecidlnych podmienkach vypocitat
rychlostné konstanty pri teplote 25 °C z konstant pri teplote 50 °C vypocitanych na zdklade vysledkov
z testu 1 (pozri 3.2)].

Test 2

Tento test sa vykond pri kazdej hodnote pH, pre ktorti sa jeho vykonanie ukdzalo ako nevyhnutné na
zdklade vysledkov testu 1, a to:

— bud pri jednej teplote nizsej ako 40 °C, alebo
— pri dvoch teplotdch nad 50 °C, medzi ktorymi je rozdiel aspor1 10 °C.

Pri kazdej hodnote pH a pri kazdej teplote, pri ktorej sa md vykonat test 2, sa v primeranych intervaloch
zvoll najmenej Sest bodov tak, Ze stupeii hydrolyzy bude v oblasti 20 az 70 %.

Stanovenie sa vykondva duplicitne pre jednu hodnotu pH a jednu teplotu. Ak sa test 2 vykondva pri dvoch
teplotdch nad 50 °C, duplicitné meranie sa prednostne vykondva pri nizsej z tychto dvoch teplot.

Graficky odhad polcasu (t,,) sa vykond pre kazdid hodnotu pH a teplotu, pri ktorych sa test 2 vykonal.

Test 3

Tento test sa vykond pri kazdej hodnote pH, pre ktord sa jeho vykonanie ukdzalo na zdklade vysledkov
testu 1 nevyhnutnym, a to:

— bud pri jednej teplote nizsej ako 40 °C, alebo
— pri dvoch teplotdch nad 50 °C, medzi ktorymi je rozdiel asporn 10 °C.

Pre kazdd hodnotu pH a teplotu, pri ktorej sa test 3 vykonal, sa vybert tri body, prvy v ¢ase 0 a druhy a
tretf, ked' je stupen hydrolyzy vacsi ako 30 %, a vypocita sa konstanta k , a t,

i3

UDAJE

Pre charakterizdciu reakcie pseudoprvého ridu sa mozu ziskat hodnoty k,pre kazdd hodnotu pH a
kazda teplotu v testoch zo zdvislosti logaritmu koncentrécii oproti ¢asu s pouzitim vyrazu:

Kpozor = — sklon x 2,303 7]

NavySe, t,, sa moZe vypocitat podla rovnice [6].
Tam, kde je to vhodné, sa uréi k,, .. s pouzitim Arrheniovej rovnice.

Pre charakteristiku reakcii, ktoré nie st pseudoprvého rddu, pozri 3.1.
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3.1.

3.2.

SPRAVA
SPRAVA Z TESTU

Sprava z testu by mala, pokial je to mozné, obsahovat tieto informacie:
— Specifikdciu latky,

— vietky vysledky ziskané s referenénymi latkami,

— princip a detaily pouzitej analytickej metddy,

— pre kazdy test: hodnotu pH, zloZenie tlmivého roztoku a tabulku vietkych ddajov tykajicich sa casu
a koncentracie,

— pre reakciu pseudoprvého rddu hodnoty k

soor @ Uy @ POStup pri ich vypocte,
— pre reakcie, ktoré nie st pseudoprvého radu, vysledky zavislosti logaritmu koncentracie oproti Casu,

— vietky informdcie a pozorovania potrebné na interpretaciu vysledkov.
INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Prijatelné hodnoty rychlostnych konstint (pri teplote 25 °C) testovanych litok sa vypocitaji za pred-
pokladu, Ze uZz existujii experimentdlne hodnoty aktivacnej energie pre homoldgy testovanej latky, a za
predpokladu, ze sa moze dovodne predpokladat, Ze aktivacnd energia testovanej litky md velkost
rovnakého poriadku.

ODKAZY

1. OECD, Paris, 1981, Test Guideline 111, Decision of the Council C(81) 30 final.

2. W. Mabey and T. Mill, ,Critical Review of Hydrolysis of Organic Compounds in Water Under
Environmental Conditions®, J. Phys. Chem. Ref. Data, 1978, vol. 7 (2), 383 — 415.

Dodatok

TLMIVE ROZTOKY

CLARK A LUBS

Hodnoty pH, uvddzané v tychto tabulkdch, sa vypocitali z potencidlnych merani s pouzitim Sérensenovych
Standardnych rovnic. Skutoéné hodnoty pH st o 0,04 jednotiek vicsie ako tabulkové hodnoty.

ZlozZenie pH
0,1 M hydroftaldt draselny + 0,1 N HCl pri 20 °C

2,63 ml 0,1 N HCl + 50 ml ftaldtu doplnit do 100 ml 3,8
0,1 M hydroftaldt draselny + 0,1 N NaOH pri 20 °C

0,40 ml 0,1 N NaOH + 50 ml ftaldtu doplnit do 100 ml 4,0
3,70 ml 0,1 N NaOH + 50 ml ftalétu doplnit do 100 ml 4,2
0,1 M dihydrofosforecnan draselny (0,1 mol - I'') + 0,1 N NaOH pri 20 °C

23,45 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosfore¢nanu doplnit do 100 ml 6,8
29,63 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosfore¢nanu doplnit do 100 ml 7,0

35,00 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosfore¢nanu doplnit do 100 ml 7,2
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0,1 M H,BO, v 0,1 M KCI + 0,1 N NaOH pri 20 °C

16,30 ml 0,1 N NaOH + 50 ml kyseliny boritej doplnit do 100 ml
21,30 ml 0,1 N NaOH + 50 ml kyseliny boritej doplnit do 100 ml
26,70 ml 0,1 N NaOH + 50 ml kyseliny boritej doplnit do 100 ml

B. KOLTHOFF A VLEESHOUWER

ZloZenie

0,1 M citran monodraselny + 0,1 N NaOH pri 18 °C (treba pridat maly krystal

tymolu na zabrdnenie rastu plesni)

2,0 ml 0,1 N NaOH + 50 ml citranu doplnit do 100 ml
9,0 ml 0,1 N NaOH + 50 ml citranu doplnit do 100 ml
16,3 ml 0,1 N NaOH + 50 ml citranu doplnit do 100 ml

C. SORENSEN

0,05 M borax + 0,1 N HCl

8,8
9,0
9,2

pH

3,8
4,0
4,2

Zlozenie pH
Walbum
ml boraxu 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 borax + 0,1 N NaOH
ZloZenie pH
Walbum
ml boraxu 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




