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(Akty przyjete na mocy Traktatow WE/Euratom, ktorych publikacja jest obowigzkowa)

ROZPORZADZENIA

ROZPORZADZENIE KOMISJI (WE) NR 761/2009
z dnia 23 lipca 2009 r.

zmieniajace, w celu dostosowania do postepu technicznego, rozporzadzenie (WE) nr 440/2008

ustalajgce metody badafi zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 1907/2006 Parlamentu

Europejskiego i Rady w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen
w zakresie chemikaliow (REACH)

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,
uwzgledniajgc Traktat ustanawiajacy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajagc rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006 Parlamentu
Europejskiego i Rady z dnia 18 grudnia 2006 r. w sprawie
rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograni-
czen w zakresie chemikaliow (REACH), utworzenia Europej-
skiej Agencji Chemikaliow, zmieniajace dyrektywe 1999/45/WE
oraz uchylajgce rozporzadzenie Rady (EWG) nr 793/93 i rozporzg-
dzenie Komisji (WE) nr 1488/94, jak réwniez dyrektywe
Rady 76/769/EWG 1 dyrektywy Komisji 91/155/EWG,
93/67[EWG, 93/105/WE i 2000/21/WE ('), w szczegdlnosci jego
art. 13 ust. 3,

a takze majgc na uwadze, co nastgpuje:

(1)  Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 440/2008 (?) zawiera
metody badar, shuzgce okreslaniu wlasciwosci fizykoche-
micznych, toksycznosci oraz ekotoksycznosci substancii,
ktére nalezy stosowal do celéw rozporzadzenia (WE)
nr 1907/2006.

(2)  Nalezy zaktualizowa¢ rozporzadzenie (WE) nr 440/2008
w celu uwzglednienia zmian pewnych metod bada-
nia i wlaczenia kilku nowych metod badania przyjetych
przez OECD. W sprawie tego wniosku skonsultowano si¢
z zainteresowanymi stronami. Zmiany dostosowujg po-
wyzsze metody do postepu naukowo-technicznego.

(1) Dz.U. L 396 z 30.12.2006, s. 1.
() Dz.U.L 142 z 31.5.2008, s. 1.

(3)  Nalezy zmieni¢ przepisy dotyczace preznosci par w celu
wiaczenia do nich nowej metody efuzji.

(4)  Nalezy doda¢ nowa metode pomiaru dlugosci wiokien
o geometrycznej $redniej wazonej $rednicy.

(5)  Wlasciwe jest zaktualizowanie rozporzadzenia (WE)
nr 440/2008 w celu uwzglednienia jako priorytet nowej
metody badania dziatania draznigcego na skore in vitro, aby
uzyskaé zmniejszenie liczby zwierzat wykorzystywanych
do celéow do$wiadczalnych, zgodnie z dyrektywa
Rady 86/609/EWG z dnia 24 listopada 1986 r. w sprawie
zblizenia przepiséw ustawowych, wykonawczych i admi-
nistracyjnych panstw cztonkowskich dotyczacych ochro-
ny zwierzat wykorzystywanych do celéw doswiadczalnych
i innych celéw naukowych (3). Mimo iz metoda badania
dziatania draznigcego na skore in vitro jest wciaz na etapie
dyskusji w ramach OECD, w tym wyjatkowym przypadku
nalezy uwzglednié ja w przedmiotowym rozporzadzeniu.
Metoda B 46 powinna by¢ uaktualniona tak szybko, jak to
mozliwe po osiagnieciu porozumienia w ramach OECD,
lub w przypadku dostepu do nowych informacji uzasad-
niajacych wprowadzenie zmian.

(6)  Przepisy dotyczace badania inhibicji glonéw nalezy
podda¢ przegladowi w celu uwzglednienia dodatkowych
gatunkow i spelnienia wymogdéw oceny zagrozen i klasy-
fikacji chemikaliéw.

(7)  Nalezy doda¢ nowg metode pomiaru tlenowej mineraliza-
¢ji na powierzchni wody, polegajaca na symulacyjnym te-
Scie biodegradacji, oraz nowa metodg oceny toksycznosci
dla rodzaju Lemna, polegajacg na teScie zahamowania
wzrostu.

(}) Dz.U.L 3582 18.12.1986, 5. 1.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:PL:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:PL:PDF
http://eur-lex.europa.eu/Result.do?aaaa=1986&mm=12&jj=18&type=L&nnn=358&pppp=0001&RechType=RECH_reference_pub&Submit=Search
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(8)  Nalezy zatem odpowiednio zmieni¢ rozporzgdzenie (WE)
nr 440/2008.

9)  Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu
sa zgodnie z opinig komitetu ustanowionego na mocy
art. 133 rozporzadzenia (WE) nr 1907/2006,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

W zalaczniku do rozporzadzenia (WE) nr 440/2008 wprowadza
si¢ nastepujace zmiany:

1) w czesci A wprowadza si¢ nastepujace zmiany:

a) rozdzial A.4 zastepuje si¢ rozdzialem A.4 w brzmie-
niu okreSlonym w zalgczniku I do niniejszego
rozporzadzenia;

b) dodaje si¢ rozdzial A.22 w brzmieniu okreslonym w za-
faczniku IT do niniejszego rozporzadzenia;

2) w czgSci B wprowadza si¢ nastgpujace zmiany:

dodaje si¢ rozdzial B.46 w brzmieniu okreslonym w zalacz-
niku III do niniejszego rozporzadzenia;

3) w czesci C wprowadza si¢ nastgpujace zmiany:
a) rozdzial C.3 zastepuje si¢ rozdzialem C.3 w brzmieniu
okreslonym w  zalaczniku IV do niniejszego

rozporzadzenia;

b) dodaje si¢ rozdzialy C.25 i C.26 w brzmieniu okreslo-
nym w zalaczniku V i VI do niniejszego rozporzadzenia.

Artykut 2

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie trzeciego dnia po jego
opublikowaniu w Dzienniku Urzedowym Unii Europejskiej.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w calosci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich pan-

stwach cztonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 23 lipca 2009 r.

W imieniu Komisji
Stavros DIMAS
Czlonek Komisji
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1.1.

1.2

Zalgceznik

A.4. Ci$nienie pary

METODA

Niniejsza metoda odpowiada wytycznej OECD TG 104 (2004).

WSTEP

Niniejsza zmieniona wersja metody A.4 (1) zawiera jedna dodatkowa metode: metode efuzji, opartg na termogra-
wimetrii izotermicznej, przeznaczong do substancji chemicznych o bardzo niskich cignieniach (do 107'° Pa). Wo-
bec zapotrzebowania na procedury, zwlaszcza dotyczgce wyznaczania ci$nienia pary dla substancji o bardzo
niskim ci$nieniu pary, dokonano ponownej oceny innych procedur niniejszej metody pod wzgledem zakresu
stosowalnosci.

W stanie réwnowagi termodynamicznej ci$nienie pary substancji czystej jest jedynie funkcja temperatury. Podsta-
wowe zasady opisano w innym miejscu (2)(3).

Nie ma jednej procedury pomiarowej, ktéra miataby zastosowanie do catego zakresu ci$niefi pary, od ponizej 107*°
az do 10° Pa. Niniejsza metoda obejmuje osiem metod pomiaru ci§nienia pary, ktére moga by¢ stosowane w roz-
nych zakresach ci$nienia. Poréwnanie poszczegdlnych metod pod wzgledem zastosowania i zakresu pomiarowe-
go przedstawiono w tabeli 1. Metody te mozna stosowac tylko do zwiazkow, ktére nie rozktadaja si¢ w warunkach
badania. W przypadkach gdy ze wzgledéw technicznych nie mozna zastosowaé metod doswiadczalnych, ci$nie-
nie pary mozna réwniez oszacowac, a zalecang metod¢ szacowania przedstawiono w dodatku.

DEFINICJE I JEDNOSTKI
Ci$nienie pary substancji okresla si¢ jako ci$nienie nasycenia nad substancja w stanie statym lub ciektym.

Nalezy uzywa¢ jednostki ci$nienia obowigzujacej w ukladzie SI, ktorg jest paskal (Pa). Ponizej podano inne jed-
nostki, ktére byly stosowane historycznie, wraz z ich wspélczynnikami przeliczeniowymi:

1 tor =1 mm Hg =1,333 x 10% Pa
1 atmosfera =1,013 x 10° Pa
1 bar =10°Pa

Jednostka temperatury w uktadzie SI jest kelwin (K). Przeliczenia stopni Celsjusza na kelwiny dokonuje si¢ wedtug
wzoru:

T=1t+27315

gdzie T jest temperaturg w skali Kelwina lub temperaturg termodynamiczng, za$ t jest temperaturg w skali
Celsjusza.

Tabela 1
Substancje Szacowana Szacowana
Metoda pomiarowa . L Zalecany zakres
State Ciekle powtarzalnos¢ odtwarzalno$é
Metoda dynamiczna |tatwotopliwe Tak do 25% do 25% 10° Pa
1-5% 1-5% do 2 x 10% Pa

2 x10°Pa

do 10° Pa
Metoda statyczna Tak Tak 5-10 % 5-10 % 10 Pado 10° Pa

1072 Pa

do 10° Pa (1)
Metoda izoteniskopo- Tak Tak 5-10 % 5-10 % 102 Pa do 10° Pa
wa
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. Substancje Szacowana Szacowana
Metoda pomiarowa Inodc 3 Inos Zalecany zakres
Stale Ciekte powtarza nosc odtwarzalnosc

Metoda efuzji: Tak Tak 5-20 % do 50 % 10°do 1Pa
réwnowaga ci$nienia
pary
Metoda efuzji: Tak Tak 10-30 % — 10'°do 1 Pa
komoérka Knudsena
Metoda efuzji: Tak Tak 5-30 % do 50 % 10'°do 1 Pa
grawimetria
izotermiczna
Metoda nasycania Tak Tak 10-30 % do 50 % 107'%do 10° Pa
gazu
Metoda wirujacego Tak Tak 10-20 % — 107* do 0,5 Pa
rotora

() Uzywajgc manometru pojemnosciowego.

ZASADA BADANIA

Na og6t ci$nienie pary wyznacza si¢ w réznych temperaturach. W ograniczonym zakresie temperatury logarytm
ci$nienia pary substancji czystej jest liniowg funkcja odwrotnosci temperatury termodynamicznej, zgodnie
z uproszczonym réwnaniem Clapeyrona-Clausiusa:

1 AHy ;
ogp = + stala
&P 2,3RT

gdzie:

p = ci$nienie pary w paskalach,

AHv = cieplo parowania w ] mol™,

R = uniwersalna stala gazowa: 8,314 J mol™' K/,

T = temperatura w K.

SUBSTANCJE ODNIESIENIA

Nie ma potrzeby stosowania substancji odniesienia. Stuzg one gtéwnie do sporadycznego sprawdzenia dziatania
metody, jak rowniez do umozliwienia poréwnania wynikéw uzyskanych réznymi metodami.

OPIS METODY

Metoda dynamiczna (metoda Cottrella)

Zasada

Ci$nienie pary wyznacza si¢, mierzgc temperature wrzenia substancji przy roéznych okreslonych wartosciach cis-
nienia w przyblizonych granicach od 10° do 10° Pa. Metoda ta jest réwniez zalecana do wyznaczania tempera-
tury wrzenia. Do tego celu jest ona uzyteczna do temperatury 600 K. Temperatury wrzenia cieczy sg o okolo 0,1 °C
wyzsze na glebokosci 3 do 4 cm niz na powierzchni z powodu ci$nienia stupa cieczy. W metodzie Cottrella (4)
termometr umieszcza si¢ w parze powyzej powierzchni cieczy tak, iz wrzaca ciecz w sposéb ciagly omywa zbior-
nik termometru. Zbiornik termometru pokrywa cienka warstwa cieczy, ktéra jest w réwnowadze z parg pod cis-
nieniem atmosferycznym. W ten sposob termometr wskazuje rzeczywista temperatur¢ wrzenia, bez bledéw
powodowanych przegrzaniem lub ci$nieniem hydrostatycznym. Pompe pierwotnie zastosowana przez Cottrella
przedstawiono na rysunku 1. Rurka A zawiera wrzacg ciecz. Wtopiony w dno platynowy drut B ulatwia réwno-
mierne wrzenie. Boczna rurka C prowadzi do skraplacza, za$ ostona D zapobiega przedostawaniu si¢ zimnych
skroplin do termometru E. Podczas wrzenia cieczy zawartej w rurce A wychwycone przez lejek pecherzyki i ciecz
sa wylewane poprzez dwa ramiona pompki F na zbiornik termometru.
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1.5.1.2.

1.5.1.3.

Rysunek 1 Rysunek 2

N2 source

Pompa Cottrella (4)

Termopara

Prézniowa objeto$¢ buforowa
Cis$nieniomierz

Préznia

Punkt pomiarowy

T Hm Y9N T >

Element grzewczy ok. 150 W
Przyrzqd

Na rysunku 2 przedstawiono bardzo dokladny przyrzad wykorzystujacy zasadg Cottrella. Sktada si¢ on z rurki
z sekcja wrzenia w dolnej czesci, chlodnica w czesci Srodkowej oraz wylotem i kolnierzem w czesci gérnej. Pom-
pa Cottrella jest umieszczona w sekeji wrzenia, ktéra jest ogrzewana za pomocg wkladu elektrycznego. Tempe-
ratura jest mierzona przez termopare z ostong lub termometr oporowy wprowadzony poprzez kolnierz u géry.
Wylot jest podaczony do ukladu regulacji ci$nienia. Uklad ten zawiera pompe prézniowa, objeto$¢ buforows, ma-
nostat do wpuszczania azotu celem regulacji ci$nienia oraz manometr.

Procedura

Substancj¢ umieszcza si¢ w sekcji wrzenia. W przypadku niesproszkowanych ciat statych mozna napotkaé prob-
lemy, lecz niekiedy mozna je rozwiazaé, ogrzewajac plaszcz chlodzacy. Przyrzad zamyka si¢ szczelnie na kolnie-
rzu, a substancj¢ poddaje si¢ odgazowaniu. Metoda ta nie nadaje si¢ do pomiaru substancji pieniacych sie.

Nastgpnie nastawia si¢ najnizsze zadane ci$nienie i wlacza si¢ ogrzewanie. Réwnocze$nie czujnik temperatury pod-
facza sig do rejestratora.

Réwnowaga jest osiagnieta, gdy przy stalym ci$nieniu rejestrowana jest stala temperatura wrzenia. Nalezy zacho-
waé szczegdlng ostroznosé, aby nie dopusci¢ do uderzenia podczas wrzenia. Ponadto musi nastgpi¢ catkowite
skroplenie na chlodnicy. Podczas oznaczania ci$nienia pary tatwotopliwych substancji statych nalezy zachowacl
ostrozno$¢, aby nie dopusci¢ do zablokowania skraplacza.

Po zarejestrowaniu punktu rownowagi nastawia si¢ wyzsze ci$nienie. Proces kontynuuje si¢ w ten sposéb az do
osiggniecia ci$nienia 10° Pa (uzyskujac ogétem okoto 5 do 10 punktéw pomiarowych). Dla sprawdzenia nalezy
powtérzy¢ punkty rownowagi przy malejacych ci$nieniach.
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1.5.2.1.

1.5.2.2.

1.5.2.3.

Metoda statyczna

Zasada

W metodzie statycznej (5) ciSnienie pary w stanie rownowagi termodynamicznej wyznacza si¢ w okreslonej tempe-
raturze. Metoda ta nadaje si¢ do substancji i cieczy wielosktadnikowych oraz ciat statych w przedziale od 107!
do 10° Pa, a pod warunkiem zachowania starannosci réwniez w przedziale od 1 do 10 Pa.

Przyrzgd

Przyrzad pomiarowy sklada si¢ z fazni stalotemperaturowej (doktadnos¢ + 0,2 K), pojemnika na probke podta-
czonego do przewodu prézniowego, manometru oraz ukladu do regulacji ci$nienia. Komora probki (rysunek 3a)
jest podiaczona do przewodu prézniowego poprzez zawér i manometr réznicowy (U-rurke zawierajaca odpo-
wiednig ciecz manometryczna), ktory stuzy jako wskaznik zera. Do zastosowania w manometrze réZnicowym na-
daja sig: rted, silikony i ftalany, w zaleznosci od zakresu cinienia i zachowania si¢ badanej substancji pod wzgledem
chemicznym. Ze wzgledu na ochrone Srodowiska naturalnego nalezy w miar¢ mozliwosci unika¢ stosowania rte-
ci. Badana substancja nie moze w dostrzegalny sposéb rozpuszczaé si¢ w cieczy zawartej w U-rurce ani wchodzi¢
z nig w reakcje. Zamiast U-rurki mozna uzy¢ ci$nieniomierza (rysunek 3b). W manometrze mozna stosowac rteé
w zakresie od ci$nienia normalnego do 10? Pa, natomiast ptyny silikonowe i ftalany nadaja si¢ do uzycia w za-
kresie ci$nienia ponizej 10% Pa az do 10 Pa. Istniejg inne ci$nieniomierze, ktérych mozna uzywaé przy ciénieniu
ponizej 10% Pa, za$ podgrzewanych przeponowych manometréw pojemno$ciowych mozna uzywaé nawet przy
ciénieniu ponizej 10~" Pa. Temperature mierzy si¢ na zewnetrznej $cianie zbiornika zawierajacego probke lub w sa-
mym zbiorniku.

Procedura

Uzywajac przyrzadu przedstawionego na rysunku 3a, napelni¢ U-rurke wybrang cieczg, ktéra przed dokonaniem
odczytéw nalezy odgazowaé w podwyzszonej temperaturze. Badana substancj¢ umieszcza si¢ w przyrzadzie i od-
gazowuje w obnizonej temperaturze. W przypadku prébki wielosktadnikowej temperatura powinna by¢ dosta-
tecznie niska dla zapewnienia, Ze sktad materiatu nie ulegnie zmianie. Rownowage mozna osiggna¢ szybciej dzigki
mieszaniu. Probke mozna schlodzi¢ za pomoca cieklego azotu lub suchego lodu, lecz nalezy zachowal ostroz-
no$¢, aby nie dopusci¢ do skroplenia powietrza lub cieczy pompy. Przy otwartym zaworze nad zbiornikiem préb-
ki wlacza si¢ na kilka minut zasysanie, aby usunaé powietrze. W razie potrzeby operacj¢ odgazowania powtarza
si¢ wielokrotnie.

Rysunek 3a Rysunek 3b
p
5
1: Badana substancja
. 2: Faza pary 7
3: Zawor wysokoprozniowy
_5 4: U-rurka (manometr
pomocniczy) 3
5: Wskaznik cisnienia
6: Wanna izotermiczna 4
E 7: Urzadzenie do 1: Badana substancja
i pomiar o 2: Faza pary
g temperatury 3: Zawor wysokoprozniowy
i 8: Do pompy prozniowe) = 4: Ci$nieniomierz
i 9: Wentylacja/azot 5: Wskaznik cisnienia
! o 6: Wanna izotermiczna
= -6 7: Urzadzenie do

pomiaru temperatury
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1.5.3.1.

1.5.3.2.

1.5.3.3.

Gdy prébka jest podgrzewana przy zamknigtym zaworze, ci$nienie pary wzrasta. Powoduje to zmiang réwnowagi
cieczy w U-rurce. Aby skompensowac t¢ zmiang, do przyrzadu wprowadza si¢ azot lub powietrze, az do ponow-
nego wyzerowania si¢ réznicowego wskaznika ci§nienia. Wymagane do tego ci$nienie mozna odczyta¢ z mano-
metru lub z przyrzadu o wyzszej dokladnosci. Cisnienie to odpowiada ci$nieniu pary substancji w temperaturze
pomiaru. Uzywajac przyrzadu przedstawionego na rysunku 3b, ci$nienie pary odczytuje si¢ bezposrednio.

Cisnienie pary wyznacza si¢ w odpowiednio matych odstepach czasu (w sumie okoto 5-10 punktéw pomiaro-
wych) az do zgdanego maksimum temperatury.

Dla sprawdzenia nalezy powtdrzy¢ odczyty przy malejacej temperaturze. Jezeli warto$ci otrzymane z powtérzo-
nych odczytéw nie pokrywaja sie z krzywa uzyskang dla temperatury rosnacej, to moze to wynikad z jednej z na-
stepujacych sytuacji:

(i) probka nadal zawiera powietrze (np. w przypadku substancji o duzej lepkosci) lub substancje o niskiej tempe-
raturze wrzenia, wydzielajace si¢ podczas ogrzewania;

(i) substancja ulega reakcji chemicznej w badanym zakresie temperatury (np. rozkladowi, polimeryzacji).

Metoda z uzyciem izoteniskopu

Zasada

Izoteniskop (6) oparty jest na zasadzie metody statycznej. Metoda ta polega na umieszczeniu prébki w bace utrzy-
mywanej w stalej temperaturze i podlaczonej do manometru oraz pompy prézniowej. Zanieczyszczenia bardziej
lotne od badanej substancji usuwa si¢ przez odgazowanie przy obnizonym ci$nieniu. Ci$nienie pary probki w wy-
branych temperaturach jest rOwnowazone znanym ci$nieniem gazu obojetnego. Izoteniskop zostal skonstruowa-
ny do pomiaru ci$nienia pary pewnych cieklych weglowodoréw, lecz nadaje si¢ réwniez do badania substancji
stalych. Metoda ta zwykle nie nadaje si¢ do uktadéw wieloskladnikowych. Wyniki obciazone s jedynie nieznacz-
nym k;h;dem w przypadku probek zawierajacych zanieczyszczenia nielotne. Zalecany zakres wynosi od 102
do 10° Pa.

Przyrzgd

Przyklad urzadzenia pomiarowego przedstawiono na rysunku 4. Pelny opis mozna znalezé w ASTM
D 2879-86 (6).

Procedura

W przypadku cieczy badana substancja sama stuzy jako ptyn w manometrze réznicowym. Do izoteniskopu wpro-
wadza si¢ ilo$¢ cieczy wystarczajaca do wypelnienia bariki i krétszego ramienia manometru. Izoteniskop przyla-
cza si¢ do ukladu prézniowego i usuwa z niego powietrze, a nastgpnie napelnia azotem. Opréznianie i oczyszczanie
ukladu powtarza si¢ dwukrotnie, aby usuna¢ resztki tlenu. Napelniony izoteniskop ustawia si¢ w polozeniu po-
ziomym, tak aby probka rozlozyla si¢ cienka warstwa w barice probnej i manometrze. Ci$nienie w ukladzie ob-
niza si¢ do 133 Pa, a probke tagodnie si¢ ogrzewa, az zacznie wrze¢ (usunigcie rozpuszczonych gazow). Nastepnie
izoteniskop ustawia sig, tak aby probka powrécita do banki i napehnita krétsze rami¢ manometru. Ci$nienie utrzy-
mywane jest na poziomie 133 Pa. Wyciagang konicéwke banki probkowej podgrzewa si¢ matym ptomieniem, az
wydzielona z prébki para rozprezy si¢ dostatecznie, aby wyprzec czg$¢ probki z gornej czesci banki i ramienia
manometru, tworzac wypetniong para przestrzen wolna od azotu. Izoteniskop umieszcza si¢ nastgpnie w fazni
stalotemperaturowej, a ci$nienie azotu nastawia sig, tak aby rowne bylo ci$nieniu probki. W stanie rownowagi cis-
nienie azotu réwne jest ci$nieniu pary substancji.
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Rysunek 4

A: Regulacja cisnienia

B: Rurka o $rednicy zewn. 8 mm

C: Suchy azot w ukfadzie ci$nieniowym
D: Para probki

E: Mata koncowka

F: Prébka cieczy

(Wymiary w mm)

W przypadku substancji statych i w zaleznosci od zakresu ci$nienia i temperatury stosuje si¢ ciecze manometrycz-
ne, takie jak plyny silikonowe lub ftalany. Odgazowang ciecz manometryczna umieszcza si¢ w bafice wykonanej
na dugim ramieniu izoteniskopu. Nast¢pnie badana substancje stala wklada si¢ do banki prébkowej i odgazowuje
w podwyzszonej temperaturze. Po wykonaniu tego izoteniskop przechyla sig, tak aby ciecz manometryczna mo-
gla wplynac do U-rurki.

Metoda efuzji: réwnowaga ci$nienia pary (7)

Zasada

Prébke badanej substancji ogrzewa si¢ w matym piecu i umieszcza w dzwonie szklanym, w ktérym wytworzono
proznig. Piec przykryty jest pokrywa, ktéra posiada niewielkie otwory o znanej $rednicy. Ulatniajgca si¢ przez
otwory para substancji kierowana jest na szalg wagi o wysokiej czutosci, ktéra réwniez jest zamknigta w opro-
znionym dzwonie szklanym. W niekt6rych rozwigzaniach konstrukcyjnych szala wagi umieszczona jest w komo-
rze chlodzgcej, ktéra zapewnia odprowadzenie ciepla na zewnatrz. Promieniowanie powoduje ochtodzenie szali
wagi, tak iz ulatniajaca si¢ para skrapla si¢ na niej. Ped strumienia pary dziala na szalg jak sifa. Ci$nienie pary moz-
na wyprowadzi¢ dwoma sposobami: bezposrednio z sity dzialajacej na szalg wagi oraz z szybkosci parowania przy
uzyciu réwnania Hertza-Knudsena (2):

gdzie:

G = szybkos¢ parowania (kg s™' m™?),

M = masa molowa (g mol™}),

T = temperatura (K),

R = uniwersalna stala gazowa (] mol ' K1),
P = cisnienie pary (Pa).

Zalecany zakres wynosi od 107 do 1 Pa.



24.8.2009 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej L 220/9

1.5.4.2. Przyrzgd

Schemat ideowy przyrzadu pomiarowego zilustrowano na rysunku 5.

Rysunek 5

A:  Plyta podstawy F: Komora chlodzgca i pret chlodzacy
B:  Przyrzad z ruchoma cewka G: Piec wyparki

C: Dzwon szklany H: Naczynie Dewara z cieklym azotem
D:  Waga z szalg . Pomiar temperatury probki

E:  Urzadzenie do pomiaru prézni J: Badana substancja

1.5.5. Metoda efuzji: komérka Knudsena

1.5.5.1. Zasada

Metoda ta polega na oszacowaniu masy badanej substancji w postaci pary wyplywajacej w jednostce czasu z ko-
morki Knudsena (8) przez mikrootwér w warunkach wysokiej prozni. Masg pary, ktéra wyplynela, mozna okre-
§li¢ poprzez wyznaczenie straty masy komoérki lub przez skroplenie pary w niskiej temperaturze i wyznaczenie
masy ulotnionej substancji przy pomocy chromatografii. Ci$nienie pary oblicza si¢ stosujac zalezno$¢ Hertza-
Knudsena (zob. sekcja 1.5.4.1) ze wspdlczynnikami korekeji w zaleznosci od parametréw przyrzadu pomiarowe-
g0 (9). Zalecany zakres wynosi od 107'° do 1 Pa (10)(11)(12)(13)(14).

1.5.5.2. Przyrzgd

Schemat ideowy przyrzadu pomiarowego zilustrowano na rysunku 6.
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Rysunek 6
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1: Podlaczenie do ukladu prézniowego

2: Pochwy platynowego termometru oporowego
lub urzadzenia do pomiaru i regulacji
temperatury

Pokrywa zbiornika prézniowego
Pierécient uszczelniajacy (O-ring)

Aluminiowy zbiornik prézniowy

(= Y e

Urzadzenie do zakladania i wyjmowania
komorek efuzyjnych

Metoda efuzji: termograwimetria izotermiczna

Zasada

7: Pokrywa gwintowana

8: Nakretki motylkowe

9: Sruby
10: Komorki efuzyjne ze stali nierdzewnej

11: Wkladka grzewcza

Metoda ta polega na wyznaczeniu szybkosci przyspieszonego parowania badanej substancji w podwyzszonych
temperaturach i pod ci$nieniem otoczenia przy pomocy grawimetrii (10)(15)(16)(17)(18)(19)(20). Wartosci szyb-
kosci parowania v otrzymuje si¢, poddajac wybrany zwiazek dziataniu atmosfery powoli plynacego gazu obo-
jetnego i obserwujac utrate cigzaru w okreslonych, stalych temperaturach T (wyrazonych w kelwinach) w ciagu
odpowiednich okreséw. Wartosci ci$nienia pary p oblicza si¢ na podstawie wartosci v przy uzyciu liniowej za-
lezno$ci pomigdzy logarytmem ci$nienia pary i logarytmem szybkosci parowania. W razie potrzeby mozna do-
konac ekstrapolacji do temperatur 20 i 25 °C za pomoca analizy regresji log p+ w zaleznosci od 1/T. Metoda ta
nadaje si¢ do substancji o cinieniu pary siegajgcym minimum 107'° Pa (107" mbar) i o czystosci mozliwie jak
najblizszej 100 % dla uniknigcia blednej interpretacji zmierzonych wartosci utraty cigzaru.
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1.5.6.2.

1.5.6.3.

Przyrzqd

Schemat ideowy zestawu do$wiadczalnego przedstawiono na rysunku 7.

Rysunek 7
Mikrowaga
Gaz N, pod —
cisnieniem ik
otoczenia I
_¥' l 1
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Urzadzenie sorpcyjne ! probki
|

I 1 [
| | | |
1

=2y

nastawny Pompa ssaca
Rejestrator tasmowy

Rotametr staloprzeplywowy z
utdadem weily lekkich pizegrod

Plytka no$na prébki, zawieszona na mikrowadze w komorze o regulowanej temperaturze, jest omiatana strumie-
niem suchego gazowego azotu, ktéry porywa odparowane czasteczki badanej substancji. Po opuszczeniu komory
strumien gazu jest oczyszczany przez urzadzenie sorpcyjne.

Procedura

Badang substancj¢ naklada si¢ na powierzchni¢ chropowatej plytki szklanej w postaci jednorodnej warstwy.
W przypadku substangji statych plytke zwilza si¢ réwnomiernie roztworem substancji w odpowiednim rozpusz-
czalniku i suszy w atmosferze obojetnej. Do celu pomiaru pokryta plytke zawiesza si¢ w analizatorze termogra-
wimetrycznym, a nastgpnie mierzy si¢ w sposob ciggly utrate jej cigzaru w funkeji czasu.

Szybko$¢ parowania v w okre$lonej temperaturze oblicza si¢ na podstawie utraty ciezaru Am plytki probnej za
pomocg wzoru:

gdzie F jest polem powierzchni nalozonej substancji badanej, zwykle réwnym polu powierzchni plytki prébnej,
za$ t jest czasem utraty ciezaru Am.

Ci$nienie pary p oblicza si¢ na podstawie szybkosci parowania vy, za pomocg wzoru:

Log pr = C + D log vy

gdzie CiD sg stalymi charakterystycznymi dla uzytego zestawu do$wiadczalnego, zaleznymi od $rednicy komory
pomiarowej i od natgzenia przeplywu gazu. Stale te nalezy wyznaczy¢ raz poprzez wykonanie pomiaru dla grupy
zwiazkow o znanym ci$nieniu pary i dokonanie regresji zaleznoci log p od log v (11)(21)(22).
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1.5.7.1.

1.5.7.2.

Zalezno$¢ pomigdzy ci$nieniem pary py a temperaturg T w kelwinach jest dana wzorem:

Log pr=A+B 1T

gdzie A i B sg stalymi uzyskanymi z regresji zaleznosci log p1 od 1/T. Za pomoca tego réwnania mozna obliczy¢
ci$nienie pary dla dowolnej innej temperatury przez ekstrapolacje.

Metoda nasycania gazu (23)

Zasada

Gaz obojetny o temperaturze pokojowej przepuszcza si¢ przy znanym natezeniu przeplywu przez prébke bada-
nej substancji lub ponad nig dostatecznie powoli, aby zapewni¢ nasycenie. Osiggnigcie nasycenia w fazie gazowej
ma decydujace znaczenie. Przenoszona substancja jest wychwytywana (zwykle przy uzyciu sorbentu), po czym
okresla sie jej ilos¢. Alternatywnie wobec wychwytywania i analizy pary, do okre$lenia ilosci przenoszonego ma-
terialu mozna wykorzysta¢ wspétbiezne techniki analityczne, np. chromatografi¢ gazowa. Ci$nienie pary oblicza
si¢ w oparciu o zaloZenia, ze zachowane jest prawo gazu doskonalego i ze catkowite ci$nienie mieszaniny gazéw
jest réwne sumie ci$nient gazoéw bedacych jej skladnikami. Cisnienie czastkowe badanej substanciji, tj. ci$nienie pa-
ry, oblicza si¢ ze znanej catkowitej objetosci gazu i masy przenoszonego materiatu.

Procedura nasycania gazu ma zastosowanie do stalych lub cieklych substancji chemicznych. Moze by¢ stosowana
do cisnieri pary siegajacych minimum 107'° Pa (10)(11)(12)(13)(14). Metoda ta jest najbardziej pewna dla ci§nief
pary ponizej 10° Pa. Powyzej tej wartosci ciénienie pary jest zwykle oszacowywane zbyt wysoko, prawdopodob-
nie na skutek tworzenia si¢ aerozolu. Poniewaz pomiary ci$nienia pary wykonuje si¢ w temperaturze pokojowej,
nie ma koniecznosci ekstrapolacji danych z wysokich temperatur i unika si¢ wynikajacych stad czgsto powaznych
bledow.

Przyrzqd

Procedura wymaga uzycia komory stalotemperaturowej. Szkic na rysunku 8 przedstawia komore zawierajacg po
trzy pojemniki na probki stale i ciekle, ktore umozliwiaja potrojenie analizy prébki stalej substancji stalej lub cie-
klej. Temperatura jest regulowana z doktadnoscig do + 0,5 °C lub lepsza.

Rysunek 8
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Zwykle jako obojetny gaz no$ny uzywany jest azot, lecz nickiedy moze by¢ wymagany inny gaz (24). Gaz no$ny
musi by¢ suchy. Strumien gazu zostaje rozdzielony na 6 strumieni regulowanych przez zawory iglicowe (o wiel-
kosci otworu ok. 0,79 mm) i wplywa do skrzynki poprzez rurke miedziang o $rednicy wewnetrznej 3,8 mm. Po
wyréwnaniu si¢ temperatury gaz przeplywa przez probke i putapke sorbentows, a nastgpnie wyplywa z komory.
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Probki substancji statych umieszcza si¢ w rurce szklanej o $rednicy wewnetrznej 5 mm pomigdzy korkami z waty
szklanej (zob. rysunek 9). Rysunek 10 przedstawia pojemnik na prébke ciekla i uklad sorbentu. Najwyzsza od-
twarzalno$¢ pomiaru ci$nienia pary cieczy zapewnia metoda polegajaca na oblaniu cieczg perelek szklanych lub
obojetnego sorbentu (np. krzemionki) i napelnieniu zbiornika tymi perelkami. Alternatywnie gaz no$ny mozna
przepusci¢ przez grubg fryte, a nastepnie w postaci pecherzykéw przez kolumne z badang substancjg ciekls.

Rysunek 9 Rysunek 10
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Uklad sorbentu zawiera przednig i rezerwowa sekcje sorbentu. Przy bardzo niskich ci$nieniach pary na sorbencie
zatrzymywane sg jedynie male iloci i powaznym problemem moze by¢ adsorpcja na weknie szklanej i rurce szkla-
nej pomiedzy probka a sorbentem.

Innym skutecznym sposobem zbierania odparowanego materiatu sg pulapki chtodzone stalym CO,. Nie powo-
duja one wstecznego ci$nienia na kolumnie saturatora, a ponadto latwe jest wybranie wychwyconego materiatu
w sposob ilosciowy.

Procedura

Natezenie przeptywu wyplywajacego gazu no$nego mierzy si¢ w temperaturze pokojowej. Natezenie przeplywu
jest czesto sprawdzane w trakcie doswiadczenia w celu zapewnienia jego odpowiedniej wartosci dla tacznej obje-
toéci gazu nosnego. Zaleca si¢ pomiar ciagly za pomoca przeplywomierza masowego. Nasycenie fazy gazowej
moze wymaga¢ znacznego czasu kontaktu, a zatem do$¢ niskiego natezenia przeplywu gazu (25).

Na koniec do$wiadczenia analiz¢ przeprowadza si¢ oddzielnie dla przedniej i rezerwowej sekgji sorbentu. Zwia-
zek w kazdej sekcji desorbuje si¢ przez dodanie rozpuszczalnika. Otrzymane w wyniku tego roztwory poddaje si¢
analizie iloSciowej w celu okreslenia masy zdesorbowanej z kazdej sekcji. O wyborze metody analitycznej (a takze
o wyborze sorbentu i rozpuszczalnika desorbujacego) decyduje charakter badanej substancji. Sprawno$¢ desorpcji
wyznacza si¢ przez wstrzykniecie znanej iloéci probki do sorbentu, zdesorbowanie jej i przeprowadzenie analizy
odzyskanej ilosci. Wazne jest, aby sprawno$¢ desorpcji sprawdzi¢ przy stezeniu probki wystepujacym w warun-
kach badania lub zblizonym do niego.

Aby zapewni¢ nasycenie gazu no$nego badang substancja stosuje si¢ trzy rézne natgzenia przeplywu. Jezeli obli-
czone ci$nienie pary wykazuje brak zalezno$ci od natgzenia przeplywu, gaz uznaje si¢ za nasycony.
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1.5.8.2.

2.1.

Cisnienie pary oblicza si¢ przy pomocy réwnania:

W RT
=X —
P vV M
gdzie:
p = ciénienie pary (Pa),
W = masa odparowanej substangji (g),
V = objetosé nasyconego gazu (m’),
R = uniwersalna stala gazowa 8,314 (] mol ™' K1),
T = temperatura (K),
M = masa molowa badanej substancji (g mol™).

Zmierzone wartosci nalezy skorygowaé pod wzgledem réznic cisnienia i temperatury pomiedzy przeplywomie-
rzem a saturatorem.

Wirujacy rotor
Zasada

Metoda ta wykorzystuje lepkociomierz z wirujagcym rotorem, w ktérym elementem pomiarowym jest kulka sta-
lowa zawieszona w polu magnetycznym i wprowadzana w ruch przez wirujace pola (26)(27)(28). Pomiar pred-
kosci jej wirowania umozliwiaja cewki przetwornikowe. Po osiagnigciu przez kulke okreslonej predkosci obrotowej
(zwykle okoto 400 obrotéw na sekundg) zasilanie energia zostaje wylaczone i nastgpuje wytracanie predkosci
spowodowane tarciem gazu. Spadek predkosci obrotowej mierzony jest w funkcji czasu. Ci$nienie pary wyznacza
si¢ na podstawie zaleznego od ci$nienia spowalniania ruchu kulki stalowej. Zalecany zakres wynosi
od 10*do 0,5 Pa.

Przyrzgd

Schemat zestawu do§wiadczalnego pokazano na rysunku 11. Glowicg pomiarowg umieszcza si¢ w komorze o sta-
tej temperaturze regulowanej z dokladnoscig do 0,1 °C. Pojemnik z probka umieszcza si¢ w oddzielnej komorze,
w ktérej temperatura jest réwniez regulowana z dokladnoscig do 0,1 °C. Wszystkie pozostale czgsci zestawu sg
utrzymywane w wyzszej temperaturze, aby zapobiec kondensacji. Caly przyrzad polaczony jest z ukladem
wysokoprozniowym.

Rysunek 11
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Ci$nienie pary badane dowolng z powyzszych metod nalezy wyznaczy¢ dla co najmniej dwéch temperatur. Za-
leca si¢ przeprowadzenie pomiaréw dla trzech lub wigcej warto$ci temperatury w przedziale od 0 do 50 °C, aby
sprawdzi¢ liniowo$¢ krzywej ci$nienia pary. W przypadku metody efuzji (komérki Knudsena i termograwime-
trii izotermicznej) oraz metody nasycania gazu zaleca si¢ zakres temperatury pomiaru w granicach od 120
do 150 °C, zamiast od 0 do 50 °C.
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2.2.

SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badania musi zawiera¢ nast¢pujace informacje:

wskazanie zastosowanej metody,

dokladne okreslenie substancji (nazwa i zanieczyszczenia) oraz zabieg wstepnego oczyszczania, o ile jest
zastosowany,

co najmniej dwie — a najlepiej trzy lub wigcej — wartosci ci$nienia pary i temperatury wymagane w prze-
dziale od 0 do 50 °C (lub od 120 do 150 °C),

co najmniej jedna z warto$ci temperatury powinna wynosi¢ 25 °C lub ponizej, jezeli jest to technicznie moz-
liwe zgodnie z wybrana metoda,

wszystkie dane wyjsciowe,
krzywa zaleznosci log p od 1/T,

oszacowanie ci$nienia pary w temperaturze 20 lub 25 °C.

Jesli obserwowana jest przemiana (zmiana stanu, rozklad), to nalezy poda¢ nast¢pujace informacje:

charakter zmiany,
temperature, w ktérej zachodzi zmiana przy ci$nieniu atmosferycznym,

ci$nienie pary w temperaturze 10 i 20 °C ponizej temperatury przemiany oraz 10 i 20 °C powyzej tej tem-
peratury (chyba ze przemiana zachodzi ze stanu stalego w gazowy).

Nalezy poda¢ wszystkie informacje i uwagi majace znaczenie dla interpretacji wynikow, zwlaszcza w odniesieniu
do zanieczyszczen i fizycznego stanu substancji.
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Dodatek

Metoda szacowania

WSTEP
Szacunkowych wartosci ci$nienia pary mozna uzy¢:
— do ustalenia, ktéra z metod do§wiadczalnych jest odpowiednia,

— do podania wartosci szacunkowej lub granicznej w przypadkach, gdy z powodéw technicznych nie mozna zastoso-
waé metody do$wiadczalnej.

METODA SZACOWANIA

Cisnienie pary substancji ciektych i stalych mozna oszacowaé przy uzyciu zmodyfikowanej korelacji Watsona (a). Jedyna
wymagang dang do$wiadczalng jest normalna temperatura wrzenia. Metoda ta ma zastosowanie w przedziale ci$nienia
od 10° Pado 107 Pa.

Szczegbdlowe informacje na temat tej metody podano w publikacji ,Handbook of Chemical Property Estimation
Methods” (b). Zob. takze: OECD Environmental Monograph No. 67 (c).

PROCEDURA OBLICZENIOWA

Ci$nienie pary oblicza si¢ nastgpujaco:

T m
-]
AH,, Ty
lanpz 1- -2m{3-2—| In—
AZ,RT, T T, T,
Tb
gdzie:
T = rozpatrywana temperatura,
T, = normalna temperatura wrzenia,
Pyp = ci$nienie pary w temperaturze T,
AHy,, = cieplo parowania,
AZ, = wspélczynnik cisliwosci (oszacowany na 0,97),
m = wspolczynnik empiryczny zalezny od stanu fizycznego w rozpatrywanej temperaturze.
Dalej
AH

vb

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

gdzie K jest wsp6lczynnikiem empirycznym uwzgledniajacym polarno$¢ substancji. Dla szeregu typow zwiazkow wspot-
czynniki K. podano w opracowaniu (b).

Dos¢ czgsto dostepne sg dane, w ktorych podana jest temperatura wrzenia przy obnizonym ci$nieniu. W takim przypadku
ci$nienie pary oblicza si¢ nastgpujaco:

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

gdzie T, jest temperatura wrzenia przy obnizonym ci$nieniu P;.
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SPRAWOZDANIE

W przypadku uzycia metody szacowania sprawozdanie powinno zawiera¢ wyczerpujaca dokumentacj¢ obliczen.

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

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

1.2

1.3.

1.4.

ZALACZNIK I

A.22. WAZONA DLUGOSCIA SREDNIA GEOMETRYCZNA SREDNICA WLOKIEN

METODA

WSTEP

W opisie metody przedstawiono procedure stosowana do okreslenia wazonej dlugoscig Sredniej geometrycznej
$rednicy widkna (LWGMD) sztucznych widkien mineralnych luzem (MMMEF). Poniewaz LWGMD populacji
z prawdopodobienstwem 95 % znajdzie si¢ migdzy dwoma 95 % poziomami ufnosci (LWGMD # dwa ble-
dy standardowe) préby, wartoscia przedstawiang (wartoscig testowa) bedzie nizszy przedziat ufnosci préby (.
LWGMD — 2 bledy standardowe). Metoda opiera si¢ na aktualizowanej (czerwiec 1994) wstepnej wersji pro-
cedury HSE w przemysle, uzgodnionej na spotkaniu ECFIA z HSE w Chester 26.09.1993 i opracowanej dla i na
podstawie wynikéw drugiego testu miedzylaboratoryjnego (1, 2). Ta metoda pomiaru moze by¢ stosowana do
charakteryzowania $rednicy widkien substancji luzem lub produktéw zawierajgcych MMMF, w tym
ogniotrwatych  widékien ceramicznych (RCF), sztucznych widkien szklistych (MMVEF), widkien
krystalicznych i polikrystalicznych.

Wazenie dtugoscig jest sposobem kompensowania efektu rozkladu $rednicy widkien, spowodowanego fama-
niem si¢ dhugich wiékien w czasie pobierania probek lub manipulowania materialem. Do pomiaru rozktadu Sred-
nic MMMEF stosuje si¢ parametry statystyczne ($rednia geometryczna), poniewaz $rednice te maja zwykle rozklad
wielkosci zblizony do lognormalnego.

Pomiar dlugosci, a takze $rednicy, jest zmudny i czasochtonny, ale jesli mierzone sa tylko te widkna, ktére do-
tykaja nieskonczenie cienkiej linii w polu widzenia skaningowego mikroskopu elektronowego, to prawdopodo-
biefistwo wybrania danego witdkna jest proporcjonalne do jego dlugosci. Poniewaz w obliczeniach wazonych
dlugoscia uwzgledniona jest dtugo$¢, to jedyng wymagang miarg jest Srednica i LWGMD-2SE moze by¢ oblicza-
na, jak opisano.

DEFINICJE

Czastka: obickt o stosunku dlugosci do szerokosci mniejszym niz 3:1.

W16kno: obiekt o stosunku dlugosci do szerokosci (wydtuzenie) co najmniej 3:1.

ZAKRES I OGRANICZENIA

Metoda ta zostata opracowana w celu obserwacji rozkladu $rednic, ktére charakteryzuja si¢ mediang od 0,5 pm
do 6 um. Wigksze $rednice moga by¢ mierzone przy zastosowaniu mniejszego powigkszenia mikroskopu, ale
zastosowanie metody jest coraz bardziej ograniczone w miarg zmniejszania si¢ wiokien i dla mediany $rednic
ponizej 0,5 pm zaleca si¢ stosowanie TEM (transmisyjny mikroskop elektronowy).

ZASADA METODY TESTOWE]

Z wi6kniny lub wi6kien luzem pobierana jest pewna liczna reprezentatywnych préobek rdzeniowych. W proce-
durze kruszenia zmniejsza si¢ dtugo$¢ widkien luzem i reprezentatywna podprobka jest rozprowadzana w wo-
dzie. Alikwoty sa ekstrahowane i filtrowane przez filtry poliweglanowe o otworach 0,2 pm i przygotowywane
do badari przy zastosowaniu techniki skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM). Srednice widkien s3 mie-
rzone przy powigkszeniu x 10 000 lub wigkszym (') przy zastosowaniu metody przecigcia linii, aby otrzymaé
nieprzektamang szacunkowg wielko$¢ Srednicy. Obliczany jest nizszy 95 % przedzial ufnosci (na podstawie tes-
tu jednostronnego) w celu uzyskania szacunkowej najnizszej warto$ci Sredniej geometrycznej $rednicy widkien
materiatu.

(') Ta skala powigkszenia jest wskazana dla widokien 3 pm, dla wiokien 6 pm wiasciwsze moze by¢ powigkszenie x 5 000.
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1.5.3.2.

OPIS METODY TESTOWE]
Bezpieczefistwo/Srodki ostroznosci

Nalezy ogranicza¢ kontakt z zawieszonymi w powietrzu widknami i przy manipulowaniu suchymi wtéknami
nalezy stosowa¢ wyciag lub komore r¢kawicowa. Nalezy przeprowadzaé okresowy monitoring ekspozycji w ce-
lu okreslenia skutecznosci zastosowanych metod zabezpieczenia. Przy pracy z MMMF nalezy uzywac rekawic
jednorazowych, aby zmniejszy¢ podraznienie skory i zapobiec skazeniu krzyzowemu.

Aparatura/sprzet

— Prasa (o nacisku co najmniej 10 MPa) i formy,

— poliweglanowy filtr o porach kapilarnych $rednicy 0,2 um ($rednica filtra 25 mm),
— celulozowy filtr membranowy stosowany jako filtr wstepny,

— szklana aparatura filtracyjna (lub jednorazowe systemy filtracyjne) do umocowania filtrow (np. szklany ze-
staw do mikroanalizy Millipore, typ nr XX10 025 00),

— $wiezo destylowana woda, ktora zostata przefiltrowana przez filtr o $rednicy poréw 0,2 pm w celu usu-
niecia mikroorganizm(’)w,

— napylarka do napylania zlotem lub zlotem/palladem,

— skaningowy mikroskop elektronowy o rozdzielczosci do 10 nm i mogacy pracowaé przy powigkszeniu
x 10 000,

— dodatkowe: szpatulki, ostrza skalpeli typ 24, pincety, rurki SEM, klej weglowy lub weglowa tasma klejaca,
srebro koloidalne,

— sonda ultradZzwigkowa lub podrgczna myjka ultradZwigkowa,

— urzadzenie do pobierania probek rdzeniowych lub korkociag do pobierania probek rdzeniowych z widk-
niny MMMF.

Procedura testowa
Pobieranie probek

W przypadku widkniny i platéw materiatu do pobierania prob przekroju stosuje si¢ 25 mm urzadzenie do po-
bierania préb rdzeniowych lub korkocigg. Probki powinny by¢ pobierane z miejsc rozmieszczonych réwno-
miernie na calej szerokosci widkniny, jesli ma ona niewielkg dtugos¢ lub miejsc losowych w przypadku dlugich
platéw widkniny. Te same urzadzenia moga by¢ uzywane do pobierania losowych prébek z widkien luzem. Jesli
to mozliwe nalezy pobiera¢ sze§¢ probek, aby uwzgledni¢ zréznicowanie przestrzenne materiatu luzem.

Sze$¢ probek rdzeniowych nalezy pokruszy¢ w formie o $rednicy 50 mm, stosujac nacisk 10 MPa. Material mie-
szany jest szpatulkg i powtérnie prasowany przy zastosowaniu nacisku 10 MPa. Material nastgpnie wyjmuje sie
z formy i umieszcza w szczelnej szklanej butelce.

Przygotowanie prdby

Jesli to konieczne, mozna usung¢ organiczny $rodek wigzacy przez umieszczenie widkien na okoto 1 godzing
w piecu o temperaturze 450 °C.

Préby podzieli¢ przez stozkowanie i ¢wiartkowanie (nalezy to zrobi¢ w komorze odpylajacej).

Szpatutka doda¢ niewielka ilo§¢ (< 0,5 g) prébki do 100 ml $wiezo destylowanej wody, ktéra zostata przefiltro-
wana przez filtr membranowy 0,2 pm (mozna uzy¢ alternatywnych Zrédel ultraczystej wody, jesli wykazano, ze
sa zadowalajacej jakosci). Rozprowadzi¢ doktadnie sondg ultradZwigkowa przy mocy roboczej 100 W, ustawio-
nej tak, aby zachodzita kawitacja. (Jesli nie ma sondy zastosowaé nastgpujaca metodg: wytrzasaé wielokrot-
nie i odwrdci¢ na 30 sekund; umiesci¢ w myjce ultradzwigkowej na pig¢ minut; nastgpnie wielokrotnie
wytrzasa¢ i odwrdci¢ ponownie na 30 sekund).
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1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

1.5.3.4.

1.5.3.4.1.

Natychmiast po rozproszeniu wiékien pobra¢ kilka alikwot (np. trzy alikwoty 3, 6 i 10 ml) przy uzyciu szero-
kiej pipety (pojemnosci 2-5 ml).

Kazda alikwote przefiltrowaé prézniowo przez 0,2 pm filtr poliweglanowy z dodatkowym filtrem wstepnym
MEC o $rednicy poréw 5 pm, stosujac 25 mm szklany lejek z cylindrycznym zbiornikiem. Do lejka nalezy
wla¢ 5 ml przefiltrowanej wody destylowanej, a alikwote nalezy wolno pipetowaé do wody, przy czym jej kof-
céwka powinna znajdowac si¢ ponizej menisku. Po pipetowaniu nalezy dokladnie sptuka pipete i zbiorniczek,
poniewaz cienkie wi6kna czesto zalegaja na powierzchni.

Uwaznie wyja¢ filtr i przed umieszczeniem w naczyniu do suszenia oddzieli¢ go od dodatkowego filtra.

Odciaé ¢wiartke lub polowe przekroju filtru przefiltrowanego osadu ostrzem skalpela typu 24, stosujac ruch wa-
hadlowy. Ostroznie przymocowa¢ odcigty przekrdj do stolika SEM, stosujac klej weglowy lub weglowa tasme
klejaca. Srebro koloidalne nalezy natozy¢ przynajmniej w trzech miejscach, aby zapewnic lepszy kontakt elek-
tryczny na krawedziach filtra i stolika. Po wyschnigciu kleju/srebra koloidalnego napyli¢ ok. 50 nm warstwe zto-
ta lub zlota/palladu na powierzchni¢ osadu.

Kalibragja i obstuga SEM
Kalibracja

Kalibracja SEM powinna by¢ sprawdzana przynajmniej raz w tygodniu (najlepiej codziennie) przy uzyciu certy-
fikowanej siatki kalibracyjnej. Kalibracja powinna by¢ poréwnywana z certyfikowanym wzorcem i jesli zmie-
rzona warto$¢ (SEM) nie mieci si¢ w granicach + 2 % warto$ci wzorcowej, nalezy przeprowadzi¢ kalibracje
SEM i powtérzy¢ kontrolg.

Mikroskop SEM powinien mie¢ rozdzielczo$¢ wystarczajaca co najmniej do zidentyfikowania widzialnej $red-
nicy 0,2 pm przy uzyciu prawdziwego materiatu probki przy powigkszeniu x 2 000.

Obstuga

SEM powinien dzialaé przy powigkszeniu 10 000 razy (') w warunkach, ktére zapewniajg dobra rozdzielczos¢,
przy mozliwej do przyjecia jakosci obrazu i przy niskiej predkosci skanowania, na przyklad 5 sekund na obraz.
Wprawdzie wymagania operacyjne moga si¢ r6zni¢ w przypadku poszczeg6lnych SEM, ale generalnie, aby otrzy-
mac najlepsza widzialno$¢ i rozdzielczo$¢ z materiatami o stosunkowo niskiej masie atomowej powinno sig sto-
sowac napigcia przyspieszajace 5-10 keV, przy stosunkowo malej Srednicy plamki i niewielkiej odlegtosci
roboczej. Poniewaz przeprowadzane jest przesuwanie liniowe, nalezy zastosowac pochylenie 0°, aby zminima-
lizowad konieczno$¢ ponownego ustawienia ogniskowej lub, jesli SEM wyposazony jest w stolik eucentryczny,
nalezy zastosowa¢ eucentryczng odleglo$¢ robocza. Mniejsze powigkszenia mozna stosowad, jesli materiat nie
zawiera malych (pod wzgledem $rednicy) wiokien i wszystkie Srednice widkien sg > 5 pm.

Rozmiary
Badanie przy malym powig¢kszeniu, aby oceni¢ préobke

Najpierw nalezy obejrze¢ probke przy matym powigkszeniu, aby sprawdzié, czy wystepuja skupienia duzych
widkien i oceni¢ gestos¢ widkien. W przypadku nadmiernej grudkowatosci zaleca si¢ przygotowanie nowej
probki.

Aby zapewnic statystyczng dokladno$¢ konieczne jest zmierzenie minimalnej liczby widkien, a wysoka gestosé
widkien moze zostal uznana za przydatng wlasciwos¢, poniewaz badanie pustych pol jest czasochtonne i nie-
wiele wnosi do analizy. Jesli jednak filtr jest przetadowany, dokonanie pomiaru wszystkich mozliwych do zmie-
rzenia widkien staje si¢ trudne, a poniewaz male wiékna moga by¢ zastaniane przez wigksze, mozna je
przeoczy¢.

Tendencja do popelniania bledu przeszacowania LWGMD moze wynikaé z gestosci widkien powyzej 150 wi6-
kien na milimetr liniowego przesunigcia. Z drugiej strony niskie zageszczenie widkien wydtuza czas analizy i cz¢-
sto przygotowanie probki z zageszczeniem widkien blizszym optimum jest bardziej ekonomiczne niz poleganie
na zliczeniach na filtrach o niskim zageszczeniu. Przy optymalnym zageszczeniu, na pole widzenia przy po-
wiekszeniu 5 000 razy powinno przypada¢ Srednio jedno lub dwa policzalne widkna. Optymalne zageszczenie
zalezy jednak od wielkosci (Srednicy) widkien, tak wigc konieczne jest, aby operator korzystal ze specjalistycz-
nych ocen, ktére pozwolg mu stwierdzi¢ czy zageszczenie widkien jest bliskie optymalnemu czy nie.

(") W przypadku widkien 3 ym zob. poprzedni przypis.
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1.5.3.4.2.

1.5.3.4.3.

2.1.

Wazenie dlugos$ciag $rednic wldkien

Liczone sg tylko te wldkna, ktére dotykaja (lub przecinajg) (nieskoniczenie) cienkiej linii na ekranie SEM. Z tego
powodu przez $rodek ekranu przebiega pozioma (lub pionowa) linia.

Alternatywna mozliwoscig jest umieszczenie jednego punktu na srodku ekranu i state skanowanie przez filer
w jednym kierunku. Srednica kazdego wiékna o wspélczynniku smuklosci wiekszym niz 3:1 i dotykajacym tego
punktu lub go przecinajgcym jest mierzona, a wyniki sa rejestrowane.

Wyznaczanie wielkoSci widkien

Zaleca sig, aby zmierzy¢ co najmniej 300 widkien. Kazde wtokno mierzone jest tylko raz w punkcie przecigcia
z linig lub punktem narysowanym na obrazie (lub blisko punktu przecigcia, jesli brzegi widkna s3 niewyrazne).
Jesli napotyka si¢ wiokna o niejednorodnym przekroju, nalezy stosowal miar¢ méwiaca o $redniej Srednicy
wlokna. Nalezy zachowa¢ ostrozno$¢ przy wyznaczaniu krawedzi i mierzeniu najmniejszej odleglosci migdzy
brzegami wiékien. Pomiary mogg by¢ przeprowadzane on-line lub off-line na zapisanych obrazach lub fotogra-
fiach. Zaleca si¢ stosowanie polautomatycznych systemow pomiaréw obrazu, ktore taduja dane bezposrednio
do arkusza kalkulacyjnego, poniewaz oszczedzajg one czas, eliminuja bledy transkrypcji, a obliczenia moga by¢
zautomatyzowane.

Konce dtugich widkien powinny by¢ sprawdzane przy matych powigkszeniach, aby upewnic si¢, ze wiékna te
nie zwijaja si¢ z powrotem, nie wracajg do pola widzenia i Ze s3 mierzone tylko raz.

DANE

POSTEPOWANIE Z WYNIKAMI

Zwykle $rednice widkien nie odbiegaja od rozkladu normalnego. Dokonujac jednak przeksztalcenia logaryt-
micznego, mozliwe jest uzyskanie rozkladu, ktéry w przyblizeniu odpowiada normalnemu.

Obliczy¢ $rednig arytmetyczng (Srednia InD) i odchylenie standardowe (SDy,,,) wartosci logarytmu logarytmu na-
turalnego (InD) $rednic n widkien (D).

>InD
n (1)

2(InD —$rednia InD) ?
SDlnD = n-1 (2)

Odchylenie standardowe dzieli si¢ przez pierwiastek kwadratowy liczby pomiaréw (n) w celu obliczenia bledu
standardowego (SE;,p).

$rednia InD =

S SD
InD ~ ﬁ (3)
Odja¢ dwa bledy standardowe od $redniej i obliczy¢ wykladnik dla tej wartosci (Srednia minus dwa bledy stan-

dardowe), aby otrzyma¢ $rednia geometryczna minus dwa bledy standardowe.

LWGMD — 2SE = e(érednia InD - 25E, 1) (4)
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RAPORTOWANIE

RAPORT Z TESTU
Raport z przeprowadzonego testu musi zawieral przynajmniej nastgpujace informacje:
—  warto$¢ LWGMD-2SE,

— wszelkie odstepstwa od procedury, a w szczegdlnosci te, ktére mogg mie¢ wpltyw na precyzje lub doktad-
no$¢ wynikow, z odpowiednimi wyjasnieniami.

LITERATURA
(1) B. Tylee SOP MF 240. Health and Safety Executive. February 1999.

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

B.46. DZIALANIE DRAZNIACE NA SK(’)RF1 IN VITRO: BADANIE NA MODELU ZREKONSTRUOWANEGO

1.1.

1.2

LUDZKIEGO NASKORKA

METODA

WPROWADZENIE

Dzialanie draznigce na skorg oznacza powodowanie odwracalnego uszkodzenia skory w wyniku natozenia na
skore badanej substancji na okres do 4 godzin [zgodnie z definicja Globalnie Zharmonizowanego Systemu Klasy-
fikacji i Oznakowania Chemikaliéw (GHS) Organizacji Narodéw Zjednoczonych (ONZ)](1). Niniejsza metoda
badania obejmuje procedurg in vitro, ktéra — zaleznie od potrzeb informacyjnych — moze umozliwi¢ ustalenie
drazliwosci substancji dla skory na podstawie samodzielnego badania zastgpczego w ramach strategii badawczej,
zgodnie z podej$ciem uwzgledniajacym warto$¢ naukowa danych (2).

Ocena dziatania draznigcego na skor¢ obejmowata na ogét wykorzystanie zwierzat laboratoryjnych (zob. me-
toda B.4)(3). Z uwagi na konieczno$¢ zapewnienia dobrostanu zwierzat opracowano metode B.4, ktéra pozwala
na ustalenie dzialania zracego/draznigcego na skore dzigki zastosowaniu strategii badan sekwencyjnych,
przy uzyciu zwalidowanych metod in vitro i ex vivo, co pozwala na unikni¢cie zadawania bélu zwierze-
tom i powodowania ich cierpienia. Do czgsci dotyczacej badan dzialania Zracego w ramach strategii badan sek-
wencyjnych B.4 przydatne s3 trzy zwalidowane metody badania (wytyczne do badan) in vitro B.40,
B.40bis i TG 435 (4, 5, 6).

Niniejsza metoda badania opiera si¢ na wykorzystaniu modeli zrekonstruowanego ludzkiego naskérka, ktére pod
wzgledem ogodlnej struktury (zastosowanie keratynocytéw naskérka pochodzenia ludzkiego jako zrédia ko-
morek, reprezentatywna tkanka i cytoarchitektura) imituja Scisle biochemiczne i fizjologiczne wiasciwosci gor-
nych czesci ludzkiej skéry, tj. naskorka. Procedura opisana w niniejszej metodzie badania pozwala na
identyfikacje zagrozen powodowanych przez substancje draznigce zgodnie z kategorig 2 GHS ONZ. Niniejsza
metoda badania obejmuje rowniez zestaw norm efektywnosci do oceny podobnych i zmodyfikowanych metod
badania z wykorzystaniem zrekonstruowanego ludzkiego naskérka (7).

Przeprowadzono badania wstepne, optymalizacyjne i walidacyjne dwoch metod badania in vitro (8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 16, 17), dostepnych w handlu pod nazwami EpiSkin™ i EpiDerm™, wykorzystujacych modele
zrekonstruowanego ludzkiego naskérka. Badania te przeprowadzono z udzialem substancji nalezacych do ka-
tegorii R38. Niektdre aspekty ponownych obliczen na potrzeby Globalnie Zharmonizowanego Systemu Klasy-
fikacji i Oznakowania Chemikaliéw znajduja si¢ w pozycji 25 Literatury. Metody o poréwnywalnej wydajnosci
z EpiDerm™ (zwalidowana metoda referencyjna 1), sa zalecane jako samodzielne metody badania zastgpujace
badanie in vivo na krélikach kwalifikujace do kategorii 2 wedtug GHS, substancje draznigce. EpiDerm™ (zwali-
dowana metoda referencyjna 2) zaleca si¢ do stosowania jedynie jako przesiewowa metod¢ badania lub w ra-
mach strategii badan sekwencyjnych, zgodnie z podej$ciem uwzgledniajacym warto$¢ naukows danych, w celu
zaklasyfikowania do kategorii 2 wedlug GHS, substancje draznigce. Zanim bedzie mozliwe wykorzystanie propo-
nowanego badania dzialania draznigcego na skore in vitro na modelu zrekonstruowanego ludzkiego naskérka
do celow regulacyjnych, nalezy ustalic jego wiarygodno$¢, istotno$¢ (doktadnosé) i ograniczenia w zakresie do-
tyczacym jego proponowanego stosowania, aby zapewnic jego poréwnywalnos¢ ze zwalidowang metoda refe-
rencyjng 1, zgodnie z normami efektywnosci okreslonymi w niniejszej metodzie badania (dodatek).

Dwie inne metody badania in vitro z uzyciem zrekonstruowanego ludzkiego naskorka zostaly zwalidowane zgod-
nie z wymaganiami na podstawie niniejszej metody badania i dajag podobne wyniki jak zwalidowana metoda re-
ferencyjna 1 (18). Sa to zmodyfikowana metoda badania EpiDerm™ (zmodyfikowana metoda
referencyjna 2) i metoda badania SkinEthic RHE™ (metoda nasladowcza 1).

DEFINICJE
W ramach niniejszej metody badania stosowane sg nastepujace definicje:

Dokladnos$é: bliskos¢ zgodnosci pomiedzy wynikami zastosowania metody badania a przyjetymi warto$ciami
odniesienia. Jest to miara efektywnosci metody badania i jeden z aspektéw jej istotnosci. Pojecia tego czesto uzy-
wa sie zamiennie z pojeciem ,zgodno$¢” na oznaczenie odsetka prawidlowych wynikéw uzyskiwanych przy uzy-
ciu metody badania.

Substancja do kontroli serii: substancja wzorcowa powodujaca $rednig reakcje tkankowa pod wzgledem Zywot-
nosci komorek.
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Zywotnoé¢ komérek: parametr okreslajacy catkowita aktywnos¢ populacji komérek, np. zdolno$¢ dehydro-
genaz w mitochondriach komorek do obnizenia zawartosci przyzyciowego barwnika MTT (bromek 3—(4,5-di-
metylotiazolo-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy, blekit tiazolilowy), ktory, w zalezno$ci od mierzonego punktu
konicowego i zastosowanego schematu badania, odpowiada calkowitej liczbie i/lub zywotnosci zywych komoérek.

ET5: czas ekspozycji potrzebny do zmniejszenia Zywotnosci komérek o 50 % po zastosowaniu markera w okre-
$lonym, stalym st¢zeniu, zob. réwniez ICs,.

Odsetek wynikéw falszywie ujemnych: Odsetek wszystkich obecnych substangji falszywie zidentyfikowa-
nych w wyniku zastosowania metody badania jako nieobecne. Jest to jeden ze wskaznikéw efektywnosci meto-
dy badania.

Odsetek wynikéw falszywie dodatnich: odsetek wszystkich nieobecnych (nieaktywnych) substancji falszy-
wie zidentyfikowanych w wyniku zastosowania metody badania jako obecne. Jest to jeden ze wskaznikow efek-
tywnos$ci metody badania.

Dawka nieograniczona: ilo$¢ substancji badanej nakfadana na skore, przekraczajaca ilos¢ konieczna do catko-
witego, jednolitego pokrycia jej powierzchni.

GHS (Globalnie Zharmonizowany System Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliéw): wprowadzony
w UE na mocy rozporzadzenia (WE) nr 1272/2008 system proponujacy klasyfikacje substancji i mieszanin we-
dlug znormalizowanych rodzajéw i poziomdw zagrozen fizycznych, zdrowotnych i sSrodowiskowych oraz oma-
wiajacy odpowiednie elementy komunikacyjne, takie jak piktogramy, hasla ostrzegawcze, zwroty wskazujace
rodzaj zagrozenia, zwroty wskazujace Srodki ostrozno$ci i karty charakterystyki substancji i produktéw niebez-
piecznych, aby przekaza¢ informacje na temat ich dzialan niepozadanych w celu zapewnienia ochrony ludzi (w
tym pracownikéw, robotnikéw, przewoznikéw, konsumentéw i ratownikéw) i srodowiska (1).

ICs: stezenie, w ktorym marker powoduje zmniejszenie Zywotnosci tkanek o 50 % (IC5,) po stalym czasie eks-
pozycji, zob. rowniez ETs,.

Normy efektywnosci: normy oparte na zwalidowanej metodzie referencyjnej, zapewniajace podstawe do oce-
ny poréwnywalnosci proponowanej metody badania, ktora jest podobna do metody referencyjnej pod wzgle-
dem mechanistycznym i funkcjonalnym. Uwzglednia si¢ 1) istotne skladowe metody badania; II) wykaz minimum
substancji referencyjnych wybranych sposrod substancji wykorzystywanych do wykazania dopuszczalnej efek-
tywnosci zwalidowanej metody referencyjnej oraz IlI) oparte na wynikach uzyskanych w odniesieniu do zwali-
dowanej metody referencyjnej, poréwnywalne poziomy dokladnosci i wiarygodnosci, ktére powinna wykazaé
proponowana metoda badania w ocenie dokonywanej przy uzyciu wykazu minimum substangji referencyjnych.

Wiarygodnos¢é: miary zakresu, w jakim metoda badania moze zosta¢ wykonana w spos6b odtwarzalny w jed-
nym laboratorium i pomiedzy laboratoriami w czasie, w przypadku jej wykonywania przy uzyciu tego samego
protokotu. Ocenia si¢ ja poprzez obliczenie odtwarzalnoici wewnatrz- i migdzylaboratoryjnej.

Czulo$é: odsetek wszystkich obecnych/aktywnych substancji prawidlowo sklasyfikowanych w badaniu. Jest to
miara dokfadnos$ci metody badania, ktéra daje wyniki kategoryczne, stanowigca parametr istotny dla oceny istot-
nosci metody badania.

Swoisto$¢: odsetek wszystkich nieobecnych/nieaktywnych substancji prawidlowo sklasyfikowanych w bada-
niu. Jest to miara dokladno$ci metody badania, ktéra daje wyniki kategoryczne, stanowigca parametr istotny dla
oceny istotno$ci metody badania.

Dzialanie draznigce na skére: powodowanie odwracalnego uszkodzenia skéry w wyniku natozenia na skore
badanej substancji na okres do 4 godzin. Dzialanie draznigce na skore jest powstajacg miejscowo, nieimmuno-
genng reakcja, ktdra pojawia sie wkrotce po stymulacji (24). Jego gléwna cechg jest odwracalny proces obejmu-
jacy reakcje zapalne oraz wickszo§¢ charakterystycznych objawéw klinicznych podraznienia (rumieni, obrzek,
$wiad i bdl) zwigzanych z procesem zapalnym.

ZAKRES I OGRANICZENIA

Ograniczeniem badan z uzyciem zrekonstruowanego ludzkiego naskérka objetych niniejsza metoda badania jest
to, Ze pozwalajg one jedynie na zaklasyfikowanie substancji jako drazniacych dla skéry wedtug kategorii 2 GHS
ONZ. Poniewaz nie umozliwiaja one zaklasyfikowania substancji do opcjonalnej kategorii 3 zdefiniowanej
w GHS ONZ, wszystkie pozostale substancje nie beda klasyfikowane (brak kategorii). Moze zaistnie¢ koniecz-
no$¢ weryfikacji niniejszej metody badania, w zaleznosci od potrzeb regulacyjnych i ewentualnego uwzglednie-
nia w przysztosci nowych punktéw koncowych badz tez udoskonalen metody lub opracowania nowych badan
nasladowczych.

Niniejsza metoda badania umozliwia identyfikacj¢ zagrozen stwarzanych przez draznigce substancje jednosklad-
nikowe (19), jednak nie zapewnia wystarczajacych informacji na temat dziatania zrgcego na skore. Nie mozna
bada¢ gazéw i aerozoli, a w badaniu walidacyjnym nie oceniano jeszcze mieszanin.
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ZASADA METODY BADANIA

Substancj¢ badang naklada si¢ miejscowo na tréjwymiarowy model zrekonstruowanego ludzkiego naskérka,
sktadajacy si¢ z prawidlowych keratynocytéw naskérka pochodzacych od cztowieka, ktére poddano hodowli
w celu uzyskania wielowarstwowego, wysoce zroznicowanego modelu ludzkiego naskérka. Model ten sklada si¢
ze zorganizowanych warstw: podstawnej, kolczystej i ziarnistej oraz z wielopoziomowej warstwy rogowej za-
wierajgcej migdzykomérkowe, blaszkowate warstwy lipidéw utozonych w struktury analogiczne do stwierdza-
nych in vivo.

Zasada badan z uzyciem modelu zrekonstruowanego ludzkiego naskérka opiera si¢ na zalozeniu, ze substancje
draznigce wykazuja zdolnos¢ do przenikania przez warstwe rogowa na drodze dyfuzji i sa cytotoksyczne dla ko-
mérek glebszych warstw. Zywotno$é komérek mierzy si¢ na podstawie konwersji przez dehydrogenazg przy-
zyciowego barwnika MTT [bromek 3—(4,5-dimetylotiazolo-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy, bigkit tiazolilowy;
numer EINECS 206-069-5, numer CAS 298-93-1)] w niebieska s6l formazanows, kt6rg oznacza si¢ ilosciowo
po ekstrakgji z tkanek (20). Substancje draznigce identyfikuje si¢ na podstawie ich zdolnosci do zmniejszenia zy-
wotnosci komérek ponizej okreslonych warto$ci progowych (tj. < 50 % dla substancji drazniacych kategorii 2
GHS ONZ). Substancje, ktére prowadza do zachowania zZywotnosci komérek powyzej okreslonego poziomu
progowego, nie beda klasyfikowane (tj. > 50 % — brak kategorii).

Systemy modeli zrekonstruowanego ludzkiego naskérka moga by¢ stosowane do badania substancji statych,
plynnych, péistatych i woskéw. Plyny moga by¢ wodne lub niewodne; substancje state moga by¢ rozpuszczalne
w wodzie lub nie. W miar¢ mozliwosci substancje state powinny by¢ badane w postaci drobnoziarnistego prosz-
ku. Poniewaz do badan walidacyjnych systeméw modeli zrekonstruowanego ludzkiego naskérka wykorzysta-
no 58 starannie wybranych substancji chemicznych reprezentujacych szeroki wachlarz ich klas, oczekuje sig, ze
omawiane metody powinny zasadniczo by¢ odpowiednie dla réznych klas substancji chemicznych (16). Bada-
nia walidacyjne objely 13 substancji kategorii 2 GHS. Nalezy podkresli¢, ze badania walidacyjne nie objely nie-
ktérych niekorodujacych kwasow, zasad, soli i innych substancji nieorganicznych, oraz nie objely, badz objely
jedynie w ograniczonym stopniu niektére znane klasy organicznych substancji draznigcych takich jak wodoro-
nadtlenki, fenole oraz substancje powierzchniowo czynne.

WYKAZANIE EFEKTYWNOSCI

Przed rozpoczeciem rutynowego stosowania zwalidowanej metody zgodnej z niniejsza metoda badania labora-
toria moga chcie¢ wykazac jej efektywnos¢ techniczng z wykorzystaniem dziesigciu substancji chemicznych za-
leconych w tabeli 1. Zgodnie z niniejsza metoda badania, opcjonalna kategoria 3 GHS ONZ jest uznawana za
brak kategorii. W przypadku nowych podobnych (nasladowczych) metod badania opracowanych na podstawie
niniejszej metody badania, podobnych strukturalnie i funkcjonalnie do zwalidowanych metod referencyjnych,
lub w przypadku modyfikacji zwalidowanych metod nalezy zastosowa¢ normy efektywnosci opisane w dodat-
ku do niniejszej metody badania, aby wykazac poréwnywalng wiarygodnos¢ i doktadnos¢ nowej metody bada-
nia przed jej zastosowaniem do badan regulacyjnych.

Tabela 1

Substancje do oceny efektywnosci, ktére stanowiag podgrupe referencyjnych substancji
wymienionych w dodatku

Substancja Numer CAS Ocena in vivo Stan fizyczny Kategoria GHS

Kwas naftylooctowy 86-87-3 0 Brak kat.
Izopropanol 67-63-0 0,3 C Brak kat.
Stearynian metylu 112-61-8 1 S Brak kat.
Maslan heptylu 5870-93-9 1,7 C Opcjonalna

kat. 3
Salicylan heksylu 6259-76-3 2 C Opcjonalna

kat. 3
Aldehyd cyklamenu 103-95-7 2,3 C Kat. 2
1-bromoheksan 111-25-1 2,7 C Kat. 2
Metakrylan butylu 97-88-1 3 C Kat. 2
1-metylo-3-fenylo-1-piperazyna 5271-27-2 3,3 S Kat. 2
Heptanal 111-71-7 4 C Kat. 2
OPIS METODY

Ponizej przedstawiono opis skladowych i procedur badania oceniajacego dziatanie draznigce na skére przy uzy-
ciu modelu zrekonstruowanego ludzkiego naskérka. Model zrekonstruowanego ludzkiego naskdrka moze zo-
sta¢ utworzony lub przygotowany samodzielnie badz tez uzyskany na rynku (np. EpiSkin™,
EpiDerm™ i SkinEthic RHE™). Standardowe protokoly metod badania z uzyciem modeli EpiSkin™, Epi-
Derm™ i SkinEthic RHE™ mozna uzyska¢ na stronie internetowej [http:/[ecvam.jrc.ec.europa.eu] (21, 22, 23).
Badania nalezy wykonywa¢ zgodnie z ponizszymi zaleceniami:
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1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.2.1.

1.6.1.2.2.

1.6.1.2.3.

1.6.1.2.4.

1.6.1.2.5.

Sktadowe modelu zrekonstruowanego ludzkiego naskérka
Ogdlne warunki modelu

Do tworzenia naskérka nalezy uzy¢ prawidlowych ludzkich keratynocytow. Pod zachowujaca funkgje zyciowe
warstwg rogowg powinno znajdowac sie kilka warstw zywych komoérek naskérka (warstwa podstawna, warstwa
kolczysta, warstwa ziarnista). Warstwa rogowa powinna by¢ wielopoziomowa i powinna zawiera¢ lipidy nie-
zbedne do utworzenia czynno$ciowej bariery na tyle wytrzymalej, aby uniemozliwiala szybkie przenikanie cyto-
toksycznych markeréw, np. soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS) lub markera Triton X-100. Funkgje bariery
mozna oceni¢ albo poprzez ustalenie stezenia, w ktorym marker zmniejsza Zywotno$¢ tkanek o 50 % (ICs,) po
ustalonym czasie ekspozycji, albo poprzez ustalenie czasu ekspozycji potrzebnego do zmniejszenia zZywotnosci
komorek o 50 % (ET5,) po zastosowaniu markera w okreslonym, statym stezeniu. Wlasciwosci izolacyjne mo-
delu powinny zapobiegaé przechodzeniu materiatu przez warstwe rogowa do zywej tkanki, gdyz w innym razie
modelowanie ekspozycji skory mogloby by¢ niewlasciwe. Model skéry nie powinien by¢ skazony bakteriami,
wirusami, mykoplazmami ani grzybami.

Funkcjonalne warunki modelu
Zywotnoéé

Zalecang proba ustalenia wielkosci zywotnosci jest MTT (20). Gesto$¢ optyczna (OD) ekstrahowanego (rozpusz-
czonego) barwnika z tkanki potraktowanej kontrolg negatywna (NC) powinna by¢ co najmniej 20 razy wigksza
niz OD samego rozpuszczalnika do ekstrakcji. Nalezy udokumentowac stabilno$¢ w hodowli (uzyskiwanie po-
dobnych wynikéw pomiaréw zywotnosci) tkanki potraktowanej NC w okresie ekspozycji testowe;.

Funkcja bariery

Warstwa rogowa i wchodzace w jej sklad lipidy powinny by¢ na tyle odporne, aby nie bylo mozliwe szybkie
przenikanie przez nie cytotoksycznych markeréw, np. SDS lub markera Triton X-100, wedlug oceny na pod-
stawie ICs, lub ETs,.

Morfologia

Odpowiednio wykwalifikowany personel powinien przeprowadzi¢ badanie histologiczne zrekonstruowanej
skory|zrekonstruowanego naskorka, z wykazaniem istnienia struktury przypominajacej ludzka skore/ludzki na-
skérek (w tym wielopoziomowej warstwy rogowej).

Odtwarzalno$¢

Nalezy wykaza¢ odtwarzalno$¢ w czasie wynikow zastosowania metody wykorzystujacej okreslony model, naj-
lepiej z uzyciem wiasciwej substancji (wzorcowej) do kontroli serii (zob. dodatek).

Kontrole jakosci (QC) modelu

Kazda seria stosowanego modelu naskérka powinna spetnia¢ okreslone kryteria zwolnienia do produkgji, spo-
$rod ktérych najistotniejsze sg te dotyczace zywotnosci (pkt 1.6.1.2.1) i funkcji bariery (pkt 1.6.1.2.2). Zakres
dopuszczalnodci (gérna i dolna granica) IC;, lub ETs, powinien zostaé ustalony przez dostawce modelu skéry
(lub badacza w przypadku stosowania modelu opracowanego wewnetrznie). Whasciwosci bariery cechujace tkan-
ki powinny by¢ sprawdzane przez laboratorium po otrzymaniu tkanek. Do wiarygodnego przewidywania skut-
kéw draznigcych mozna przyja¢ wylacznie wyniki uzyskane z uzyciem zakwalifikowanych tkanek. Ponizej
przedstawiono przykladowe zakresy dopuszczalnoéci zwalidowanych metod referencyjnych.

Tabela 2

Przyklady kryteri6w zwolnienia serii na podstawie kontroli jako$ci

Dolna granica Srednia zakresu Gorna granica

dopuszczalnosci dopuszczalnosci dopuszczalnosci
Zwalidowana metoda IC54 = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC5, = 3,0 mg/ml
referencyjna 1 (traktowanie
SDS przez 18 godzin)
Zwalidowana metoda ETsq = 4,8 h ETso = 6,7 h ETs0=8,7h
referencyjna 2 (1 %
Triton X100)
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Naktadanie substancji badanej i kontrolnej

Konieczne jest zastosowanie dostatecznej liczby powtérzen poddawania tkanek dzialaniu badanej substan-
¢jii prob kontrolnych (co najmniej trzy powtérzenia na seri¢ badaft). W przypadku plynnych i statych substan-
¢ji nalezy nalozy¢ na skére dostateczng ilo$¢ substancji badanej, tak aby réwnomiernie pokrywala powierzchnie
skéry, unikajac jednak nakladania dawki nieograniczonej (zob. 1.2 Definicje), tj. nalezy uzy¢ co najmniej
25 plfem? lub 25 mgfem?® W przypadku substancji statych przed ich natozeniem nalezy zwilzy¢ powierzchnie
naskorka woda dejonizowana lub destylowang, aby zapewni¢ dobry kontakt ze skorg. W miar¢ mozliwosci sub-
stancje stale powinny by¢ badane w postaci drobnoziarnistego proszku. Pod koniec okresu ekspozycji substan-
cje badang nalezy ostroznie zmy¢ z powierzchni skéry buforem wodnym lub 0,9 % NaCl. Zaleznie od
stosowanego modelu zrekonstruowanego ludzkiego naskérka okres ekspozycji moze si¢ wahac od 15 do 60 mi-
nut, a temperatura inkubacji moze wynosi¢ od 20 do 37 °C. Szczegblowe informacje okreslono w standardo-
wych procedurach operacyjnych dotyczacych trzech omawianych metod (21, 22, 23).

W kazdym badaniu nalezy stosowa¢ rdwnoczesnie kontrole negatywna (NC) i pozytywng (PC), aby wykazad, ze
zywotno$¢ (NC), funkcja bariery i ostateczna czulo$¢ tkankowa (PC) sa zawarte w dopuszczalnym zakresie zdefi-
niowanym na podstawie danych historycznych. Jako substancji stanowiacej PC zaleca si¢ uzycie 5 % roztworu
wodnego SDS. Zalecanymi substancjami stanowigcymi NC s3 woda lub sél fizjologiczna zbuforowana
fosforanem (PBS).

Pomiary zywotnosci komdrek

Najwazniejszym elementem procedury badania jest to, Ze pomiaréw Zywotnosci nie wykonuje si¢ natychmiast
po ekspozycji na badane substancje, ale po dostatecznie dtugim okresie inkubagji tkanek przemytych po tej eks-
pozycji, w $wiezym podtozu. Ten okres pozwala zaréwno na ustapienie stabo draznigcych dzialan, jak i na po-
jawienie si¢ wyraznych dzialan cytotoksycznych. W trakcie fazy optymalizacji badania (9, 10, 11, 12, 13)
okazalo sig, ze optymalny jest okres 42 godzin inkubacgji tkanek po ekspozycji, w zwiazku z czym zostal on wy-
korzystany do walidacji referencyjnych metod badania.

Préba konwersji MTT jest zwalidowana metoda ilosciows, ktéra nalezy wykorzystywaé do pomiaréw zZywotno-
$ci komérek. Mozna jg stosowa do badan z uzyciem tréjwymiarowego wytworu tkankowego. Probke skory
umieszcza si¢ w roztworze MTT o wiasciwym stezeniu (np. 0,3-1 mg/ml) na 3 godziny. Wytrgcony niebieski
produkt formazanowy ekstrahuje si¢ nastepnie z tkanki przy uzyciu rozpuszczalnika (np. izopropanol, kwas-
ny izopropanol) i mierzy si¢ stezenie formazanu poprzez oznaczenie OD przy dhugosci fali 570 nm, w pasmie
maksimum # 30 nm.

Wiasciwosci optyczne substancji badanej lub jej dziatanie chemiczne na MTT moga wplywaé na probe, powo-
dujac zafalszowanie oceny zZywotnosci (poniewaz substancja badana moze uniemozliwiac lub odwracac oraz po-
wodowaé powstawanie barwy). Moze tak si¢ zdarzy¢ w przypadku niecatkowitego usunigcia okreslonej
substancji badanej ze skory przez przemywanie lub gdy substancja ta przeniknie przez naskoérek. Jesli substancja
badana oddzialuje bezpo$rednio na MTT, jest naturalnie barwna lub staje si¢ barwna w trakcie oddzialywania na
tkanke, nalezy zastosowa¢ dodatkowe kontrole w celu wykrycia i skorygowania wplywu substancji badanej na
technike pomiaru zywotnosci. Szczegdtowy opis sprawdzenia, czy nie dochodzi do bezposredniej redukcji MTT,
zawarty jest w protokole metody badania dotyczacym zwalidowanych metod referencyjnych (21, 22, 23). Nie-
swoista barwa (NSC) zwiazana z tymi oddzialywaniami nie powinna przekracza¢ 30 % NC (do korekgji). Jesli
NSC > 30 %, uznaje si¢, Ze badanie nie nadaje si¢ do oceny badanej substancji.

Kryteria dopuszczalnosci proby

W przypadku kazdej préby z uzyciem zwalidowanych serii (zob. pkt 1.6.1.2.5), tkanki traktowane NC powinny
wykazywaé OD odpowiednig do jakosci tkanek poddanych wszystkim etapom wysylki i odbioru oraz wszyst-
kim procesom protokotu badania dziatania draznigcego. Warto$ci OD kontroli nie powinny by¢ nizsze niz do-
Ine granice zdefiniowane na podstawie danych historycznych. Réwniez tkanki traktowane PC, tj. 5 % wodnym
roztworem SDS, powinny wykazywa¢ czulo$¢ zachowang przez tkanki i zdolno§¢ do reagowania na substancje
draznigcg w warunkach kazdej pojedynczej proby (np. zywotno$¢ < 40 % w przypadku zwalidowanej metody
referencyjnej 1 oraz < 20 % w przypadku zwalidowanej metody referencyjnej 2). Nalezy zdefiniowaé powigza-
ne i wlasciwe miary zmiennosci pomigdzy powtdrzeniami tkankowymi (np. w przypadku stosowania odchylen
standardowych powinny by¢ one < 18 %).

DANE

DANE

W przypadku kazdej ekspozycji nalezy przedstawi¢ w formie tabelarycznej, z uwzglednieniem w stosownych
przypadkach danych z powtdrzen eksperymentu, dane z poszczegdlnych, powtarzalnych préb (np. dane doty-
czgce wartosci OD i obliczonej procentowej zywotnosci komérek dla kazdej badanej substancji, facznie z kla-
syfikacja). Dodatkowo nalezy przedstawi¢ Srednie + odchylenie standardowe z kazdej proby. Powinny byé
przedstawione zaobserwowane interakcje z odczynnikiem MTT i z barwnymi substancjami badanymi w odnie-
sieniu do kazdej badanej substangji.
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2.2.

3.1.

INTERPRETACJA WY NIKOW

Wartosci OD uzyskane dla kazdej prébki badanej mozna wykorzysta¢ do obliczenia procentowej zywotnosci
w poréwnaniu do NC, ktérej zywotno$¢ ustala si¢ na 100 %. Nalezy wyraznie zdefiniowa¢ i udokumentowac
warto$¢ odcigcia procentowej Zywotnos$ci komoérek, odrézniajacg draznigce substancje badane od niesklasyfi-
kowanych substancji badanych, oraz procedury statystyczne stosowane do oceny wynikéw i identyfikacji sub-
stancji draznigcych; nalezy réwniez udowodnié, ze sg one wlaiciwe. Ponizej podano wartoci odcigcia do
predykgji dziatania drazniacego, zwigzane ze zwalidowanymi metodami referencyjnymi:

Substancje badana uznaje si¢ za drazniacg dla skory zgodnie z kategorig 2 GHS ONZ:
(i) jesli zywotnos¢ tkanki po ekspozycji i nastgpujacej po niej inkubacji jest mniejsza lub réwna (<) 50 %.
Substancje¢ badana uznaje si¢ za niezakwalifikowana do zadnej kategorii:

i) jesli zywotno$¢ tkanki po ekspozycji i nastepujacej po niej inkubacji jest wieksza niz (>) 50 %.
(ii) j yW p pozyc) ¢pujace) p ) 1) ¢ >)

SPORZADZENIE SPRAWOZDANIA

SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badania zawiera¢ powinno nastepujace informacje:

Substancje badane i kontrolne:

— nazwy chemiczne, np. nazwa IUPAC lub CAS oraz numer CAS, jesli jest znany,
—  czysto$¢ i sklad substancji (w procentach wagowych),

—  wiasciwosci fizykochemiczne istotne dla prowadzenia badania (np. stan fizyczny, stabilno$¢ i lotno$¢, pH,
rozpuszczalno$¢ w wodzie, jesli jest znana),

— w stosownych przypadkach, obrébka substancji badanych/kontrolnych przed badaniem (np. ogrzanie,
zmielenie),

— warunki przechowywania.

Uzasadnienie dla zastosowanego modelu skory i protokotu.
Warunki badania:

— zastosowany system komérkowy,

— informacje na temat kalibracji urzadzenia pomiarowego i pasma, ktére wykorzystano do pomiaru zywot-
nosci komoérek (np. spektrofotometru),

— pelne informacje podstawowe na temat stosowanego modelu skéry, z uwzglednieniem jego efektywnosci,
w tym w szczegdlnosci nastgpujace dane:

(i) zywotnos¢;
(i) funkcja bariery;
(iii) morfologia;
(iv) odtwarzalno$¢ i predykcyjnosé;
(v) kontrole jakosci (QC) modelu,
—  szczegdlowe dane na temat zastosowanej procedury badania,

— zastosowane badane dawki, czas trwania ekspozycji i okresu inkubacji po ekspozydji,
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opis wszelkich modyfikacji procedury badania,
odwolanie do danych historycznych modelu. Powinno to w szczegélnosci obejmowac:
(i) dopuszczalno§¢ danych QC z odwotaniem do danych dotyczacych serii historycznych;

(i) dopuszczalno§¢ wartoéci kontroli pozytywnych i negatywnych, z okreleniem pozytywnych i nega-
tywnych $rednich oraz zakreséw kontroli,

opis stosowanych kryteriow oceny, z uzasadnieniem wyboru punktu(-6w) odcigcia w modelu
predykeyjnym.

Wyniki:

tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych pojedynczych badanych probek,

opis innych zaobserwowanych skutkow.

Omowienie wynikow.
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Dodatek

Ocena charakterystyki efektywnosci proponowanych modeli in vitro zrekonstruowanego ludzkiego naskérka
do badania dzialania draznigcego na skére

WPROWADZENIE

Procedury proponowane do stosowania zgodnie z niniejsza metoda badania nalezy oceni¢ w celu ustalenia ich wiarygod-
nosci i dokfadnosci, przy uzyciu substancji reprezentujacych pelny zakres wskaznikéw podraznienia wg Draize’a. W ocenie
z uzyciem 20 zalecanych referencyjnych substancji (tabela 2) proponowana procedura powinna mie¢ warto$¢ wiarygodno-
$ci 1 doktadnosci poréwnywalng do wykazywanych przez zwalidowana metode referencyjng 1 (tabela 3) (1). Normy do-
kadnosci i wiarygodnosci, ktére powinny zosta¢ osiagnigte, zostaly przedstawione ponizej w pkt Il i Ill. Uwzgledniono tu
substancje niesklasyfikowane i sklasyfikowane (wedtug kategorii 2 GHS ONZ), reprezentujace istotne klasy substancji che-
micznych, tak aby wiarygodnos¢ i wydajnos¢ (czuto$é, swoistosé, odsetki wynikéw falszywie ujemnych, odsetki wynikéw
falszywie dodatnich i doktadnos¢) proponowanej metody badania mozna byto poréwnaé do tych cechujacych zwalidowa-
ng metodeg referencyjna 1. Przed zastosowaniem metody badania do badan nowych substancji nalezy okresli¢ jej wiarygod-
no$¢, a takze zdolnos¢ do prawidlowej identyfikacji substancji draznigcych nalezacych do kategorii 2 GHS ONZ.

NORMY EFEKTYWNOSCI

Normy efektywnosci obejmuja nastgpujace trzy elementy: 1) istotne sktadowe metody badania, II) referencyjne substancje
oraz IlI) zdefiniowane wartosci doktadnosci i wiarygodnosci (2). Te normy efektywnosci sa oparte na normach efektywno-
$ci okreslonych po zakonczeniu badania walidacyjnego ECVAM dotyczacego oceny dziatania draznigcego na skore (3).

) Istotne sktadowe metody badania

Ogdlne warunki modelu

Do tworzenia naskérka nalezy uzy¢ prawidtowych ludzkich keratynocytéw. Pod zachowujgca funkcje Zyciowe war-
stwg rogowa powinno znajdowac si¢ kilka warstw zywych komérek naskérka (warstwa podstawna, warstwa kolczysta,
warstwa ziarnista). Warstwa rogowa powinna by¢ wielopoziomowa i powinna zawiera¢ lipidy niezbedne do utworze-
nia czynnoSciowej bariery na tyle wytrzymalej, aby uniemozliwiala szybkie przenikanie cytotoksycznych markeréw,
np. soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS) lub markera Triton X-100. Funkcj¢ bariery mozna ocenié albo poprzez usta-
lenie st¢zenia, w ktérym marker zmniejsza zywotno$¢ tkanek o 50 % (ICs,) po ustalonym czasie ekspozydji, albo po-
przez ustalenie czasu ekspozycji potrzebnego do zmniejszenia zywotnosci komoérek o 50 % (ETs,) po zastosowaniu
markera w okre$lonym, stalym stezeniu. Wiasciwosci izolacyjne modelu powinny zapobiegaé przechodzeniu materia-
tu przez warstwe rogowa do zywej tkanki, gdyz w innym razie modelowanie ekspozycji skory mogloby by¢ niewta-
Sciwe. Model skéry nie powinien by¢ skazony bakteriami, wirusami, mykoplazmami ani grzybami.

Funkcjonalne warunki modelu
Zywotno$é

Zalecana proba ustalenia wielkoSci Zywotnosci jest MTT (4). Gesto$¢ optyczna OD ekstrahowanego (rozpuszczonego)
barwnika z tkanki potraktowanej NC powinna by¢ co najmniej 20 razy wigksza niz OD samego rozpuszczalnika do
ekstrakgji. Nalezy udokumentowa¢ stabilno$¢ w hodowli (uzyskiwanie podobnych wynikéw pomiaréw zywotnosci)
tkanki potraktowanej NC w okresie ekspozycji testowej.

Funkgja bariery

Warstwa rogowa i wchodzace w jej skfad lipidy powinny by¢ na tyle odporne, aby nie bylo mozliwe szybkie przeni-
kanie przez nie cytotoksycznych markeréw, np. SDS lub markera Triton X-100, wedtug oceny na podstawie IC, lub
ETs,.

Morfologia

Odpowiednio wykwalifikowany personel powinien przeprowadzi¢ badanie histologiczne zrekonstruowanej
skory|zrekonstruowanego naskérka, z wykazaniem istnienia struktury przypominajacej ludzka skore/ludzki naskorek
(w tym wielopoziomowej warstwy rogowe;).
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Odtwarzalno$¢

Nalezy wykaza¢ odtwarzalno$¢ w czasie wynikow zastosowania metody wykorzystujacej okreslony model, najlepiej
z uzyciem wiasciwej substancji (wzorcowej) do kontroli serii (zob. definicje w sekcji 1.2).

Kontrole jakos$ci (QC) modelu

Kazda seria stosowanego modelu naskérka powinna spelnia¢ okreslone kryteria zwolnienia do produkji, sposréd kté-
rych najistotniejsze sa te dotyczace zywotnosci i funkcji bariery. Zakres dopuszczalnosci (g6rna i dolna granica) IC5, lub
ET;, powinien zostaé ustalony przez dostawce modelu skéry (lub badacza w przypadku stosowania modelu opraco-
wanego wewnetrznie). Whasciwosci bariery cechujace tkanki powinny by¢ sprawdzane przez laboratorium po otrzy-
maniu tkanek. Do wiarygodnego przewidywania skutkéw draznigcych mozna przyjaé wylacznie wyniki uzyskane
z uzyciem zakwalifikowanych tkanek. Ponizej przedstawiono przykladowe zakresy dopuszczalno$ci zwalidowanych
metod referencyjnych.

Tabela 1

Przyklady kryteriéw zwolnienia serii na podstawie kontroli jakosci

Dolna granica Srednia zakresu Gorna granica
dopuszczalnosci dopuszczalnosci dopuszczalnosci
Zwalidowana metoda IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC54 = 3,0 mg/ml
referencyjna 1 (traktowanie SDS
przez 18 godzin)
Zwalidowana metoda ETso=4.8h ETsq=6,7 h ETs,=8,7h
referencyjna 2 (1 % Triton X100)

Referencyjne substancje

Referencyjne substancje s3 wykorzystywane do ustalenia, czy wiarygodno$¢ i dokladno$¢ proponowanej nowej meto-
dy badania in vitro zrekonstruowanego ludzkiego naskérka, o udowodnionym dostatecznym podobiefistwie struktu-
ralnym i funkcjonalnym do zwalidowanych metod referencyjnych lub stanowigcej niewielka modyfikacj¢ zwalidowanej
metody referencyjnej, wskazuja na poréwnywalng efektywnos¢ tej metody z zatwierdzona metoda referencyjng 1 (1).
Do 20 referencyjnych substancji wymienionych w tabeli 2 nalezg substancje reprezentujace rézne istotne klasy che-
miczne, jak réwniez substancje z kategorii 2 GHS ONZ. Wymienione substancje obejmujg 10 substancji kategorii 2
GHS ONZ, 3 substancje opcjonalnej kategorii 3 GHS ONZ i 7 niesklasyfikowanych substancji. Zgodnie z niniejsza me-
toda badania opcjonalna kategoria 3 jest uznawana za brak kategorii. Te referencyjne substancje odpowiadaja mini-
malnej liczbie substancji, ktére nalezy wykorzysta¢ do oceny dokladnosci i wiarygodnosci proponowanej metody
badania dzialania drazniacego na skére z uzyciem zrekonstruowanego ludzkiego naskorka. W sytuacjach, w ktérych
wymieniona substancja nie jest dostgpna, mozna wykorzysta¢ inne substancje, w odniesieniu do ktérych sa dostepne
wlasciwe dane referencyjne z badan in vivo. W razie potrzeby wykaz minimum substangji referencyjnych mozna uzu-
petic o dodatkowe substangje, reprezentujace inne klasy chemiczne, w odniesieniu do ktérych sa dostgpne dostatecz-
ne dane referencyjne z badan in vivo, aby dodatkowo oceni¢ dokladno$¢ proponowanej metody badania.

Tabela 2

Referencyjne substancje wykorzystywane do ustalenia dokladnosci i wiarygodno$ci modeli
zrekonstruowanego ludzkiego naskérka do badan dzialania draznigcego na skére

Substancja () Nr CAS Nr EINECS ﬁzsytj;ny O‘;I;Z‘ in Kat.vggs in K“'v?vljs in
1-bromo-4-chlorobutan 6940-78-9 | 230-089-3 C 0 Kat. 2 Brak kat.
Ftalan dietylu 84-66-2 | 201-550-6 C 0 Brak kat. | Brak kat.
Kwas naftylooctowy 86-87-3 | 201-705-8 S 0 Brak kat. | Brak kat.
2-propenylo fenoksyoctan 7493-74-5 | 231-335-2 C 0,3 Brak kat. | Brak kat.
[zopropanol 67-63-0 | 200-661-7 C 0,3 Brak kat. | Brak kat.
Aldehyd 4-metylo-tio-benzoesowy | 3446-89-7 | 222-365-7 C 1 Kat. 2 Brak kat.
Stearynian metylu 112-61-8 | 203-990-4 S 1 Brak kat. | Brak kat.
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Substandja () Nr CAS NPEINECS | S 1 Ocenain | Kar GHSin | Kaw GHS in
1zyczny vivo vitro vivo
Maslan heptylu 5870-93-9 | 227-526-5 C 1,7 Brak kat. | Opcjonalna
kat. 3
Salicylan heksylu 6259-76-3 | 228-408-6 C 2 Brak kat. | Opcjonalna
kat. 3
Fosforan triizobutylu 126-71-6 | 204-798-3 C 2 Kat. 2 Opcjonalna
kat. 3
1-dekanol 112-30-1 | 203-956-9 C 23 Kat. 2 Kat. 2
Aldehyd cyklamenu 103-95-7 | 203-161-7 C 2,3 Kat. 2 Kat. 2
1-bromoheksan 111-25-1 | 203-850-2 C 2,7 Kat. 2 Kat. 2
Chlorowodorek 2-chlorometylo 86604-75-3 | 434-680-9 S 2,7 Kat. 2 Kat. 2
-3,5-dimetylo-4-metoksypirydyny
a—terpineol 98-55-5 | 202-680-6 C 2,7 Kat. 2 Kat. 2
Disiarczek di-n-propylu 629-19-6 | 211-079-8 C 3 Brak kat. | Kat. 2
Metakrylan butylu 97-88-1 | 202-615-1 C 3 Kat. 2 Kat. 2
Benzenotiol, 7340-90-1 | 438-520-9 C 3,3 Kat. 2 Kat. 2
5—(1,1-dimetyloetylo)-2-metylu
1-metylo-3-fenylo-1-piperazyna 5271-27-2 | 431-180-2 S 3,3 Kat. 2 Kat. 2
Heptanal 111-71-7 | 203-898-4 C 4 Kat. 2 Kat. 2

() 20 referencyjnych substancji stanowi reprezentatywny wybor sposréd 58 substanciji, ktére zostaly pierwotnie uzyte do zwalidowa-
nia metody referencyjnej 1 (EpiSkin™). Dostepny jest pelny wykaz substancji badanych i kryteriow ich wyboru (5).

Substancje wymienione w tabeli 2 stanowig reprezentatywny wyb6r sposréd 58 substancji uzytych w migdzynarodo-
wym badaniu walidacyjnym ECVAM dotyczgcym oceny dzialania draznigcego na skore (1). Ich wyboru dokonano na
podstawie nastgpujacych kryteriow:

— wymienione substancje sa dostepne w handlu,

— sa reprezentatywne dla pelnego zakresu wskaznikéw podraznienia wg Draize’a (od niedraznigcych do
silnie drazniacych),

— majg okre$long budowe chemiczna,

— sgreprezentatywne dla odtwarzalnosci i zdolnosci predykeyjnej zwalidowanej metody, ustalonych w badaniu wa-
lidacyjnym wykonanym przez ECVAM,

—  sg reprezentatywne dla funkcjonalnosci chemicznej wykorzystywanej w procesie walidacji,

— nie wykazujg bardzo wysoce toksycznych wlasciwosci (np. nie sa rakotworcze ani toksyczne dla uktadu rozrod-
czego) i nie wigzg si¢ z nadmiernymi kosztami usuwania pozostalosci.

Zdefiniowane warto$ci dokladnosci i wiarygodnosci

Wydajnos¢ (czutosé, swoistosé, odsetek wynikow falszywie ujemnych, odsetek wynikow falszywie dodatnich i doktad-
no$¢) proponowanej metody badania powinna by¢ poréwnywalna z odpowiednimi warto$ciami w przypadku zwali-
dowanej metody referencyjnej 1 (tabela 3), tj. czulo$¢ powinna by¢ wigksza lub réwna (2) 80 %, swoisto§¢ powinna
by¢ wigksza lub réwna (=) 70 %, a dokladno$¢ powinna by¢ wigksza lub réwna (=) 75 %. Wydajnos¢ nalezy obliczy¢
z uwzglednieniem wszystkich uzyskanych klasyfikacji 20 substancji w uczestniczacych laboratoriach. Klasyfikacje kaz-
dej substancji w kazdym laboratorium nalezy uzyska na podstawie $redniej wartosci zywotnosci w trakcie wykona-
nych poszczeg6lnych serii badan (minimum trzy wazne serie).
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Tabela 3

Wydajnos¢ zwalidowanej metody referencyjnej 1 ()

Odsetek Odsetek
Metoda badania Liczba .. Czulosé Swoistos¢ wymkoyv wymkow Dokfadnos¢
substancji falszywie falszywie
ujemnych dodatnich
Zwalidowana 58 87,2% (%) 71,1 % () 12,8 % 29,9 % 74,7 %
metoda
referencyjna 1 (1)
Zwalidowana 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %
metoda
referencyjna 1 (1)

(1) EpiSkin™.
(%) Badanie z uwzglednieniem 13 substancji draznigcych kategorii 2 GHS.
(%) Badanie z uwzglednieniem 45 substancji draznigcych kategorii 3 GHS lub substancji niesklasyfikowanych.

Wiarygodno$¢ proponowanej metody badania powinna by¢ poréwnywalna z wiarygodnoscia zwalidowanych metod
referencyjnych.

Odtwarzalnosé wewngtrzlaboratoryjna

Ocena odtwarzalno$ci wewnatrzlaboratoryjnej powinna wykazywac zgodno$¢ klasyfikacji (kategoria 2[brak kategorii)
uzyskanej w roznych, niezaleznych seriach badan 20 referencyjnych substancji w pojedynczym laboratorium wigksza
lub réwng (=) 90 %.

Odtwarzalno$é migdzylaboratoryjna

Ocena odtwarzalnosci miedzylaboratoryjnej nie jest niezbedna, jesli proponowana metoda badania ma by¢ stosowana
tylko w jednym laboratorium. Aby mozna bylo przenosi¢ metody pomiedzy laboratoriami, zgodnos¢ klasyfikacji
(kategoria 2[brak kategorii) uzyskanej w réznych, niezaleznych seriach badan 20 referencyjnych substancji pomiedzy,
najkorzystniej, minimalnie trzema laboratoriami powinna by¢ wigksza lub réwna (2) 80 %.
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W tabeli 3 podano wydajno$¢ okreslajaca zdolnos¢ zwalidowanej metody referencyjnej 1 do prawidtowego zidentyfikowania substancji
draznigcych (kategoria 2 GHS ONZ) i niesklasyfikowanych substancji (brak kategorii, w tym opcjonalna kategoria 3) odpowiednio w od-
niesieniu do 58 i 20 referencyjnych substangji (tabela 2).
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ZALACZNIK IV

C.3. BADANIE INHIBICJI WZROSTU SLtODKOWODNYCH GLONOW I CYJANOBAKTERII

1. METODA

Niniejsza metoda odpowiada OECD TG 201 (2006) (1).

1.1.  WSTEP

Metody badawcze sg okresowo przegladane i aktualizowane w $wietle postepu naukowego. Metoda badawcza C.3
wymagala korekty, tak by obja¢ dodatkowe gatunki i spelni¢ wymagania w zakresie oceny zagrozenia oraz klasy-
fikacji substancji chemicznych. Korekty dokonano na podstawie szerokich doswiadczen praktycznych, postepu na-
ukowego w dziedzinie badan nad toksycznoscia glonéw oraz rozleglego zastosowania regulacyjnego, ktore
nastgpito od czasu pierwotnego przyjecia.

1.2. DEFINICJE
Do celéw niniejszej metody uzyto nastgpujacych definicji i skrotow:

Biomasa: jest to cigzar suchej materii Zywej obecnej w populacji, wyrazony na objeto$¢; np. mg glonéwylitr ba-
danego roztworu. Zwykle ,biomase¢” okredla si¢ w postaci masy, lecz w niniejszym badaniu stowo to uzyte jest
w odniesieniu do masy przypadajacej na objeto$¢. Ponadto w niniejszym badaniu zwykle mierzy si¢ rowniez su-
rogaty biomasy, takie jak liczba komérek, fluorescencja, itp. i przez to okreslenie ,biomasa” odnosi si¢ takze do
tych surogatowych miar.

Wspétczynnik zmiennosci: jest bezwymiarowg miara zmiennosci parametru, okreslong jako stosunek odchyle-
nia standardowego do $redniej. Moze on réwniez by¢ wyrazony jako warto$¢ procentowa. Sredni wspolczynnik
zmiennosci $redniej wlasciwej szybkosci wzrostu w replikatowych kulturach kontrolnych nalezy obliczy¢ w na-
stepujacy sposob:

1. Obliczy¢ % CV (wspélezynnik zmiennosci) $redniej wlasciwej szybkosci wzrostu z szybkosci wzrostu dla od-
nos$nego replikatu.

2. Obliczy¢ warto$¢ $rednig ze wszystkich wartosci obliczonych w punkcie 1, otrzymujac $redni wspétczynnik
zmiennoSci wlasciwej szybkosci wzrostu dla poszczegdlnych dnifodcinkéw w replikatowych kulturach
kontrolnych.

EC,: jest stezeniem substancji testowej rozpuszczonej w pozywce, powodujacym zmniejszenie wzrostu badanego
organizmu o x % (np. 50 %) w danym okresie ekspozycji (ktory nalezy wyraznie poda¢, jesli odbiega od petnego
lub normalnego czasu trwania badania). Aby w sposob jednoznaczny oznaczy¢ warto$¢ EC otrzymang z szybkosci
wzrostu lub z uzysku, uzywa si¢ symboli, odpowiednio, ,E.C" i ,E,C".

Pozywka wzrostowa: jest to kompletne syntetyczne podtoze hodowlane, w ktérym wzrastaja glony, gdy sa wy-
stawione na dzialanie substancji testowej. Substancja testowa zwykle jest rozpuszczona w pozywece.

Szybko$¢ wzrostu (Srednia wlasciwa szybko$¢ wzrostu): jest to logarytmiczny wzrost biomasy w ciagu okre-
su ekspozydji.

Najmniejszy obserwowany poziom st¢zenia (LOEC): jest to najnizsze badane stezenie, przy ktorym zostaje
zaobserwowane, Ze substancja ma statystycznie istotny redukujacy wplyw na wzrost (przy p < 0,05) w poréwna-
niu do kultury kontrolnej, w danym okresie ekspozycji. Jednakze wszystkie badane st¢zenia powyzej LOEC muszg
mieé szkodliwy wplyw rowny lub wigkszy niz te, ktére sg obserwowane przy LOEC. Gdy te dwa warunki nie moga
by¢ spetnione, nalezy podaé pelne wyjasnienie, w jaki sposéb LOEC (a stad NOEC) zostalo wybrane.

Nieobserwowany wplyw stezenia (NOEC): jest to stezenie bezpo$rednio ponizej LOEC.
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1.3.

1.4.

1.5.

Zmienna odpowiedzi: jest to zmienna dla oszacowania toksycznosci uzyskana z dowolnych zmierzonych para-
metréw opisujacych biomase za pomocg réznych metod obliczania. W przypadku niniejszej metody szybkosci
wzrostu i uzysk s zmiennymi odpowiedzi uzyskanymi z pomiaru biomasy bezposrednio lub pomiaru dowolnego
ze wspomnianych surogatow.

Wlasciwa szybko$¢ wzrostu: jest to zmienna odpowiedzi okreslona jako iloraz réznicy logarytméw natural-
nych parametru obserwacji (w niniejszej metodzie badawczej — biomasy) przez odpowiedni okres.

Uzysk: jest to warto§¢ zmiennej pomiarowej na koricu okresu ekspozycji minus warto$¢ zmiennej pomiarowej na
poczatku okresu ekspozycji, wyrazajaca przyrost biomasy w ciagu badania.

STOSOWALNOSC BADANIA

Niniejsza metod¢ badawczag najlatwiej stosuje si¢ do substancji rozpuszczalnych w wodzie, ktére — w warunkach
badania — prawdopodobnie pozostang w wodzie. Dla badania substancji lotnych, silnie adsorbujacych, zabarwio-
nych lub majacych niska rozpuszczalno$¢ w wodzie, badZ substancji, ktére moga wplywac na dostepnosc¢ sktad-
nikéw pokarmowych lub mineraléw w pozywce, moga by¢ wymagane pewne modyfikacje opisywanej procedury
(np. uklad zamkniety, specjalne przygotowanie naczyn testowych). Wskazéwki dotyczace niektorych stosownych
modyfikacji podano w (2), (3) i (4).

ZASADA BADANIA

Celem niniejszego badania jest okre$lenie wplywu danej substancji na wzrost stodkowodnych mikroglonéw i/lub
cyjanobakterii. Wykladniczo wzrastajace badane organizmy wystawia si¢ na dzialanie substancji testowej w ho-
dowlach statycznych na okres wynoszacy zwykle 72 godziny. Pomimo stosunkowo krétkiego czasu trwania ba-
dania, skutki mozna oceni¢ na przestrzeni kilku pokolen.

Odpowiedz uktadu polega na ograniczeniu wzrostu w szeregu kultur glonéw (badanych jednostek) wystawionych
na dzialanie réznych st¢zen substancji testowej. Odpowiedz ocenia si¢ w funkcji stezenia w stosunku do $redniego
wzrostu replikatu, kultur kontrolnych niepoddawanych ekspozycji. Dla pelnego wyrazenia odpowiedzi uktadu na
toksyczne oddzialywania (optymalnej czutosci), kulturom umozliwia si¢ nieograniczony wyktadniczy wzrost w do-
statecznych warunkach odzywczych i przy stalym $wietle przez wystarczajacy czas, aby zmierzy¢ zmniejszenie wha-
Sciwej szybkosci wzrostu.

Wzrost i inhibicje wzrostu okresla si¢ iloSciowo poprzez pomiary biomasy glonéw w funkeji czasu. Biomase glo-
néw okresla si¢ jako cigzar masy suchej przypadajacy na objeto$é, np. mg glonéwllitr roztworu testowego. Jed-
nakze cigzar masy suchej jest trudny do zmierzenia i dlatego uzywa si¢ parametréw zastgpczych. Sposréd tych
surogatéw najczesciej uzywa sig liczby komoérek. Do innych zastgpczych parametréw nalezy objeto$é komorek,
fluorescencja, gestos¢ optyczna itp. Nalezy znaé wspotczynnik przeliczenia pomigdzy mierzonym parametrem za-
stepczym a biomasg.

Punktem koricowym badania jest inhibicja wzrostu wyrazona jako logarytmiczny przyrost biomasy (Srednia wla-
Sciwa szybko$¢ wzrostu) w ciggu okresu ekspozycji. Ze $rednich whasciwych szybkosci wzrostu zarejestrowanych
w serii roztwordw testowych wyznacza sie stezenie powodujace inhibicje wzrostu o okreslone x % (np. 50 %) i wy-
raza si¢ jako E.C, (np. E,Cs).

Do celéw stosowania tej metody w ramach unijnego prawodawstwa, z powod6éw opisanych w pkt 2.2 ponizej, ob-
liczanie wynikéw powinno opiera¢ si¢ na Sredniej wlasciwej szybkosci wzrostu. Dodatkowg zmienng odpowiedzi
uzyta w niniejszej metodzie badawczej jest uzysk, ktory moze by¢ wymagany do spetnienia okreslonych wymo-
g6w regulacyjnych w niektérych krajach. Jest on okreslony jako biomasa na koricu okresu ekspozycji minus bio-
masa na poczatku okresu ekspozycji. Z uzysku zarejestrowanego w serii roztworéw testowych oblicza si¢ stezenie
powodujace inhibicje uzysku o okreslone x % (np. 50 %) i wyraza si¢ jako E,C, (np. E,Cs).

Ponadto, mozna statystycznie wyznaczy¢ najmniejszy obserwowany poziom st¢zenia (LOEC) oraz nieobserwowa-
ny wplyw stezenia (NOEC).

INFORMACJE O SUBSTANCJI TESTOWE]

Informacje o substancji testowej, ktore moga by¢ przydatne przy ustalaniu warunkéw badania, obejmujg wzér
strukturalny, czystos¢, trwato$¢ w warunkach badania, wlasnosci pochtaniania $wiatta, pKa oraz wyniki badan prze-
miany, w tym podatnosci na rozktad biologiczny w wodzie.
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1.6.

1.7.

1.8.

1.8.1.

Nalezy zna¢ rozpuszczalno$¢ w wodzie, wspotczynnik podziatu oktanol/woda (P,,,) oraz ci$nienie pary substancji
testowej i powinna by¢ dostgpna potwierdzona metoda kwantyfikacji substancji w roztworach testowych z poda-
na wydajnoscia odzysku i granicg wykrywalnosci.

SUBSTANCJA ODNIESIENIA

Jako sposéb sprawdzenia procedury badania, mozna zbada¢ substancje(-e) odniesienia, taka jak 3,5-dichlorofenol
stosowany w migdzynarodowej prébie pierScieniowej (4). Jako substancji odniesienia dla zielenic mozna réwniez
uzy¢ dwuchromianu potasowego. Pozadane jest zbadanie substancji odniesienia co najmniej dwa razy w roku.

WAZNOSC BADANIA
Aby badanie bylo wazne musza by¢ spelnione nastepujace kryteria wykonania:

— Biomasa w kulturach kontrolnych powinna wzrosng¢ wykladniczo o czynnik wynoszacy co najmniej 16
w ciggu 72-godzinnego okresu badania. Odpowiada to wiasciwej szybkosci wzrostu wynoszacej 0,92 dziefi .
Dla najczgsciej uzywanych gatunkdow, szybko$¢ wzrostu jest zazwyczaj znacznie wyzsza (zob. dodatek 1). Kry-
terium to moze nie by¢ spelnione, gdy uzyty jest gatunek, ktéry wzrasta wolniej niz wymienione w dodat-
ku 1. W takim przypadku okres badania mozna przedtuzy¢, tak aby uzyska co najmniej 16-krotny wzrost
w kulturach kontrolnych, przy czym wzrost musi by¢ wykladniczy w ciagu catego okresu badania. Okres ba-
dania mozna skroci¢ do co najmniej 48 godz., aby utrzyma¢ nieograniczony wykladniczy wzrost w ciggu ba-

dania, o ile osiagnigta zostanie krotno$¢ wynoszgca minimum 16.

—  Sredni wspélezynnik zmiennosci dla whasciwych szybkosci wzrostu wedlug poszczegdlnych odcinkéw
(dni 0-1, 1-2 i 2-3, dla 72-godzinnych badan) w kulturach kontrolnych (zob. sekcja 1.2 pod hastem ,wspot-
czynnik zmienno$ci”) nie moze przekracza¢ 35 %. Obliczanie wlasciwej szybkosci wzrostu wedlug poszcze-
gblnych odcinkéw podano w akapicie drugim sekeji 2.2.1. Kryterium to stosuje si¢ do $redniej warto$ci
wsp6lczynnikéw zmiennosci obliczonej dla replikatowych kultur kontrolnych.

—  Wspdlczynnik zmiennosci Srednich wiasciwych szybko$ci wzrostu w ciggu catego okresu badania w replika-
towych kulturach kontrolnych nie moze przekroczy¢ 7 % w badaniach z udzialem Pseudokirchneriella sub-
capitata i Desmodesmus subspicatus. Dla innych, rzadziej badanych gatunkéw, warto$¢ ta nie powinna
przekraczaé 10 %.

OPIS METODY
Aparatura

Uzyte do badania naczynia oraz inne urzadzenia, ktére beda si¢ stykac z roztworami testowymi, powinny by¢ wy-
konane w calosci ze szkla lub innego chemicznie oboj¢tnego materiatu. Sprzet nalezy gruntownie umy¢ w celu
zapewnienia, ze jakiekolwick zanieczyszczenia organiczne lub nieorganicznie nie bedg zaktdcaé wzrostu glonéw
ani skladu roztworéw testowych.

Naczyniami uzywanymi do badania sa zwykle kolby szklane o wymiarach pozwalajacych na uzyskanie dostatecz-
nej objetosci kultur do pomiaréw podczas badania oraz nalezyte przenikanie masy CO, z atmosfery (zob. akapit
drugi w sekgji 1.8.9). Nalezy zwroci¢ uwage, ze objeto$¢ cieczy musi by¢ wystarczajaca dla oznaczen analitycz-
nych (zob. akapit pigty w sekcji 1.8.11).

Ponadto wymagane beda niektore lub wszystkie sposréd nastepujacych urzadzen:

—  Urzadzenia do hodowli kultur: zalecana jest kabina lub komora, w kt6rej wybrana temperatura inkubacji moze
by¢ utrzymywana w granicach # 2 °C.

—  Przyrzady do pomiaru $wiatla: nalezy zwrdci¢ uwage, ze na mierzong warto$¢ bedzie mie¢ wpltyw metoda po-
miaru nat¢zenia $wiatla, w szczegdlnosci typ receptora (kolektora). Pomiary nalezy wykonywa¢ najlepiej przy
uzyciu receptora sferycznego (4 m) (ktdry reaguje na bezposrednie i odbite $wiatlo ze wszystkich katéw po-
wyzej i ponizej plaszczyzny pomiaru) lub receptora 2 m (ktdry reaguje na $wiatto ze wszystkich katéw po-
wyzej plaszczyzny pomiaru).

— Aparatura do okreslania biomasy glonéw. Liczb¢ komorek, ktéra jest najczesciej stosowanym parametrem za-
stepczym dla biomasy glonéw, mozna wyznaczy¢ za pomoca elektronicznego licznika czastek, mikroskopu
z komorg do liczenia oraz cytometru przeplywowego. Inne surogaty biomasy mozna mierzy¢ przy pomocy
cytometru, fluorymetru, spektrofotometru lub kolorymetru. Pomocny w obliczeniu jest wspdtczynnik przeli-
czeniowy wiazacy liczbe komorek z cigzarem masy suchej. Aby zapewni¢ uzyteczne pomiary przy niskich
stezeniach biomasy, gdy uzywa si¢ spektrofotometru, moze by¢ niezbedne uzycie kuwet o dtugosci Sciezki
$wiatla co najmniej 4 cm.
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Badane organizmy

Mozna uzy¢ kilku gatunkéw nieprzylaczonych mikroglonéw i cyjanobakterii. Wykazano, ze gdy stosuje si¢ pro-
cedur¢ badania okreslong w niniejszej metodzie badawczej, to odpowiednie sg szczepy wymienione w dodatku 1.

Jezeli uzyte sg inne gatunki, to nalezy poda¢ szczep iflub pochodzenie. Nalezy potwierdzié, ze mozna utrzymaé
wykladniczy wzrost wybranych do badania glonéw w ciggu calego okresu badania w panujgcych warunkach.

Pozywka wzrostowa

Zaleca si¢ dwie alternatywne pozywki wzrostowe, pozywke OECD i pozywke AAP. Sklady tych pozywek przed-
stawiono w dodatku 2. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze warto$¢ pH i zdolno$¢ buforujaca (regulowanie wzrostu pH) tych
dwu pozywek sg rozne. Dlatego wyniki badait moga by¢ rézne, w zaleznosci od uzytej pozywki, zwlaszcza gdy
badane s substancje jonizujace sie.

Do niektdrych celéw, np. gdy bada si¢ metale i czynniki chelatujace lub gdy wykonuje si¢ badanie przy réznych
warto$ciach pH, moze by¢ konieczna modyfikacja pozywki wzrostowej. Uzycie zmodyfikowanej pozywki nalezy
szczegbtowo opisac i uzasadnic¢ (3)(4).

Stezenie poczatkowej biomasy

Poczatkowa biomasa w badanych kulturach musi by¢ taka sama i dostatecznie mata, aby umozliwi¢ wyktadniczy
wzrost w ciggu calego okresu inkubacji bez ryzyka wyczerpania sktadnika pokarmowego. Poczatkowa biomasa nie
moze przekraczac 0,5 mgfl w przeliczeniu na mas¢ sucha. Zalecane sa nastgpujace poczatkowe skupienia komérek:

Pseudokirchneriella subcapitata: 5 x 10°~10*  komérek/ml
Desmodesmus subspicatus 2-5x10° komoérek/ml
Navicula pelliculosa 10* komérek/ml
Anabaena flos-aquae 10* komérek/ml
Synechococcus leopoliensis 5x10*-10°  komorek/ml

Stezenia substancji testowej

Zakres stgzenia, w ktérym moga wystapi¢ wplywy, mozna wyznaczy¢ na podstawie wynikéw prob okreslania za-
kresu. Dla konicowego definitywnego badania nalezy wybra¢ co najmniej pig¢ stezen uporzadkowanych w szereg
geometryczny o wspotczynniku nieprzekraczajacym 3,2. Dla substancji wykazujacych plaska krzywa odpowiedzi
stezenia moze by¢ uzasadniony wigkszy wspotczynnik. Szereg stezen powinien najlepiej obejmowac zakres powo-
dujacy inhibicje szybkosci wzrostu glonéw o 5-75 %.

Replikaty i proby kontrolne

Plan badania powinien obejmowac¢ trzy replikaty przy kazdym stezeniu testowym. Jezeli wyznaczenie NOEC nie
jest wymagane, to plan badania mozna zmieni¢, zwigkszajac liczbe stezen i zmniejszajgc liczbe replikatéw przy-
padajacych na stezenie. Liczba replikatow kontrolnych musi wynosi¢ co najmniej trzy, a najlepiej powinna by¢
dwukrotnie wicksza od liczby replikatéw uzytych dla kazdego stezenia testowego.

Do analitycznych oznaczen stezen substancji testowej mozna sporzadzi¢ oddzielny zestaw roztwordw testowych
(zob. akapit czwarty i szosty w sekcji 1.8.11).

Gdy do rozpuszczenia substancji testowej uzyty jest rozpuszczalnik, to w planie badania nalezy uja¢ dodatkowe
proby kontrolne zawierajace rozpuszczalnik o tym samym stezeniu, co w badanych kulturach.

Przygotowanie kultury inokulum

W celu przystosowania badanych glonéw do warunkéw badania oraz zapewnienia, ze znajduja si¢ one w fazie
wykladniczego wzrostu, gdy sg uzyte do inokulacji roztworéw testowych, kulture inokulum w pozywce prébnej
przygotowuje si¢ 2—4 dni przez rozpoczeciem badania. Biomase glonow nalezy skorygowaé w celu umozliwienia,
aby w kulturze inokulum panowat wzrost wykladniczy do czasu rozpoczecia badania. Kulturg inokulum inkubuje
si¢ w tym samych warunkach, co kultury probne. Nalezy zmierzy¢ przyrost biomasy w kulturze inokulum, aby
zapewnic, ze wzrost zawiera si¢ w normalnym zakresie dla badanego szczepu w warunkach hodowania kultury.
Przyktad procedury dotyczacej hodowania kultury glonéw opisano w dodatku 3. Aby unikna¢ synchronicznego
podziatu komérek podczas badania, moze by¢ wymagany drugi krok reprodukowania kultury inokulum.
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Sporzadzenie roztworéw testowych

Wszystkie roztwory testowe musza zawiera¢ takie same stezenia pozywki wzrostowej i poczatkowej biomasy ba-
danych glonéw. Roztwory testowe o wybranych stezeniach zwykle sporzadza si¢ przez zmieszanie roztworu pod-
stawowego substancji testowej z pozywka wzrostows i kulturg inokulacyjna. Roztworzy podstawowe zwykle
sporzadza si¢ rozpuszczajgc substancjg testowa w pozywce.

Jako nos$nikow stuzacych do dodania substancji o malej rozpuszczalnosci w wodzie do pozywki mozna uzy¢
rozpuszczalnikéw, np. acetonu, alkoholu t-butylowego i dwumetyloformamidu (2)(3). Stezenie rozpuszczalnika nie
powinno przekracza¢ 100 pl/l i takie samo stezenie rozpuszczalnika nalezy doda¢ do wszystkich kultur (wraz
z kontrolnymi) w badanej serii.

Inkubacja

Przykry¢ naczynia badawcze korkami przepuszczajacymi powietrze. Naczynia wstrzgsa si¢ i umieszcza w aparacie
do hodowli kultur. Podczas badania niezbedne jest utrzymanie glonéw w zawiesinie i umozliwienie wnikania CO,.
W tym celu nalezy stosowa¢ ciagle wstrzasanie lub mieszanie. Kultury nalezy utrzymywa¢ w przedziale tempera-
tury 21-24 °C, regulowanej w granicach * 2 °C. Dla gatunkéw innych niz wymienione w dodatku 1, np. gatun-
kéw tropikalnych, odpowiednie moga by¢ wyzsze temperatury, pod warunkiem ze spelnione beda kryteria
waznosci. Kolby zaleca si¢ umiesci¢ losowo i codziennie zmienia¢ ich polozenie w inkubatorze.

pH pozywki kontrolnej nie powinno wzrosna¢ w trakcie badania o wigcej niz 1,5 jednostek. W przypadku meta-
li i zwigzkow, ktére czesciowo jonizuja si¢ przy pH w poblizu pH badania moze by¢ konieczne ograniczenie dryf-
tu pH, aby otrzymaé odtwarzalne oraz dobrze okreslone wyniki. Dryft < 0,5 jednostek pH jest technicznie
mozliwy i moze by¢ osiagnigty przez zapewnienie nalezytej szybkosci wnikania masy CO, z otaczajacego powie-
trza do roztworu testowego, np. przez zwigkszanie szybkosci wstrzasania. Inna mozliwoscia jest zmniejszenie za-
potrzebowania na CO, przez zmniejszenie poczatkowej biomasy lub skrécenie czasu trwania badania.

Powierzchnia, na ktorej nastepuje inkubacja kultur, powinna otrzymywac ciagle, rownomierne o$wietlenie np. typu
,chlodnego $wiatla bialego” lub ,$wiatla dziennego”. Szczepy glonéw i cyjanobakterii r6znig si¢ pod wzgledem swo-
jego zapotrzebowania na Swiatlo. Natezenie $wiatla nalezy dobra¢ w taki sposéb, aby odpowiadato ono organiz-
mowi wybranemu do badania. Dla zalecanych gatunkéw zielonych glonéw natezenie $wiatla na poziomie
roztworéw testowych wybiera si¢ z zakresu 60-120 pE-m™2:s™!, mierzac w skutecznym dla fotosyntezy przedziale
dtugosci fali 400-700 nm przy uzyciu odpowiedniego receptora. Niektore gatunki, w szczegdlnosci Anabaena flos-
aquae, rosng dobrze przy mniejszych natezeniach $wiatla, a przy wyzszych moga ulec uszkodzeniu. Dla takich ga-
tunkéw nalezy wybraé $rednie natgZenie $wiatta w zakresie 40-60 pE-m>:s™". (Dla przyrzadéw do pomiaru $wiatta
wykalibrowanych w luksach, zalecanemu natezeniu $wiatta 60-120 pE'm *:s™! odpowiada w przyblizeniu réw-
nowazny zakres 4440-8880 lukséw dla chlodnego $wiatla bialego). Natezenie $wiatla nie powinno waha¢ si¢ bar-
dziej niz * 15 % od $redniego natezenia Swiatla na powierzchni inkubacji.

Czas trwania badania

Badanie zwykle trwa 72 godzin. Jednakze, mozna zastosowa¢ krdtsze lub dluzsze czasy trwania badania, pod wa-
runkiem ze mogg by¢ spelnione kryteria waznosci podane w sekgji 1.7.

Pomiary i oznaczenia analityczne

Biomasg glonoéw w kazdej kolbie okresla si¢ co najmniej raz dziennie podczas okresu badania. Jezeli pomiary doko-
nywane sg na malych objetosciach pobranych z roztworu testowego za pomocg pipety, to nie nalezy wprowadzaé
ich z powrotem do roztworu.

Pomiar biomasy wykonuje si¢ poprzez reczne zliczanie komoérek przy pomocy mikroskopu lub elektronicznego
licznika czastek (okreslajac liczbe komorek lub bioobjeto$é). Mozna zastosowaé alternatywne techniki, np. cyto-
metri¢ przeplywowa, fluorescencje chlorofilu in vitro lub in vivo (6) (7) lub gestos¢ optyczna, pod warunkiem ze
mozna wykaza¢ zadowalajaca korelacj¢ z biomasg w calym zakresie biomasy wystepujacym w badaniu.

pH roztwordéw mierzy si¢ na poczatku i na koricu badania.

Jesli dostepna jest procedura analityczna dla oznaczania badanej substancji w zastosowanym zakresie stezenia, roz-
twory testowe nalezy analizowa¢ celem sprawdzenia poczatkowych stezen i utrzymania stezen ekspozycji pod-
czas badania.
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W przypadku gdy jest prawdopodobne, ze st¢zenie beda w trakcie badania odbiegaé od nominalnych wartosci
o mniej niz 20 %, moze by¢ wystarczajaca analiza stezenia substancji testowej na poczatku i koficu badania ni-
skiego i wysokiego stezenia testowego oraz stezenia okoto spodziewanego EC,. Gdy natomiast jest mato praw-
dopodobne, ze stezenia pozostang w granicach 80-120 % nominalnej wartosci, to zaleca si¢ analize wszystkich
stezen testowych na poczatku i koficu badania. Dla substangji lotnych, nietrwatych lub silnie adsorbujacych zaleca
si¢ dodatkowe pobieranie probek do analizy w odstgpach 24-godzinnych w ciggu okresu ekspozycji, aby lepiej
okresli¢ strate substangji testowej. Dla tych substancji potrzebne beda dodatkowe replikaty. We wszystkich przy-
padkach oznaczenie stezen substancji testowej musi by¢ wykonywane tylko na jednym naczyniu z replikatem przy
kazdym stezeniu testowym (lub na zawarto$ciach naczyn polaczonych wedtug replikatu).

Pozywke testowa sporzadzong specjalnie do analizy stezen ekspozycji podczas badania nalezy potraktowa¢ iden-
tycznie, jak pozywki uzyte do badania, tzn. nalezy je zaszczepi¢ glonami i inkubowa¢ w identycznych warunkach.
Jezeli wymagana jest analiza stezenia rozpuszczonej substancji testowej, to moze by¢ konieczne oddzielenie glo-
néw od pozywki. Oddzielenia nalezy dokona¢ najlepiej przez odwirowanie przy matlej sile grawitacji, wystarcza-
jacej do osadzenia si¢ glonow.

Jesli istnieja dowody, Ze stezenie substancji testowej zostato zadowalajaco utrzymane w granicach + 20 % nomi-
nalnego lub zmierzonego poczatkowego stezenia w ciggu calego badania, to analiz¢ wynikéw mozna oprze¢ na
nominalnych lub zmierzonych wartosciach poczatkowych. Jesli odchylenie od nominalnego lub zmierzonego
poczatkowego stezenia jest wigksze niz + 20 %, to analize wynikow nalezy oprze¢ na Srednim geometrycznym ste-
zeniu w ciagu ekspozycji lub na modelach opisujacych spadek stezenia substancji testowej (3)(8).

Badanie inhibicji wzrostu glonéw odbywa si¢ w bardziej dynamicznym ukladzie probnym niz wigkszo$¢ innych
krétkookresowych badan toksycznosci wodnej. W rezultacie rzeczywiste stezenia ekspozycji mogg by¢ trudne do
okreslenia, zwlaszcza dla substancji adsorbujacych badanych w niskich stezeniach. W takich przypadkach znik-
nigcie substancji z roztworu przez adsorpcje do rosngcej masy glonéw nie oznacza, ze jest ona utracona z bada-
nego ukladu. Podczas analizowania wyniku badania nalezy sprawdzi¢, czy zmniejszeniu stgzenia substancji
testowej w trakcie badania towarzyszy zmniejszenie inhibicji wzrostu. Jezeli tak si¢ dzieje, to mozna rozwazy¢ za-
stosowanie odpowiedniego modelu opisujacego spadek stezenia substancji testowej (8). Jezeli nie, to odpowiednim
moze by¢ oparcie analizy wynikéw na poczatkowych (nominalnych lub zmierzonych) stezeniach.

Inne obserwacje

Nalezy przeprowadzi¢ obserwacje mikroskopowe w celu sprawdzenia, czy wyglad kultury inokulacyjnej jest nor-
malny i zdrowy oraz zaobserwowania ewentualnego anormalnego wygladu glonéw (ktéry moze by¢ spowodo-
wany ekspozycja na substancje testowa) na koricu badania.

Badanie graniczne

W pewnych okolicznosciach, np. gdy wstepne badanie wskazuje, ze substancja testowa nie ma toksycznych skut-
kéw w stezeniach do 100 mg-1™" lub do jej granicznej rozpuszczalnosci w pozywee testowej (zaleznie od tego, co
jest nizsze), mozna przeprowadzi¢ badanie graniczne polegajace na poréwnaniu odpowiedzi grupy kontrolnej i jed-
nej grupy poddawanej zabiegowi (o stezeniu 100 mg-1™! lub réwnym granicznej rozpuszczalnodci). Bardzo zale-
cane jest, aby bylo to poparte analizg stezenia ekspozycji. Do badania granicznego stosuja si¢ wszystkie poprzednio
opisane warunki badania i kryteria waznosci, poza tym ze liczba replikatéw poddawanych zabiegowi powinna wy-
nosi¢ co najmniej sze$¢. Zmienne odpowiedzi w grupie poddawanemu zabiegowi i w grupie kontrolnej mozna ana-
lizowaé przy uzyciu testu statystycznego do poréwnania $rednich, np. testu t Studenta. Jezeli wariancje obydwu
grup sg nierdwne, to nalezy wykonac test t skorygowany dla nieréwnych wariangji.

Modyfikacja w odniesieniu do mocno zabarwionych substancji

Napromienienie (intensywno$¢ $wiatla) powinno by¢ bliskie najwyzszych wartosci zakresu przewidzianego w tej
metodzie badania: 120pE m-2 s-1 lub wyzsze.

Droge strumienia $wiatla nalezy skréci¢ poprzez ograniczenie objetosci roztwordw testowych (zakres od 5
do 25 ml).

Nalezy zapewni¢ czgste poruszanie (np. poprzez umiarkowane potrzasanie), tak by glony byly cz¢sto wystawione
na intensywne napromienienie na powierzchni kultury.
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2.

2.1.

2.2.

DANE

WYKRESLENIE KRZYWYCH WZROSTU

Biomasa w naczyniach badawczych moze by¢ wyrazona w jednostkach surogatowego parametru uzytego do po-
miaru (np. liczby komoérek, fluorescencj).

Nalezy zestawi¢ w postaci tabelarycznej oszacowane stezenie biomasy w kulturach testowych i w kulturach kon-
trolnych wraz ze stezeniami badanego materiatu i czasami pomiaru zarejestrowanymi z dokladnoscia co najmniej
do pelnych godzin, aby sporzadzi¢ wykresy krzywych wzrostu. Na tym pierwszym etapie moga by¢ przydatne ska-
le zaréwno logarytmiczne, jak liniowe, lecz skale logarytmiczne sg obowigzkowe i na ogét dajg lepsza reprezen-
tacj¢ zmiennosci przebiegu wzrostu podczas okresu badania. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze nachylenie linii (tangens
kata nachylenia) oznacza wlasciwg szybko$¢ wzrostu.

Przy pomocy wykreséw nalezy zbada¢, czy kultury kontrolne wzrastaja wykladniczo ze spodziewana szybkoscig
w ciagu calego badania. Nalezy krytycznie zbada¢ wszystkie punkty danych oraz wyglad wykresow i sprawdzi¢
dane pierwotne i procedury pod katem mozliwych bledéw. Sprawdzi¢ w szczegdlnosci wszelkie punkty danych,
ktore wydaja si¢ odchylaé o blad systematyczny. Jezeli jest oczywiste, ze mozna stwierdzi¢ iflub uznaé za wysoce
prawdopodobne bledy proceduralne, to okreslony punkt danych oznacza si¢ jako wartos¢ oddalong i nie ujmuje
si¢ w pozniejszej analizie statystycznej. (Zerowe stezenie glondw w jednym z dwdch lub trzech naczyniach repli-
katéw moze oznaczal, ze naczynie to nie zostalo poprawnie zaszczepione lub zostalo niewlasciwie wyczyszczo-
ne). Powody odrzucenia punktu danych jako wartosci oddalonej nalezy wyraznie poda¢ w sprawozdaniu z badania.
Akceptowanymi powodami sg jedynie (rzadkie) bledy proceduralne, a nie tylko niedostateczna dokladnos¢. Pro-
cedury statystyczne dotyczace identyfikacji wartosci oddalonych majg ograniczone zastosowanie do zagadnienia
tego typu i nie moga zastapic specjalistycznej opinii. Warto$ci oddalone (zaznaczone jako takie) nalezy najlepiej
zachowa¢ wir6d punktéw danych przedstawionych w pézniejszej graficznej lub tabelarycznej prezentacji danych.

ZMIENNE ODPOWIEDZI

Celem badania jest okre$lenie wplywéw substancji testowej na wzrost glondw. Niniejsza metoda badawcza opisuje
dwie zmienne odpowiedzi, gdyz panistwa cztonkowskie maja rézne preferencje i potrzeby regulacyjne. Aby wyniki
badania byty mozliwe do przyjecia we wszystkich panstwach cztonkowskich, skutki nalezy oceniaé uzywajac oby-
dwu opisanych ponizej zmiennych odpowiedzi a) i b).

a)  Srednia whasciwa szybko§¢ wzrostu: te zmienng odpowiedzi oblicza sig na podstawie logarytmicznego przy-
rostu biomasy w ciagu okresu badania, wyrazonego na dzien.

b)  Uzysk: ta zmienng odpowiedzi jest biomasa na koncu badania minus poczatkowa biomasa.

Do celéw stosowania tej metody w ramach unijnego prawodawstwa, z powodéw opisanych ponizej, obliczanie
wynikéw powinno opiera¢ si¢ na $redniej wlasciwej szybkosci wzrostu. Nalezy zwroci¢ uwage, ze wartoéci tok-
sycznosci obliczone przy uzyciu tych dwu zmiennych odpowiedzi nie s poréwnywalne i réznica musi by¢ roz-
poznana, gdy uzywa si¢ wynikéw badania. Jezeli zachowane sa warunki badania okreslone w niniejszej metodzie
badawczej, to wartosci EC oparte o $rednig whasciwg szybkos¢ wzrostu (E,C,) zwykle bywaja wyzsze od wartosci
opartych o uzysk (E,C,), ze wzgledu na podstawe matematyczna odnosnych podejé¢. Nie nalezy tego interpreto-
wac jako roznicg czuto$ci pomigdzy dwiema zmiennymi odpowiedzi, lecz jedynie Ze wartosci te sa matematycznie
rézne. Pojecie $redniej wlasciwej szybko$ci wzrostu oparte jest o 0gdlny wykladniczy przebieg wzrostu glonéw
w nieograniczonych kulturach, gdzie toksycznos¢ jest szacowana na podstawie wplywow na szybko$¢ wzrostu, nie
bedac zalezng od bezwzglednego poziomu wiasciwej szybko$ci wzrostu kultury kontrolnej, nachylenia krzywej ste-
zenie—odpowied?Z lub czasu trwania badania. Natomiast wyniki oparte o zmienng odpowiedzi w postaci uzysku sa
zalezne od wszystkich tych pozostalych zmiennych. E,C, jest zalezne od wlasciwej szybkosci wzrostu gatunkéw
glonéw uzytych w kazdym badaniu oraz od maksymalnej wlasciwej szybko$ci wzrostu, ktéra moze by¢ rézna dla
réznych gatunkéw, a nawet dla réznych szczepéw glonéw. Tej zmiennej odpowiedzi nie powinno si¢ uzywacé do
poréwnywania czulo$ci na czynniki toksyczne pomigdzy gatunkami glonéw lub nawet réznymi ich szczepami.
Cho¢ do szacowania toksycznos$ci naukowo preferowane jest postugiwanie si¢ Srednia wlasciwa szybkoscig wzros-
tu, to oszacowania toksycznosci na podstawie uzysku sa rowniez ujete w niniejszej metodzie badawczej, aby uczy-
ni¢ zado§¢ obecnym wymogom regulacyjnym istniejacym w niektorych krajach.
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2.2.1.

2.2.2.

Srednia szybko$¢ wzrostu

Srednig whasciwa szybkos¢ wzrostu dla konkretnego okresu oblicza si¢ jako logarytmiczny przyrost biomasy z réw-
nania dla kazdego pojedynczego naczynia kultur kontrolnych i poddawanych zabiegowi:

lnX).—lnX‘. dgiedic!
”i—j_T (dzien™)
o

gdzie:
Iy jest Srednig whasciwa szybkoscia wzrostu od czasu i do j,

X;: jest biomasg o czasie i,

X jest biomasg o czasie j.

Dla kazdej grupy poddawanej zabiegowi i grupy kontrolnej nalezy obliczy¢ $rednia warto§¢ szybkosci wzrostu wraz
z 0szacowaniami wariancji.

Obliczy¢ $rednig wlasciwa szybko$¢ wzrostu w ciagu calego czasu trwania badania (zwykle dni 0-3), jako poczat-
kowa warto$¢ uzywajac nominalnie zaszczepiong biomase, zamiast zmierzonej poczatkowej wartosci, poniewaz
w ten sposob zwykle uzyskuje si¢ wicksza dokladnos¢. Jezeli urzadzenie uzywane do pomiaru biomasy pozwala
na dostatecznie dokladne okreslenie malej biomasy inokulum (np. cytometr przeptywowy), to mozna uzy¢ zmie-
rzonego poczatkowego stezenia biomasy. Oceni¢ réwniez szybko$¢ wzrostu dla poszczegdlnych odcinkéw, obli-
czong jako wlasciwe szybkosci wzrostu dla kazdego dnia w trakcie badania (dni 0-1, 1-2 i 2-3) oraz zbadad, czy
szybkos¢ wzrostu w kulturze kontrolnej pozostaje stala (zob. kryteria walidacji, sekcja 1.7). Znaczaco nizsza wia-
Sciwa szybko$¢ wzrostu w pierwszym dniu od ogdlnej Sredniej wlasciwej szybkosci wzrostu moze oznaczaé faze
zwloki. Podczas gdy faze zwloki mozna zminimalizowac i praktycznie wyeliminowaé w kulturach kontrolnych
przez odpowiednie rozmnozenie kultury pierwotnej, to faza zwloki w kulturach poddanych ekspozycji moze ozna-
czaé regeneracje po poczatkowym stresie toksycznym lub zmniejszong ekspozycje wskutek straty substancji te-
stowej (W tym jej sorpcji na biomasie glonéw) po poczatkowej ekspozycji. Stad, mozna okresli¢ szybko$¢ wzrostu
dla poszczegblnych odcinkdw, aby oceni¢ skutki substancji testowej wystepujace w ciggu okresu ekspozydji. Istot-
ne réznice pomigdzy szybkoscig wzrostu dla poszczegdlnych odcinkéw a $rednig szybko$cig wzrostu oznaczaja
odchylenie od stalego wykladniczego wzrostu i uzasadniaja dokladne zbadanie krzywych wzrostu.

Nalezy obliczy¢ procentows inhibicje szybkosci wzrostu dla kazdego replikatu poddawanego zabiegowi, wedtug
nastepujacego rownania:

He—Hp

Be

%I = x 100
gdzie:

%l procentowa inhibicja Sredniej whasciwej szybkosci wzrostu,

Be: warto$c Srednia $redniej wlasciwej szybkosci wzrostu () w grupie kontrolnej,

P Srednia wlasciwa szybko$¢ wzrostu dla replikatu poddawanego zabiegowi.

Gdy do sporzadzenia roztworéw testowych uzyte sa rozpuszczalniki, w obliczeniu procentowej inhibicji nalezy
uzy¢ grup kontrolnych z rozpuszczalnikiem zamiast grup kontrolnych bez rozpuszczalnika.

Uzysk

Uzysk oblicza si¢ jako biomasg¢ na konicu badania minus biomasa na poczatku badania dla kazdego pojedynczego
naczynia z replikatami kontrolnymi i replikatami poddawanymi zabiegowi. Dla kazdego stezenia testowego i gru-
py kontrolnej nalezy obliczy¢ $rednig warto$¢ uzysku wraz z oszacowaniami wariancji. Dla kazdego replikatu
poddawanemu zabiegowi mozna obliczy¢ procentows inhibicje uzysku (%L,) w nastepujacy sposéb:

(Yc B YT)

%Iy= x 100

C
gdzie:
%1 procentowa inhibicja uzysku,

Yo $rednia warto$¢ uzysku w grupie kontrolnej,

Y warto$¢ uzysku dla replikatu poddawanemu zabiegowi.
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2.3.

2.4,

WYKRESLENIE KRZYWEJ] ODPOWIEDZI STEZENIOWE]

Nalezy wykresli¢ procent inhibicji w zaleznosci od logarytmu stezenia substancji testowej i doktadnie zbada¢ wy-
kres, pomijajac kazdy punkt danych, ktéry zostat potraktowany jako warto$¢ oddalona w pierwszej fazie. Nalezy
dopasowac lini¢ gtadka pomiedzy punktami danych na oko lub za pomoca komputerowej interpolacji, aby uzys-
kaé pierwsze wrazenie zaleznosci odpowiedzi st¢zeniowej, a nast¢pnie kontynuowaé z zastosowaniem bardziej
szczegdlowej metody, najlepiej komputerowej metody statystycznej. W zaleznosci od zamierzonego wykorzysta-
nia danych, jakosci (doktadnosci) i ilosci danych, jak rowniez dostgpnosci narzedzi do analizy danych, mozna po-
stanowic (co niekiedy jest nalezycie uzasadnione), aby przerwac analiz¢ danych na tym etapie i po prostu odczytaé
glowne wielkosci ECsq i EC, (oraz/lub EC,,) z dopasowanej na oko krzywej (zob. rowniez ponizej — sekcja do-
tyczaca skutkéw stymulacyjnych). Do waznych powodéw niezastosowania metody statystycznej moga naleze¢
nastepujace:

— Dane nie s3 odpowiednie do tego, aby metody komputerowe przyniosty wyniki bardziej wiarygodne od uzys-
kanych na podstawie specjalistycznej oceny — w takich sytuacjach, niektére programy komputerowe moga
nawet nie dostarczy¢ wiarygodnego rozwigzania (iteracje moga nie osiagna¢ zbieznosci, itp.).

— Odpowiedzi stymulacyjnego wzrostu nie mogg by¢ w zadowalajgcy sposob poddane obrébee przy uzyciu do-
stepnych programéw komputerowych (zob. ponizej).

PROCEDURY STATYSTYCZNE

Celem jest uzyskanie ilo§ciowej zaleznosci stezenie—odpowiedZ za pomocg analizy regresji. Mozliwe jest zastoso-
wanie wazonej regresji liniowej po przeprowadzeniu linearyzujacej transformacji danych odpowiedzi — na przy-
klad do jednostek probit lub logit albo Weibulla (9), lecz preferowane sa procedury regresji nieliniowej, ktore lepiej
znoszg nieuniknione nieregularnosci danych i odchylenia od gladkich rozkladéw. Przy zblizaniu si¢ do zerowej lub
do catkowitej inhibicji, nieregularnosci takie mogg zosta¢ powiekszone przez transformacje, zaklocajac analize (9).
Nalezy zwrdci¢ uwage, ze standardowe metody analizy przy uzyciu transformat probit, logit lub Weibulla sg prze-
znaczone do stosowania do danych kwantalowych (np. $miertelnosci lub przezywalnosci) i musza zostaé zmody-
fikowane z dostosowaniem do danych szybko$ci wzrostu lub biomasy. Szczegdtowe procedury wyznaczania
warto$ci EC, na podstawie ciaglych danych mozna znalezé w (10), (11) i (12). Zastosowanie analizy regresji nie-
liniowej jest dalej opisane szczegétowo w dodatku 4.

Dla kazdej zmiennej odpowiedzi, ktéra ma by¢ analizowana nalezy uzy¢ zaleznosci stezenie-odpowiedz do obli-
czenia oszacowan punktowych wartosci EC,. Gdy to mozliwe, dla kazdego oszacowania nalezy okresli¢ granice
ufnosci 95 %. Dokladnoé¢ dopasowania danych odpowiedzi do modelu regresji nalezy oceni¢ graficznie lub sta-
tystycznie. Analizg regresji nalezy przeprowadzi¢ uzywajac odpowiedzi indywidualnych replikatéw, a nie $rednich
z grup poddawanych zabiegowi. Jesli jednak dopasowanie krzywej nieliniowej jest trudne lub nie udaje si¢ z po-
wodu zbyt duzego rozrzutu danych, to problem mozna oming¢ wykonujac regresje na $rednich z grup, jako prak-
tyczny spos6b ograniczenia wplywu podejrzewanych wartosci oddalonych. Wybranie tej opcji nalezy zaznaczy¢
w sprawozdaniu z badania jako odstgpstwo od normalnej procedury wynikle stad, ze dopasowania krzywej przy
pomocy indywidualnych replikatow nie daly dobrego rezultatu.

Oszacowania EC;, i granice ufnodci mozna réwniez otrzymac przy uzyciu interpolacji liniowej z fadowaniem po-
czatkowym (13), jezeli dostepne modele/metody regresji sa nicodpowiednie do danych.

W celu oszacowania LOEC, a stad NOEC, oraz wplywow substancji testowej na szybko$¢ wzrostu, konieczne jest
poréwnanie $rednich z grup poddawanych zabiegowi przy uzyciu technik analizy wariancji (ANOVA). Srednia dla
kazdego stezenia nalezy nastepnie poréwnaé ze $rednig kontrolng przy uzyciu odpowiedniej metody wielokrot-
nego poréwnania lub testu trendu. Przydatny moze by¢ test Dunnetta lub Williamsa (14)(15)(16)(17)(18). Nalezy
oceni, czy przyjete w ANOVA zalozenie homogenicznosci wariancji pozostaje w mocy. Oceng t¢ mozna prze-
prowadzi¢ graficznie lub za pomoca formalnego testu (18). Odpowiednimi do tego celu testami sg testy Levene’a
lub Bartletta. Niespelnienie zalozenia o homogenicznosci wariancji mozna niekiedy skorygowac za pomoca loga-
rytmicznego przeksztalcenia danych. Jezeli heterogeniczno$¢ wariancji jest skrajnie duza i nie moze by¢ skorygo-
wana przez transformacje, to nalezy rozwazy¢ analize za pomocg metod takich, jak testy trendu stopniowego
obnizania Jonkheere’a. Dodatkowe wskazowki dotyczace wyznaczania NOEC mozna znalezé w (12).

Rozwdj naukowy, jaki ostatnio nastgpil, doprowadzit do zalecenia zarzucenia pojecia NOEC i zastgpienia go re-
gresja oparta o oszacowania punktowe EC,. Dla niniejszego badania glonéw nie ustalono odpowiedniej wartos-
ci x. Odpowiednim wydaje si¢ przedzial 10-20 % (w zaleznosci od wybranej zmiennej odpowiedzi), a najlepiej
nalezy podaé zaréwno EC,, jak i EC,,.
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2.5.

2.6.

3.1.

STYMULACJA WZROSTU

Niekiedy obserwuje si¢ stymulacje wzrostu (ujemna inhibicja) przy niskich stgzeniach. Moze to wynika¢ z horme-
zy (,toksycznej stymulacji”) lub z dodania stymulujgcych czynnikéw wzrostu z badanym materialem do uzytej mi-
nimalnej pozywki. Nalezy zwrdci¢ uwage, Ze dodanie nieorganicznych sktadnikéw odzywczych nie powinno mieé
zadnego bezposredniego wplywu, poniewaz badana pozywka powinna zachowa¢ nadmiar skladnikéw odzyw-
czych w ciagu calego badania. Stymulacje niskodawkowa mozna zwykle pomina¢ w obliczeniach ECs,, chyba ze
jest skrajna. Jednakze, jesli jest ona skrajna lub ma by¢ obliczona warto$¢ EC, dla malego x, to moga by¢ wyma-
gane specjalne procedury. Nalezy unika¢ usuwania odpowiedzi stymulacyjnych z analizy danych, jesli to mozli-
we i jezeli dostepne oprogramowania do dopasowywania krzywych nie moze przyja¢ drobnej stymulacji, to mozna
postuzy¢ si¢ interpolacja liniows z fadowaniem poczatkowym (19).

NIETOKSYCZNE HAMOWANIE WZROSTU

Materialy badane pochtaniajace $wiatto moga przyczyniaé si¢ do redukgji szybkosci wzrostu, poniewaz zacienie-
nie zmniejsza ilo$¢ dostgpnego $wiatla. Takie fizyczne typy oddzialywan nalezy oddzieli¢ od oddziatywan toksycz-
nych przez zmodyfikowanie warunkéw badania i podad je odrgbnie w sprawozdaniu. Wskazéwki mozna znalezé
w(2)i(3).

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badania musi zawiera¢ nastgpujace informacje:

Substancja testowa:

— fizyczny charakter i stosowne wiasnosci fizykochemiczne, w tym graniczna rozpuszczalno$é w wodzie,
— dane identyfikacyjne substancji chemicznej, w tym czystos¢.

Badane gatunki:

—  szczep, dostawca lub Zrédlo oraz zastosowane warunki kultury.

Warunki badania:

— data rozpoczgcia badania i czas jego trwania,

— opis planu badania: naczynia badawcze, objetosci kultur, gesto$¢ biomasy na poczatku badania,
— sklad pozywki,

— stezenia testowe i replikaty (np. liczba replikatow, liczba stezen testowych oraz zastosowany
postep geometryczny),

— opis sporzadzania roztwordw testowych, w tym uzycia rozpuszczalnikow, itp.,
— aparatura do hodowli kultur,

— natgzenie i jako$¢ $wiatta (Zrédo, jednorodnosé),

— temperatura,

— stezenia testowe: nominalne stezenia testowe oraz wszelkie wyniki analiz okreslania st¢zenia substancji te-
stowej w naczyniach badawczych. Nalezy poda¢ sprawnos¢ odzyskowa metody oraz granice kwantyfikacji
w zestawie badawczym,

— wszelkie odstgpstwa od niniejszej metody badawczej,
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metoda okreslania biomasy oraz dowody korelacji pomigdzy mierzonym parametrem a cigzarem masy suche;.

Wyniki:

wartosci pH na poczatku i na koncu badania przy wszystkich zabiegach,
biomasa dla kazdej kolby w kazdym punkcie pomiarowym oraz metoda pomiaru biomasy,
krzywe wzrostu (wykres zaleznosci biomasy od czasu),

obliczone zmienne odpowiedzi dla kazdego replikatu poddawanemu zabiegowi, wraz z warto$ciami $redni-
mi i wspélczynnikami zmiennosci dla replikatow,

graficzne przedstawienie zaleznosci stezenie/skutek,

oszacowania toksycznosci dla zmiennych odpowiedzi, np. ECs, EC, o, EC, oraz zwigzane z nimi przedzialy
ufnosci. W przypadku obliczenia — LOEC i NOEC oraz metody statystyczne uzyte do ich wyznaczenia,

jezeli zastosowana zostala ANOVA — wielko$¢ skutku, ktéry mozna wykry¢ (np. najmniejsza
znaczgca roznica),

wszelka stymulacja wzrostu stwierdzona w ktorejkolwiek probie,
wszelkie zaobserwowane skutki, np. morfologiczne zmiany glonéw,

omoéwienie wynikéw, w tym ewentualny wplyw na wynik badania wynikajacy z odstgpstw od niniejszej me-
tody badawczej.
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Dodatek 1
Szczepy wykazane jako odpowiednie do badania

Zielenice

—  Pseudokirchneriella subcapitata, (poprzednio znana pod nazwa Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4,
61.81 SAG

—  Desmodesmus subspicatus (poprzednio znana pod nazwa Scenedesmus subspicatus) 86.81 SAG

Okrzemki
—  Navicula pelliculosa, UTEX 664

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

Zrédha szczepow
Zalecane szczepy sa dostgpne w postaci kultur jednoalgowych z nastepujacych kolekeji (w kolejnosci alfabetycznej):

ATCC: American Type Culture Collection (Amerykanska kolekcja typokulturowa)
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

USA

CCAP, Culture Collection of Algae and Protozoa (Kolekcja kulturowa glonéw i pierwotniakéw)
Institute of Freshwater Ecology (Instytut Wéd Stodkich),

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria

LA22 OLP

ZJEDNOCZONE KROLESTWO

SAG: Collection of Algal Cultures (Kolekcja kultur glonow)
Inst. Plant Physiology (Instytut Fizjologii Roslin)
University of Gottingen (Uniwersytet w Getyndze)
Nicholausberger Weg 18

D-3400 Gottingen

NIEMCY

UTEX Culture Collection of Algae (Kulturowa kolekcja glonow)

Section of Molecular, Cellular and Developmental Biology (Sekcja Biologii Molekularnej, Komérkowej i Rozwojowej)
School of Biological Sciences (Wydziat Nauk Biologicznych)

the University of Texas at Austin (Uniwersytet Teksariski w Austin)

Austin, Texas 78712

USA
Wyglad i charakterystyka zalecanych gatunkéw
P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Wyglad Zakrzywione, | Owalne, Paleczki Lancuchy Pateczki
skrecone przewaznie owalnych
pojedyncze pojedyncze komérek
komoérki komoérki
Rozmiar (L x W) pm 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x3,7 4,5 x 3 6 x1
Objetosé komérki 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 2,5 ()
(um’[komérke)
Cigzar masy suchej 2-3x 1078 3-4x107% 3-4x107% 1-2x 1078 2-3x107°
(mg/komorke)
Szybko§¢ wzrostu (3) (dzien™) | 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(") Zmierzono za pomocg elektronicznego licznika czastek.
(?) Obliczono na podstawie rozmiaru.

(}) Najczgsciej obserwowana szybko§¢ wzrostu w pozywce OECD przy natezeniu $wiatla ok. 70 pE-m

2671

iw temp. 21 °C.
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Szczeg6lne zalecenia dotyczace hodowli kultur i postgpowania z zalecanymi gatunkami prébnymi

Pseudokirchneriella subcapitata i Desmodesmus subspicatus

Te zielenice sg na og6t tatwe do utrzymania w réznych pozywkach do hodowli kultur. Informacje dotyczace odpowiednich
pozywek dostepne sa od kolekeji kultur. Komérki sg zazwyczaj odosobnione i pomiary gesto$ci komérek mozna tatwo wy-
kona¢ przy uzyciu elektronicznego licznika czastek lub mikroskopu.

Anabaena flos-aquae

Do hodowania kultury podstawowej mozna uzywaé réznych pozywek. Szczegdlnie wazne jest niedopuszczenie, aby pod-
czas odnawiania kultura seryjna nie przekroczyta logarytmicznej fazy wzrostu, gdyz powr6t do normy w tym momencie
jest trudny.

Anabaena flos-aquae tworzy skupiska wchodzacych w siebie nawzajem faficuchéw komoérek. Rozmiar tych skupisk moze
zmienia¢ si¢ w zaleznosci od warunkéw hodowania kultury. Moze by¢ konieczne rozbicie tych skupisk, gdy do okreslania
biomasy stosuje si¢ liczenie mikroskopowe lub elektroniczny licznik czastek.

Do rozbicia tancuchéw w celu zmniejszenia zmiennosci zliczania mozna zastosowaé nadzwigkawianie. NadZwigkawianie
dluzsze niz wymagane do rozbicia taficuchéw na krétsze odcinki moze zniszczy¢ komoérki. Natezenie i czas trwania nad-
zwigkawiania muszg by¢ identyczne dla kazdego zabiegu.

Aby pozwoli¢ skompensowac zmienno$¢, nalezy zliczy¢ na hemocytometrze dostateczng ilo$¢ pél (co najmniej 400 ko-
morek). Poprawi to rzetelno§¢ mikroskopowych oznaczen gestosci.

Do wyznaczenia catkowitej objgtosci komérek Anabaena mozna uzy¢ elektronicznego licznika czastek, po uprzednim roz-
biciu faficuchéw komorek za pomoca ostroznego nadzwigkawiania. Nalezy wyregulowaé energi¢ nadZwigkawiania, aby
unikng¢ rozerwania komorek.

Nalezy uzy¢ mieszadta wirowego lub podobnej odpowiedniej metody dla zapewnienia, ze zawiesina glonéw uzyta do za-
szczepienia naczyf badawczych jest dobrze wymieszana i jednorodna.

Naczynia badawcze nalezy ustawi¢ na orbitalnym lub posuwno-zwrotnym stole wibracyjnym przy okolo 150 obrotach na
minute. Alternatywnie, aby zmniejszy¢ tendencje Anabaena do tworzenia skupisk, mozna stosowaé przerywane mieszanie.
Jezeli wystepuje tworzenie si¢ skupisk, nalezy dotozy¢ starar, aby uzyskac reprezentatywne prébki do pomiaréw biomasy.
Aby rozbi¢ skupiska glonéw, przed pobraniem prébek moze by¢ konieczne energiczne mieszanie.

Synechococcus leopoliensis

Do hodowania kultury podstawowej mozna uzywac réznorodnych pozywek wzrostowych. Informacje o odpowiednich po-
zywkach sa dostepne od kolekgji kultur.

Synechococcus leopoliensis ro$nie w postaci odosobnionych komérek w ksztalcie pateczek. Komoérki sg bardzo mate, co kom-
plikuje stosowanie zliczania mikroskopowego do pomiaréw biomasy. Przydatne sg tu elektroniczne liczniki czastek z wy-
posazeniem do liczenia czgstek o rozmiarach do okoto 1 pm. Mozna réwniez stosowaé pomiary fluorometryczne in vitro.

Navicula pelliculosa

Do hodowania kultury podstawowej mozna uzywac réznorodnych pozywek wzrostowych. Informacje o odpowiednich po-
zywkach sa dostgpne od kolekgji kultur. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze w pozywce wymagany jest krzemian.

Navicula pelliculosa w pewnych warunkach wzrostu moze tworzy¢ skupiska. Z uwagi na wytwarzanie lipidéw komérki glo-
néw wykazuja niekiedy tendencje do zbierania si¢ w warstewce powierzchniowej. W takich warunkach, podczas pobierania
podprébek do oznaczania biomasy nalezy podja¢ szczegdlne Srodki, aby uzyskaé reprezentatywne prébki. Moze by¢ po-
trzebne energiczne mieszanie, np. przy uzyciu mieszadta wirowego.
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Dodatek 2

Pozywki wzrostowe

Mozna uzywac jednej z nastgpujacych dwu pozywek wzrostowych:

Pozywka OECD: Oryginalna pozywka OECD TG 201, réwniez zgodna z ISO 8692

Pozywka AAP (EPA USA), réwniez zgodna z ASTM.

Sporzadzajac te pozywki, nalezy uzy¢ substancji chemicznych o czystoci do analizy oraz wody dejonizowanej.

Sktad pozywki AAP (EPA USA) oraz pozywki OECD TG 201

Sktadnik EPA OECD

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

() Stosunek molowy EDTA do zelaza przekracza nieco jeden. Zapobiega to wytraceniu si¢ Zelaza, a jedno-
cze$nie zminimalizowana jest chelatacja jonow metali cigzkich.

W badaniu z uzyciem okrzemka Navicula pelliculosa, obydwie pozywki nalezy uzupehi¢ Na,SiO;-9H,0, aby uzyskaé
stezenie 1,4 mg Sifl.

pH pozywki uzyskuje si¢ przy réwnowadze pomigdzy ukladem weglanowym pozywki a ci$nieniem czastkowym CO, w po-
wietrzu atmosferycznym. Przyblizona zalezno$¢ pomigdzy pH w temp. 25 °C a stezeniem molowym wodoroweglanu jest
nastepujgca:

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

Przy 15 mg NaHCO;, pH, = 7,5 (amerykariska pozywka EPA), a przy 50 mg NaHCOs/l, pH,, = 8,1 (pozywka OECD).
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Sktad pierwiastkowy pozywek

Pierwiastek EPA OECD

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

Sporzadzenie pozywki OECD

Sktadnik odzywczy

Stezenie w roztworze podstawowym

Roztwér podstawowy 1:
makroskladniki odzywcze

NH,Cl 1,5 gl
MgCl,-6H,0 1,2 ¢l
CaCl,2H,0 1,8 gl
MgSO,-7H,0 1,5gl!
KH,PO, 0,16 gI'!
Roztwér podstawowy 2: zelazo
FeCl,-6H,0 64 mgl™!
Na,EDTA-2H,0 100 mg1™
Roztwér podstawowy 3:
pierwiastki Sladowe
H;BO, 185 mgl™!
MnCl,-4H,0 415 mgl™!
ZnCl, 3 mgl™!
CoCl,-6H,0 1,5 mg 1™
Cu(Cl,-2H,0 0,01 mgl™!
Na,Mo0O,-2H,0 7 mg 1™
Roztwor podstawowy 4: wodoroweglan
NaHCO, 50 gl

Na,S$i0,-9H,0

Roztwory podstawowe nalezy wysterylizowa¢ przez filtracje przeponowa (Srednia $rednica poru 0,2 pm) lub przez obréb-
ke w autoklawie (120 °C, 15 min). Roztwory nalezy przechowywaé w ciemnosci w temperaturze 4 °C.

Roztworéw 2 i 4 nie poddawaé obrébce w autoklawie, lecz wysterylizowac je przez filtracj¢ przeponows.

Sporzadzi¢ pozywke wzrostowa dodajac odpowiednig objeto$¢ roztwordw podstawowych 1-4 do wody:

Doda¢ do 500 ml sterylizowanej wody:
— 10 ml roztworu podstawowego 1,
— 1 ml roztworu podstawowego 2,
— 1 ml roztworu podstawowego 3,

— 1 ml roztworu podstawowego 4.
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Uzupehi¢ wodg sterylizowang do 1 000 ml.

Odczekad nalezyty czas na utworzenie si¢ réwnowagi pomig¢dzy pozywka a CO,, jesli potrzeba, stosujac barbotaz steryl-
nym filtrowanym powietrzem przez kilka godzin.

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

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

Al1.3.9.

Al.4.

Al.6.

Sporzadzenie pozywki AAP

Doda¢ 1 ml kazdego roztworu podstawowego wymienionego w A1.2.1-A1.2.7 do okoto 900 ml wody dejonizo-
wanej lub destylowanej, a nastepnie rozcieficzy¢ do 1 1.

Roztwory podstawowe makrosktadnikéw odzywezych sporzadza sie, rozpuszczajac ponizsze sktadniki w 500 ml
wody dejonizowanej lub destylowanej. Reagenty A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3 oraz A1.2.4 mozna polaczy¢ w jeden roz-
twor podstawowy.

NaNO;—12,750 g.

MgCL,6H,0—6,082 g.

CaCl,2H,0—2,205 g.

Roztwdr podstawowy mikrosktadnikéw odzywczych—(zob. A1.3).
MgSO,-7H,0—7,350 g.

K,HPO,—0,522 g.

NaHCO,—7,500 g.

Na,Si05-9H,0—Zob. uwaga Al.1.

UWAGA Al.1 — Uzy¢ tylko do badanych gatunkow okrzemkow. Mozna dodaé bezposrednio (202,4 mg) lub za
pomocg roztworu podstawowego, aby otrzymac koricowe st¢zenie w pozywce wynoszace 20 mg/l Si.

Roztwér podstawowy mikroskladnikéw odzywezych sporzadza si¢, rozpuszczajgc ponizsze skladniki w 500 ml
wody dejonizowanej lub destylowanej:

H,BO,—92,760 mg.

MnCl,-4H,0—207,690 mg.

ZnCl,—1,635 mg.

FeCl;-6H,0—79,880 mg.

CoCl,"6H,0—0,714 mg.

Na,MoO,,-2H,0—3,630 myg.

CuCl,-2H,0—0,006 mg.

Na,EDTA-2H,0—150,000 mg.

[(Etylenodwunitrylo)czterooctan dwusodowy].

Na,SeO,5H,0—0,005 mg. Zob. uwaga Al.2.

UWAGA A1.2 — Uzy¢ tylko w pozywce dla kultur podstawowych gatunkéw okrzemkow.
Wyregulowa¢ pH do 7,5 £ 0,1 za pomocg 0,1 N lub 1,0 N NaOH lub HCL.

Przefiltrowaé pozywke do sterylnego pojemnika przez filtr przeponowy 0,22 pm, jezeli ma by¢ uzyty licznik cza-
stek, lub filtr 0,45 pm, jesli nie ma by¢ uzyty licznik czastek.

Pozywke nalezy przechowywaé w ciemnosci w temperaturze okolo 4 °C do czasu uzycia.
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Dodatek 3

Przyklad procedury hodowania kultur glonéw

Ogdlne spostrzezenia
Celem hodowania kultur w oparciu o ponizszg procedureg jest otrzymanie kultur glonéw do badan toksycznosci.

Nalezy uzy¢ odpowiednich metod dla zapewnienia, ze kultury glonéw nie bedg zakazone bakteriami. Pozadane moga by¢
kultury akseniczne, lecz musza zosta¢ utworzone i uzyte kultury jednoalgowe.

Wszystkie operacje nalezy przeprowadzaé w warunkach sterylnych, aby unikna¢ zanieczyszczenia bakteriami i innymi
glonami.

Sprzet i materiaty

Zob. w podsekji ,Aparatura” sekcji ,Metoda badawcza”.

Procedury otrzymywania kultur glonéw

Sporzgdzenie roztwordw skladnikéw odzywczych (pozywek):

Wszystkie odzywcze sole pozywki przygotowuje si¢ w postaci stezonych roztworéw podstawowych i przechowuje si¢
w ciemnym i zimnym miejscu. Roztwory te sterylizuje si¢ poprzez filtracjg lub obrobke w autoklawie.

Pozywke sporzadza si¢, dodajac odpowiednia ilo$¢ roztworu podstawowego do sterylizowanej wody destylowanej, uwaza-
jac, aby nie nastapito zakazenie. Do odzywki w postaci statej dodaje si¢ 0,8 procentu agaru.

Kultura podstawowa:

Kultury podstawowe sa to nieduze kultury glonéw, ktére przenosi si¢ regularnie do $wiezej pozywki, tak aby pelnita ona
role poczatkowego materialu probnego. Jezeli kultury nie s3 regularnie uzywane, to tworza smuzki na nachylonych rurkach
agaru. Nalezy przenies¢ je do $wiezej pozywki co najmniej raz na dwa miesigce.

Kultury podstawowe hoduje si¢ w kolbach stozkowych zawierajacych odpowiednia pozywke (o objetosci okoto 100 ml).
Gdy glony sa inkubowane w temperaturze 20 °C przy cigglym o$wietleniu, to wymagane jest cotygodniowe przenoszenie.

Podczas przenoszenia, pewng ilos¢ ,starej” kultury przenosi si¢ przy pomocy sterylnych pipet do kolby ze $wieza pozywka,
tak aby w przypadku gatunkow szybko rosnacych poczatkowe stezenie byto okoto 100 razy mniejsze niz w starej kulturze.

Szybkos§¢ wzrostu gatunkéw mozna wyznaczy¢ z krzywej wzrostu. Jesli jest ona znana, to mozliwe jest oszacowanie ge-
stodci, przy ktorej kulture nalezy przenies¢ do nowego medium. Musi to zosta¢ wykonane, zanim kultura osiagnie fazg
$mierci.

Kultura pierwotna:

Kultura pierwotna stuzy do dostarczenia pewnej ilosci glonéw, odpowiedniej do zaszczepienia kultur przeznaczonych do
badania. Kultura pierwotna jest inkubowana w warunkach badania i zostaje uzyta w chwili, gdy nadal wykladniczo wzrasta,
zwykle po okresie inkubacji wynoszacym 2 do 4 dni. Gdy kultury algowe zawierajg zdeformowane lub anormalne komér-
ki, to nalezy je odrzuci¢.
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Dodatek 4

Analiza danych za pomocg regresji nieliniowej

Zasady ogdlne

Odpowiedz w badaniach glonéw i badaniach wzrostu innych mikroorganizméw — wzrost biomasy jest z natury zmienng
ciagla lub metryczng — szybkoscia procesu, jesli uzyta jest szybko$¢ wzrostu oraz jej catka po czasie, jesli wybrana jest bio-
masa. Obydwie zmienne odniesione sg do odpowiedniej $redniej odpowiedzi replikatowych nieeksponowanych grup kon-
trolnych wykazujacych maksymalna odpowiedz dla narzuconych warunkoéw — ze $wiatlem i temperatura jako gléwnymi
decydujgcymi czynnikami w badaniu glonéw. Uklad jest roztozony lub jednorodny i biomas¢ mozna rozpatrywac jako kon-
tinuum, nie biorac pod uwage indywidualnych komorek. Rozklad wariangji typu odpowiedzi dla takiego ukladu wiaze si¢
wylacznie z czynnikami do$wiadczalnymi (zwykle opisywanymi przez logarytmiczno-normalne lub normalne rozklady ble-
du). Stanowi to przeciwieristwo dla typowych odpowiedzi biooznaczania z danymi kwintalowymi, dla ktérych czesto przyj-
muje si¢, ze dominujaca skladowa wariancji jest tolerancja indywidualnych organizméw (zazwyczaj o rozkladzie
dwumianowym). Odpowiedziami kontrolnymi jest tu poziom zerowy lub tfa.

W nieskomplikowanej sytuacji, znormalizowana lub wzgledna odpowiedz, r, maleje monotonicznie od 1 (zerowe hamo-
wanie) do 0 (100-procentowe hamowanie). Nalezy zwrdci¢ uwage, Ze wszystkie odpowiedzi maja zwigzany z soba blad i ze
pozorne ujemne inhibicje mozna obliczy¢ jedynie jako wynik bledu przypadkowego.

Analiza regresji

Modele

Celem analizy regres;ji jest ilo$ciowe opisanie krzywej stezenie-odpowiedZ w postaci matematycznej funkeji regresji Y = f (C)
lub czesciej F (Z), gdzie Z = log C. Zastosowana jako odwrotno$¢ C = f ! (Y), pozwala ona na obliczenie wielkosci EC,, w tym
ECsq, ECy, 1 EC, oraz ich 95 % granic ufnosci. Wykazano, ze kilka prostych matematycznych postaci funkcyjnych z po-
wodzeniem opisuje zaleznosci stgzenie-odpowiedz uzyskiwane w badaniach inhibicji wzrostu glonéw. Do funkgji tych na-
lezy, na przyklad, réwnanie logarytmiczne, niesymetryczne réwnanie Weibula oraz funkcja rozkladu logarytmiczno-
normalnego, z ktérych wszystkie s3 krzywymi sigmoidalnymi dazacymi asymptotycznie do jednosci dla C —+ 0 oraz do zera
dla C — nieskoficzonosci.

Ostatnio zaproponowang alternatywq dla modeli asymptotycznych jest zastosowanie modeli opartych na cigglych funk-
cjach progowych (np. modelu Koymana ,dla inhibicji wzrostu populacji”, Koojjman i inni, 1996). Model ten zaklada brak
efektéw przy stezeniach ponizej pewnego progu, ECO+, ktéry oszacowywany jest przez ekstrapolacje zaleznosci odpowiedz-
stezenie z wyznaczeniem przecigcia z osig stezen przy uzyciu prostej funkdji ciaglej, ktéra nie jest rézniczkowalna w punk-
cie poczatkowym.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze analiza ta moze by¢ prosta minimalizacjg sum kwadratow resztkowych (zakladajac stala warian-
cje) lub kwadratéw wazonych, jezeli ma by¢ skompensowana heterogeniczno$¢ wariancji.

Procedura

Procedur¢ mozna przedstawi¢ nastgpujaco: wybraé odpowiednie réwnanie funkcyjne, Y = f (C), i dopasowac je do danych
za pomocg regresji nieliniowej. Najlepiej nalezy wykorzysta¢ wyniki pomiaréw z kazdej indywidualnej kolby, zamiast $red-
nich wartosci replikatéw, aby uzyska¢ mozliwie jak najwigcej informacji z danych. Jesli natomiast wariancja jest duza, to
praktyczne dowiadczenie sugeruje, iz Srednie wartosci replikatow moga okazac si¢ solidniejsza estymacja matematyczna,
mniej ulegajaca wplywowi systematycznych bledéw w danych, niz w przypadku zachowania kazdego indywidualnego punk-
tu danych.

Nalezy wykresli¢ dopasowana krzywa i nanie$¢ zmierzone dane i zbadaé, czy dopasowanie krzywej jest odpowiednie.
Szczegblnie przydatnym narzedziem o tego celu moze by¢ analiza reszt. Jezeli wybrana zalezno$¢ funkcyjna do dopasowa-
nia odpowiedzi st¢zenia nie opisuje dobrze calej krzywej lub istotnej jej czgsci, takiej jak odpowiedZ przy niskich steze-
niach, to nalezy wybra¢ inng mozliwo$¢ dopasowania krzywej — np. krzywa niesymetryczna, taka jak funkcja Weibula,
zamiast symetrycznej. Ujemne inhibicje moga stanowi¢ problem, na przyklad z funkcja rozkladu logarytmiczno-
normalnego,
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réwniez wymagajac alternatywnej funkgji regresji. Nie jest zalecane, aby takim ujemnych warto$ciom przypisywac zerowa
lub matg dodatnig wartos¢, poniewaz znieksztalca to rozklad btedow. Odpowiednim moze by¢ wykonanie oddzielnych do-
pasowan krzywej na czesciach krzywej, takich jak cz¢$¢ o malej inhibicji, aby oszacowac wielkosci ECy,, . Obliczy¢ z dopa-
sowanego rownania (za pomoca ,odwrotnej estymacji’, C = f ! (Y) oszacowania punktéw charakterystycznych EC, i podaé,
jako minimum, oszacowanie EC5, oraz jedno lub dwa oszacowania EC, , .. Do§wiadczenie uzyskane z praktycznych badan
wykazalo, ze doktadno$¢ badania glonéw zwykle pozwala na dos¢ dokladne oszacowanie na 10 % poziomie inhibicji, jezeli
istnieje dostateczna ilo§¢ punktéw danych — o ile, jako czynnik wiklajacy, nie wystepuje stymulacja przy niskich steze-
niach. Dokladno$¢ oszacowania EC,, jest czesto znacznie lepsza niz EC,, poniewaz EC,, zazwyczaj lezy na w przyblize-
niu liniowej czesci Srodkowej krzywej odpowiedzi stezeniowej. Niekiedy EC, , moze by¢ trudne do interpretacji z powodu
stymulacji wzrostu. Tak wiec, cho EC, , zwykle da si¢ uzyskac z dostateczng doktadnoscia, to réwniez zaleca sig, aby w spra-
wozdaniu zawsze podawaé EC,,.

Wspélczynniki wazenia

Doswiadczalna wariancja nie jest na ogét stata i zwykle zawiera sktadowa proporcjonalng, korzystnie jest zatem rutynowo
przeprowadzaé regresje wazong. Do takiej analizy przyjmuje si¢ zazwyczaj wspotczynniki wazenia odwrotnie proporcjo-
nalne do wariancji:

W, = 1/Var(r)

Wiele programéw regresyjnych pozwala wykonywaé opcje analizy regresji wazonej ze wspdlczynnikami wazenia podany-
mi w tabeli. Dogodnie jest znormalizowaé wspotczynniki wazenia przez pomnozenie ich przez n/E w; (n jest liczbg punk-
téw danych), tak aby ich suma réwnala si¢ jednosci.

Normalizowanie odpowiedzi

Normalizowanie przez $rednia odpowiedZ kontrolna stwarza pewne zasadnicze problemy i prowadzi do do$¢ skompliko-
wanej struktury wariancji. Dzielac odpowiedzi przez $rednig odpowiedZ kontrolng w celu uzyskania procentu inhibicji,
wprowadza si¢ dodatkowy blad spowodowany bledem sredniej kontrolnej. O ile blad ten nie jest pomijalnie maly, wspot-
czynniki wazenia w regresji i granice ufnosci nalezy skorygowaé pod wzgledem kowariancji za pomoca odpowiedzi kon-
trolnej (17). Nalezy zwrdci¢ uwage, ze wazna jest wysoka doktadno$¢ oszacowanej $redniej odpowiedzi kontrolnej, aby
zminimalizowa¢ ogdlng wariancj¢ dla wzglednej odpowiedzi. Wariancja ta jest nastgpujaca:

dolny indeks i odnosi si¢ do poziomu stezenia i a indeks dolny 0 do odpowiedzi kontrolnych)
Y; = Wzgledna odpowiedz = r;fry = 1 - 1=£ (C)
Z wariancjg:
Var (Y)) = Var (1;fry) 9 QY; [ 0 r)>Var(r;) + (0 Y/ 9 ro)*Var (r,)
a poniewaz
@Y/or)=1[ryi (@Y;[0r1y) =1ty *
majac dane o rozkladzie normalnym oraz m, i m, replikatow:
Var(r) = 6*|m;
catkowita wariancja wzglednej odpowiedzi, Y,, staje si¢ zatem:
Var(Y) = 62/(ry> m;) + r,20%[r,* m,

Blad $redniej kontrolnej jest odwrotnie proporcjonalny do pierwiastka kwadratowego z liczby usrednionych replikatéw kon-
trolnych i niekiedy moze by¢ uzasadnione ujecie danych historycznych i w ten sposéb znaczne zmniejszenie bledu. Alter-
natywna procedura polega nie na normalizowaniu danych i dopasowaniu bezwzglednych odpowiedzi, w tym danych
odpowiedzi kontrolnych, lecz wprowadzeniu, jako dodatkowego parametru, wartosci odpowiedzi kontrolnej, ktéra bedzie
dopasowana za pomoca regresji nieliniowej. Przy zwykle 2-parametrowym réwnaniu regresji metoda ta stwarza koniecz-
no$¢ dopasowania 3 parametréw, a przez to wymaga wiecej punktéw danych niz nieliniowa regresja danych, ktére sa znor-
malizowane przy pomocy zadanej odpowiedzi kontrolnej.
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Odwrotne przedzialy ufnosci

Obliczanie przedzialéw ufnosci regresji nieliniowej za pomocg odwrotnej estymacji jest do$¢ ztozZone i nie jest dostgpne jako
opcja standardowa w zwyklych pakietach statystycznych programéw komputerowych. Mozna otrzyma¢ przyblizone gra-
nice ufnosci za pomocy standardowych programéw regresji nieliniowej z reparametryzacjg (Bruce i Versteeg, 1992), co po-
lega na przepisaniu rownania matematycznego z zagdanymi oszacowaniami punktowymi, np. EC,, i EC,, jako parametrami,
ktére majg by¢ oszacowane. (Wezmy funkcje I = f (o, P, steZenie) i wykorzystajmy definicyjne zaleznosci f (a, P,
EC,0) =0,11if(a, B, EC5o) = 0,5, aby w miejsce f (a, B, stezenie) podstawi¢ rownowazna funkcje g (EC, o, ECs, stezenie)).

Bardziej bezposrednie obliczenie (Andersen i inni, 1998) przeprowadza si¢, zachowujac pierwotne réwnanie i stosujac roz-
winigcie w szereg Taylora wokot Srednich r; i r.

Ostatnio popularne staly si¢ ,metody fadowania poczatkowego” (,boot strap methods”). Metody takie wykorzystujg zmie-
rzone dane oraz czgste powtdrne probkowanie kierowane generatorem liczb losowych do szacowania empirycznego roz-
kladu wariancji.
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ZALACZNIK V

C.25. MINERALIZACJA TLENOWA W WODZIE POWIERZCHNIOWE] — SYMULACYJNE BADANIE

BIODEGRADAC(]I

METODA

Niniejsza metoda odpowiada OECD TG 309 (2004) (1).

WSTEP

Celem niniejszego badania jest zmierzenie czasowego przebiegu biodegradacji badanej substancji w matym steze-
niu w napowietrzonej naturalnej wodzie oraz ilo§ciowe wyrazenie wynikow obserwacji w postaci wyrazen szyb-
kosci w ujeciu kinetycznym. Niniejsze badanie symulacyjne jest laboratoryjna préba prowadzona w systemie
okresowym, oparta na metodzie wstrzasanej kolby, majaca na celu wyznaczenie szybkosci tlenowej biodegradacji
substancji organicznych w probkach naturalnej wody powierzchniowej (stodkiej, stonawej lub morskiej). Jest ono
oparte na ISO/DIS 14592-1 (2) i zawiera rowniez elementy zaczerpnigte w metod badawczych C.23 i C.24 (3)(4).
Ewentualnie, przy dlugich czasach badania, prowadzenie badania w systemie okresowym zastgpuje si¢ prowadze-
niem go w systemie pdlciagltym, aby nie dopusci¢ do pogorszenia si¢ stanu mikrokosmosu. Zasadniczym celem
symulagji jest okreslenie mineralizacji badanej substancji w wodzie powierzchniowej, przy czym mineralizacja sta-
nowi podstawe do wyrazenia kinetyki degradacji. Jednakze dodatkowym drugorzednym celem badania jest uzys-
kanie informacji o pierwotnej degradacji oraz informacji o gtéwnych produktach przemiany. Identyfikacja
produktéw przemiany oraz, jesli to mozliwe, ilosciowe okreslenie ich stezeri, sa szczegdlnie wazne w przypadku
substancji, ktore bardzo wolno ulegaja mineralizacji (np. przy pétokresach zaniku dla calkowitego szczatkowego
14C przekraczajacych 60 dni). Z powodu ograniczen analitycznych do identyfikacji i ilosciowego oznaczania gtéw-
nych produktéw przemiany zwykle nalezy uzywaé wyzszych stezenn badanej substancji (np. > 100 pg/l).

Niskie stezenie w niniejszym badaniu oznacza steZenie (np. mniejsze niz 1 pg/l — 100 pg/l), ktére jest na tyle ni-
skie, iz zapewnia, Ze kinetyka biodegradacji uzyskana w badaniu odzwierciedla kinetyki spodziewane w $rodowi-
sku. W stosunku do catkowitej masy ulegajacych biodegradacji substratéw weglowych dostgpnych w naturalnej
wodzie uzytej do badania badana substancja obecna w niskim stezeniu postuzy jako drugorzedny substrat. Ozna-
cza to, ze spodziewana kinetyka biodegradaciji jest kinetyka pierwszego rzedu (,nierosngca”) i ze badana substan-
cja moze ulega¢ degradacji poprzez ,kometabolizm”. Kinetyka pierwszego rzedu oznacza, iz szybko$¢ degradacji
(mg(l/dzie)) jest proporcjonalna do stezenia substratu, ktore maleje w czasie. W przypadku rzeczywistej kinetyki
pierwszego rzedu wlasciwa stata szybkosci degradacii, k, jest niezalezna od czasu i stezenia. Oznacza to, Ze k nie
zmienia si¢ znaczgco w trakcie przebiegu doswiadczenia i nie zmienia si¢ wraz ze zwigkszeniem stgzenia pomig-
dzy do$wiadczeniami. Z definicji stata wlasciwej szybkosci degradadji jest réwna wzglednej zmianie stezenia przez
czas k = (1/C) - (dC/dt). Cho¢ w zaleconych warunkach zwykle spodziewane sg kinetyki pierwszego rzedu, to moga
istnie¢ pewne sytuacje, w ktérych bardziej odpowiednie sa inne kinetyki. Odchylenia od kinetyki pierwszego rz¢-
du mozna obserwowa¢ np. wowczas, jezeli szybko$¢ biotransformacji jest ograniczana przez zjawiska zwigzane
z transportem masy, takie jak szybko$¢ dyfuzji, a nie przez szybko$¢ reakcji biologicznej. Jednakze dane mozna
niemal zawsze opisa¢ przy pomocy kinetyki pseudo pierwszego rzedu, przyjmujac stala szybkosci zalezna od
stezenia.

Przed badaniem nalezy dysponowaé danymi o podatno$ci na biodegradacj¢ badanej substancji w wyzszych ste-
zeniach (np. uzyskanymi ze standardowych préb przesiewowych), jak réwniez danymi o podatnosci na degrada-
cje abiotyczng, produktach przemian oraz istotnych wilasnosciach fizykochemicznych, w celu umozliwienia
przeprowadzenia planowania do$wiadczen oraz interpretacji wynikéw. Wyznaczenie podatnosci na ostateczng
biodegradacje umozliwia zastosowanie badanych substancji znakowanych za pomoca '*C i okreslenie rozkladu
fazy '*C na koficu badania. Gdy uzyta jest nieznakowana badana substancja, to ostateczng biodegradacje mozna
oszacowa¢ jedynie wowczas, jesli badane jest wyzsze stezenie i znane sg wszystkie gléwne produkty przemiany.

DEFINICJE

Pierwotna biodegradacja: strukturalna zmiana (przemiana) substancji chemicznej przez mikroorganizmy, powo-
dujaca utrat¢ chemicznej tozsamosci.

Biodegradacja funkcjonalna: strukturalna zmiana (przemiana) substancji chemicznej przez mikroorganizmy,
powodujaca utrate okreslonej wlasnosci.

Ostateczna biodegradacja tlenowa: rozklad substancji chemicznej przez mikroorganizmy w obecnosci tlenu do
dwutlenku wegla, wody i soli mineralnych wszelkich innych obecnych pierwiastkéw (mineralizacja) oraz wytwo-
rzenie nowej biomasy i produktéw organicznych biosyntezy drobnoustrojowej.
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Mineralizacja: rozkfad substancji chemicznej lub materii organicznej przez mikroorganizmy w obecnosci tlenu
do dwutlenku wegla, wody i soli mineralnych wszelkich innych obecnych pierwiastkow.

Faza zastoju: czas od rozpoczecia badania do osiggnigcia przystosowania si¢ przez mikroorganizmy powodujace
degradacj¢ oraz wzrostu stopnia biodegradacji substancji chemicznej lub materii organicznej do wykrywalnego po-
ziomu (np. 10 % maksymalnej teoretycznej biodegradacji, badZz nizszego, w zaleznosci od dokladnosci
techniki pomiarowe;).

Maksymalny poziom biodegradacji: zapisany w procentach stopien biodegradacji substancji chemicznej lub ma-
terii organicznej podczas badania, powyzej ktdrego nie nastepuje dalsza biodegradacja w trakcie badania.

Podstawowy substrat: zbior naturalnych zZrédel wegla i energii, ktére zapewniaja wzrost i utrzymanie biomasy
drobnoustrojowej.

Drugorzedny substrat: sktadnik substratowy obecny w tak niskim stezeniu, iz wskutek jego degradacji wiasci-
wym mikroorganizmom dostarczane s3 jedynie nieznaczne iloSci wegla i energii w poréwnaniu do ilo$ci we-
gla i energii dostarczanych w wyniku degradacji gtéwnych sktadnikéw substratowych (podstawowych substratow).

Stala szybkosci degradacji: kinetyczna stata szybkosci pierwszego rzedu lub pseudo pierwszego rzedu, k (d77),
ktora wskazuje szybko$¢ proceséw biodegradacji. Dla doswiadczenia prowadzonego okresowo k oszacowuje si¢
na podstawie poczatkowej czesci krzywej biodegradacji uzyskanej po kofcu fazy opdzniania.

Czas péltrwania, t, (d): termin uzywany do charakteryzowania szybkosci reakcji pierwszego rzedu. Jest to prze-
dzial czasu, ktory oApowiada zmniejszeniu si¢ stezenia o czynnik 2. Czas péltrwania i stata szybkosci biodegra-
dacji zwigzane sg réwnaniem t,), = In2/k.

Pélokres degradacji, DT, (d): termin uzywany do iloSciowego wyrazenia wyniku badan biodegradacji. Jest to
przedzial czasu, wraz z fazg opdzniania, potrzebny do osiggniecia wartosci biodegradacji wynoszacej 50 %.

Granica wykrywalno$ci (LOD) i granica kwantyfikacji (LOQ): granica wykrywalnosci (LOD) jest to stezenie
substancji, ponizej ktorego tozsamosci substancji nie mozna odrézni¢ od ubocznych efektow analitycznych. Gra-
nica kwantyfikacji (LOQ) jest to stezenie substancji, ponizej ktérego stezenia nie mozna oznaczy¢ z zadowalajaca
doktadnosci.

Rozpuszczony wegiel organiczny (RWO): ta cze$¢ wegla organicznego w probee wody, ktorej nie mozna usu-
naé za pomocy okreslonej metody rozdzielania faz, na przyklad poprzez odwirowanie przy 40 000 ms2
przez 15 min lub przez filtracj¢ przeponows z uzyciem przepon o $rednicy poréw 0,2 um—-0,45 pm.

Aktywno$¢ catkowitego organicznego "*C (TOA): catkowita aktywno$¢ '*C zwigzana z weglem organicznym.

Aktywno$¢ rozpuszczonego organicznego '*C (DOA): catkowita aktywno$¢ '*C zwigzana z rozpuszczonym
weglem organicznym.

Aktywno$é¢ organicznego '*C w postaci czastek statych (POA): catkowita aktywno$¢ '*C zwiazana z weglem
organicznym w postaci czgstek stalych.

STOSOWALNOSC BADANIA

Niniejsze badanie symulacyjne stosuje si¢ do nielotnych lub nieznacznie lotnych substancji organicznych bada-
nych w niskich stezeniach. Gdy uzywa si¢ kolb otwartych do atmosfery (np. zamknigtych wata), to substancje o sta-
tych prawa Henry'ego mniejszych niz okoto 1 Pa:m?/mol (ok. 107> atm'm?/mol) mozna w praktyce uwazaé za
nielotne. Gdy uzywa si¢ zamknigtych kolb z przestrzenia nad roztworem, to mozliwe jest badanie nieznacznie lot-
nych substandji (o statych prawa Henry'ego < 100 Pam’/mol lub < 107> atm'm?/mol) bez strat z ukfadu prébne-
go. Strata substancji znakowanych przy pomocy '*C moze wystapié, jesli nie zachowuje si¢ prawidtowych
srodkéw ostroznosci podczas usuwania CO,. W takich sytuacjach moze by¢ konieczne wychwycenie CO, w we-
wnetrznym absorberze z alkaliami lub uzycie zewnetrznego ukladu absorbera CO, (bezpo$rednie oznaczanie
1#C0,; zob. dodatek 3). Do wyznaczania kinetyki biodegradacji, st¢zenia badanej substancji musza by¢ nizsze od
jej rozpuszczalnodci w wodzie. Nalezy zwrocié uwage jednak, ze literaturowe wartoci rozpuszczalnosci w wo-
dzie mogg by¢ znacznie wyzsze niz rozpuszczalno$¢ badanej substancji w naturalnych wodach. Ewentualnie roz-
puszczalno$¢ badanych substancji szczegdlnie trudno rozpuszczalnych w wodzie mozna ustali¢ przy uzyciu
naturalnych wéd.

Metoda moze by¢ stosowana do symulowania biodegradacji w wodzie powierzchniowej wolnej od duzych cza-
stek (,proba pelagiczna”) lub w metnej wodzie powierzchniowej, ktora moze istnie¢ np. w poblizu granicy faz
woda/osad (,proba z zawieszonym osadem”).
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ZASADA BADANIA

Badanie przeprowadza si¢ w systemie okresowym przez inkubowanie badanej substancji sama woda powierz-
chniowg (,proba pelagiczna”) lub woda powierzchniowa doprawiong zawieszonymi czastkami stalymi/osadem
w ilo$ci 0,01-1 g/l suchej masy (,préba z zawieszonym osadem”), symulujac zbiornik wodny z zawieszonymi
czastkami stalymi lub ponownie zawieszonym osadem. Stezenie zawieszonych czastek stalychfosadu w dolnym
zakresie tego przedziatu jest typowe dla wigkszosci wod powierzchniowych. Kolby prébne inkubuje si¢ w ciem-
nosci w temperaturze Srodowiska w warunkach aerobowych, stosujac mieszanie. W celu okreslenia kinetyki de-
gradacji nalezy uzy¢ co najmniej dwoch réznych stezent badanej substancji. Stezenia powinny réznic si¢ od siebie
o czynnik 5-10 i powinny reprezentowac spodziewany zakres stezenn w Srodowisku. Maksymalne stezenie bada-
nej substancji nie powinno przekracza¢ 100 pg/l, lecz aby zapewni¢, ze biodegradacja bedzie przebiega¢ zgodnie
z kinetyka pierwszego rzedu preferowane jest stezenie wynoszace 10 pg/l lub mniej. Najnizsze stezenie nie po-
winno przekraczaé 10 pg/l, lecz preferowane sg nizsze stezenia probne, wynoszace 1-2 pg/l lub ponizej 1 pg/l.
Zwykle zadowalajaca analize tak niskich stezefl mozna wykonaé, uzywajac dostepnych w handlu substancji zna-
kowanych za pomocg '*C. Z uwagi na ograniczenia analityczne czgsto niemozliwe jest zmierzenie stezenia ba-
danej substancji z wymagana dokladnoscia, jezeli badana substancja jest zastosowana w stezeniu < 100 pg/1 (zob.
akapit drugi w sekcji 1.7.2). Do identyfikacji i iloSciowego oznaczenia gléwnych produktéw przemiany lub wéw-
czas, gdy nie jest dostepna konkretna metoda analityczna o niskiej granicy wykrywania, mogg by¢ stosowane wyz-
sze stezenia badanej substancji (> 100 pgfl, a niekiedy > 1 mgfl). Jezeli badane sg wysokie stgzenia badanej
substancji, to moze by¢ niemozliwe wykorzystanie wynikéw do oszacowania stalej i czasu péttrwania degradaciji
pierwszego rzedu, gdyz degradacja prawdopodobnie nie bedzie przebiegaé zgodnie z kinetyka pierwszego rzedu.

Degradacje $ledzi si¢ w odpowiednich odstepach czasu, mierzac resztkowy '*C lub stezenie resztkowe badanej sub-
stancji, gdy stosowana jest specyficzna analiza chemiczna. Oznakowanie za pomoca '*C najbardziej trwatej czesci
czasteczki zapewnia wyznaczenie catkowitej mineralizacji, podczas gdy oznakowanie przy pomocy '*C mniej
trwalej czesci czgsteczki, jak réwniez zastosowanie specyficznej analizy, umozliwia ocen¢ jedynie biodegradacji
pierwotnej. Jednakze najbardziej trwala cz¢$¢ czasteczki niekoniecznie obejmuje whasciwg funkcjonalng czgsé cza-
steczki (ktérg mozna powiazac z okre§long wlasnoscig, taka jak toksycznosé, bioakumulacja, itp.). W tej sytuadji,
aby §ledzi¢ eliminacje okreslonej wlasnosci, stosowne moze by¢ wykorzystanie badanej substancji, ktora jest ozna-
kowana za pomocg '*C w czeéci funkcjonalnej.

INFORMACJE O BADANE] SUBSTANC]I

Do niniejszego badania moga by¢ uzywane substancje probne zaréwno znakowane, jak i nieznakowane izotopem
promieniotwérczym. Zalecana jest technika znakowania za pomoca '*C i znakowanie zwykle powinno by¢ wy-
konane w najbardziej trwalej czesci(-ach) czasteczki (zob. réwniez — sekcja 1.4). W przypadku substancji zawie-
rajacych wigcej niz jeden pierScien aromatyczny, najlepiej jeden lub wigcej atomoéw wegla w kazdym pierScieniu
powinno by¢ oznakowanych za pomoca '*C. Ponadto, najkorzystniej jest, jesli za pomoca '*C oznakowany jest
jeden lub wigcej atoméw wegla po obydwu stronach wigzan tatwo ulegajacych degradacji. Chemiczna i/lub radio-
chemiczna czysto$¢ badanej substancji powinna wynosi¢ > 95 %. Dla substancji znakowanych izotopem promie-
niotworczym, preferowana jest aktywno$¢ wlasciwa wynoszgca ok. 50 pCi/mg (1,85 MBq) lub wigcej, aby ulatwié
pomiary '*C w badaniach prowadzonych przy niskich poczatkowych stezeniach. Powinny by¢ dostgpne naste-
pujace dane o badanej substancji:

— rozpuszczalno$¢ w wodzie [metoda A.6],

— rozpuszczalno$¢ w organicznym rozpuszczalniku(-ach) (substancje stosowane z rozpuszczalnikiem lub sub-
stancje o niskiej rozpuszczalno$ci w wodzie),

— stala dysocjacji (pKa), jezeli substancja jest podatna na protonacje lub deprotonacje [OECD TG 112] (5),
— ci$nienie pary [metoda A.4] oraz stala prawa Henry'ego,
— chemiczna trwalo$¢ w wodzie i w ciemnosci (hydroliza) [metoda C.7].

Gdy stabo rozpuszczalne w wodzie substancje sg badane w wodzie morskiej, to moze by¢ przydatna znajomo$é
stalej wysalania (lub stalej ,Setczenowa”) K°, ktéra okresla wyrazenie: log (S/S’) = K* C,,, w ktérym S i S jest
rozpuszczalnodcia, odpowiednio, w wodzie stodkiej i w wodzie morskiej, a C,,, stezeniem molowym soli.

Jezeli badanie przeprowadza si¢ jako ,probe zawieszonego osadu”, to powinny by¢ réwniez dostgpne nastepujace
dane:

— wsp6lczynnik podziatu n-oktanol/woda [metoda A.8],

—  wsp6lczynnik adsorpcji [metoda C.18].
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Do innych przydatnych danych moga nalezeé:

— stezenie w Srodowisku, jesli jest znane lub oszacowane,

—  toksyczno$¢ badanej substancji w stosunku do mikroorganizméw [metoda C.11],

— gotowa iflub naturalna podatno$¢ na biodegradacje [metody C.4 A-F, C.12, C.9, OECD TG 302 (5)],

— podatno$¢ na acrobowa lub anaerobowa biodegradacj¢ w badaniach przemiany w glebie i osadzie/wodzie
[metody C.23, C.24].

SUBSTANCJA ODNIESIENIA

Jako substancj¢ odniesienia nalezy zastosowac substancje, ktéra normalnie fatwo ulega degradacji w warunkach
aerobowych (4. aniling lub benzoesan sodu). Spodziewany okres dla degradacji aniliny i benzoesanu sodu wynosi
zwykle mniej niz 2 tygodnie. Zadaniem substancji odniesienia jest zapewnienie, ze aktywno$¢ drobnoustrojowa
wody zawiera si¢ w pewnych granicach, tzn. ze woda zawiera aktywna populacj¢ drobnoustrojow.

KRYTERIA JAKOSCI

Odzysk

Natychmiast po dodaniu badanej substancji kazde poczatkowe stezenie nalezy sprawdzi¢ poprzez pomiary ak-
tywnosci *C lub, w przypadku nieznakowanych substancji, za pomocg analiz chemicznych, w co najmniej pod-
wojnych prébkach. Dostarcza to informacji o stosowalnoéci i powtarzalnosci metody analitycznej oraz
o jednorodnosci rozktadu badanej substancji. Zwykle w pdzniejszych analizach danych uzywa si¢ zmierzonej po-
czatkowej aktywnosci '*C lub stezenia badanej substancji zamiast nominalnego stezenia, gdyz w ten sposéb kom-
pensuje si¢ straty spowodowane sorpcja i bledami dozowania. Dla substancji znakowanej za pomocg '*C poziom
odzysku na konicu do§wiadczenia dany jest przez bilans masy (zob. ostatni akapit w sekcji 1.8.9.4). Najlepiej jest,
jesli bilans masy znakowanej izotopem promieniotworczym zawiera si¢ w granicach 90-110 %, natomiast dla nie-
znakowanych badanych substancji dokladno$c analityczna powinna prowadzi¢ do poczatkowego odzysku wyno-
szacego 70-110 %. Zakresy te nalezy interpretowac jako docelowe i nie nalezy uzywac ich jako kryteriow dla
przyjecia badania. Ewentualnie dokladnos¢ analityczng mozna wyznaczy¢ dla badanej substancji w nizszym ste-
zeniu niz poczatkowe stezenie oraz dla gléwnych produktéw przemiany.

Powtarzalno$¢ i czulo$¢ metody analitycznej

Powtarzalno§¢ metody analitycznej (w tym wydajno$¢ poczatkowej ekstrakeji) w ilociowym oznaczaniu badanej
substancji oraz produktow przemiany, jesli stosowne, nalezy sprawdzi¢ za pomocag pigciu powtdrzonych analiz
indywidualnych ekstraktéw wody powierzchniowej.

Granica wykrywalnosci (LOD) metody analitycznej dla badanej substancji i dla produktow przemiany powinna wy-
nosi¢ co najmniej 1 % poczatkowej ilosci wprowadzonej do badanego ukladu, jesli to mozliwe. Granica kwanty-
fikacji (LOQ) powinna by¢ mniejsza lub réwna 10 % zastosowanego stezenia. Analizy chemiczne wielu substancji
organicznych i produktéw ich przemiany czesto wymagaja, aby badana substancja byla wprowadzona w stosun-
kowo duzym stezeniu, tj. > 100 pg/L.

OPIS METODY BADAWCZE]

Sprzet

Badanie mozna prowadzi¢ w kolbach stozkowych lub cylindrycznych o odpowiedniej pojemnosci (np. 0,5
lub 1,0 litra) zamknigtych korkiem silikonowym lub gumowym badZ w kolbach na surowicg z wieczkami szczel-
nymi dla CO, (np. przykrywkami z gumy butylowej). Inna mozliwoscig jest prowadzenie badania przy uzyciu wie-
lu kolb i zbieranie calych kolb, co najmniej podwdjnie, o kazdym czasie przewidzianym na pobranie prébki (zob.
ostatni akapit w sekeji 1.8.9.1). Dla nielotnych badanych substancji, ktére nie sg oznakowane izotopem promie-
niotworczym, nie sa wymagane gazoszczelne korki lub przykrywki; odpowiednie s3 luZne tampony z waty, ktore
zapobiegaja zanieczyszczeniu z powietrza (zob. akapit drugi w sekcji 1.8.9.1). Nieznacznie lotne substancje
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nalezy bada¢ w ukladzie typu biometr z fagodnym mieszaniem powierzchni wody. Aby by¢ pewnym, Ze nie wy-
stepuje zanieczyszczenie bakteryjne, przed uzyciem naczynia mozna dodatkowo wysterylizowaé przez ogrzanie
lub autoklawizowanie. Ponadto uzywany jest nastepujacy standardowy sprzet laboratoryjny:

—  st6t wibracyjny lub mieszadla magnetyczne do ciaglego mieszania kolb prébnych,
—  wirdwka,

—  pehametr,

— turbidymetr do nefelometrycznych pomiaréw zmetnienia,

—  piec lub kuchenka mikrofalowa do oznaczefi masy suchej,

— aparat do filtracji przeponowej,

— autoklaw lub piec do sterylizacji szkla laboratoryjnego,

— urzadzenia do manipulacji substancjami oznakowanymi przy pomocy '*C,

—  sprzet do ilosciowego okreslania aktywnosci '*C w prébkach pobranych z roztworéw wychwytujacych CO,
oraz, jesli to wymagane, w probkach osadu,

— sprzet analityczny do oznaczania badanej substancji (i substancji odniesienia), jezeli stosowana jest specy-
ficzna analiza chemiczna (np. chromatograf gazowy, wysokoci$nieniowy chromatograf cieczowy).

Roztwory wzorcowe badanej substancji

Do sporzadzenia roztworéw podstawowych badanej substancji i substancji odniesienia uzywa si¢ wody dejoni-
zowangj (zob. akapit pierwszy w sekeji 1.8.7). Woda dejonizowana powinna by¢ wolna od substancji, ktére moga
by¢ toksyczne dla mikroorganizmow, zas stezenie rozpuszczonego wegla organicznego (RWO) nie powinno by¢
wieksze niz 1 mg/l (6).

Pobranie i transport wody powierzchniowej

Miejsce do pobrania probki wody powierzchniowej nalezy wybra¢ stosownie do celu badania w danej sytuacji. Przy
wyborze miejsc do pobrania prébki nalezy wzia¢ pod uwage histori¢ mozliwych wprowadzanych zanieczyszczen
rolniczych, przemystowych lub domowych. Jezeli wiadomo, ze $rodowisko wodne byto zanieczyszczane badang
substancja lub jej strukturalnymi analogami w ciggu poprzednich czterech lat, to nie nalezy go wykorzystywac do
pobrania wody do badania, chyba ze wyraznym celem badacza jest zbadanie szybkosci degradacji w poprzednio
eksponowanych miejscach. W miejscu pobrania nalezy zmierzy¢ pH i temperature wody. Ponadto nalezy odno-
towac gleboko$¢ pobierania probki oraz wyglad probki wody (np. barwe i metnosé) (zob. sekcja 3). Nalezy zmie-
rzy¢ stezenie tlenu i/lub potencjal redoks w wodzie i w powierzchniowej warstwie osadu, aby wykaza¢ istnienie
warunkéw aerobowe, chyba ze jest to oczywiste na podstawie oceny wygladu i historycznych do§wiadczen doty-
czacych miejsca. Wode powierzchniows nalezy transportowaé w dokladnie wyczyszczonym pojemniku. Podczas
transportu, temperatura probki nie powinna znaczaco przekraczaé temperatury stosowanej w badaniu. Zalecane
jest ochtodzenie do temperatury 4 °C, jesli czas trwania transportu przekracza 2—3 godziny. Probki wody nie wol-
no zamrazac.

Przechowywanie i przygotowywanie wody powierzchniowej

Badanie najlepiej jest rozpoczaé w ciggu jednego dnia od pobrania probki. Przechowywanie wody, jesli konieczne,
powinno by¢ ograniczone do minimum i w zadnym wypadku nie moze przekroczy¢ maksymalnego okresu wy-
noszacego 4 tygodnie. Do czasu uzycia probke wody nalezy utrzymywaé w temperaturze 4 °C z napowietrza-
niem. Przed uzyciem nalezy usunaé duze czastki, np. za pomocs filtracji przez filtr nylonowy o rozmiarze
otworéw 100 pm lub przez zgrubny filtr papierowy badZ poprzez sedymentacje.

Sporzadzenie wody doprawionej osadem (do wyboru)

Do proby zawieszonego osadu do kolb zawierajacych naturalng wodg (przefiltrowana w celu usunigcia duzych cza-
stek, jak opisano w sekgji 1.8.4) dodaje si¢ osad powierzchniowy, aby uzyskaé zawiesing; stezenie zawieszonych
czastek stalych powinno zawierad si¢ w granicach 0,01-1 g/l. Osad powierzchniowy powinien pochodzi¢ z tego
samego miejsca, z ktérego pobrano probke wody. W zaleznosci od konkretnego Srodowiska wodnego osad po-
wierzchniowy moze charakteryzowac si¢ wysoka zawarto$cig wegla organicznego (2,5-7,5 %) i drobnoziarnista
strukturg lub niskg zawartoscia wegla organicznego (0,5-2,5 %) i gruboziarnistg struktura (3). Osad powierzch-
niowy mozna przygotowac nastgpujaco: pobrac kilka rdzeni osadu, uzywajac rurki z przezroczystego tworzywa
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sztucznego, natychmiast po pobraniu probek odcigé gérne warstwy aerobowe (od powierzchni do glebokosci
maks. 5 mm) i polaczy¢ je z soba. Otrzymana w wyniku probke osadu nalezy przetransportowaé w pojemniku
z duza objetoscig powietrza nad osadem, aby utrzymac¢ osad w warunkach aerobowych (ochlodzi¢ do tempera-
tury 4 °C, jesli czas transportu przekracza 2-3 godziny). Z prébki osadu nalezy sporzadzi¢ zawiesing w badanej
wodzie w stosunku 1:10 i do czasu uzycia utrzymywaé w temperaturze 4 °C z napowietrzaniem. Przechowywa-
nie osadu, jesli jest wymagane, powinno by¢ ograniczone do minimum i w Zadnym wypadku nie moze przekro-
czy¢ maksymalnego okresu wynoszacego 4 tygodnie.

Procedura pélciggla (do wyboru)

Jesli wystepuje dtuga zwloka czasowa, to moze by¢ wymagana dluzsza inkubacja (trwajgca kilka miesigcy), zanim
mozna bedzie zmierzy¢ znaczacg degradacje badanej substanciji. Jesli wiadomo o tym z poprzedniego badania sub-
stangji, to badanie mozna rozpoczad, stosujgc procedure pélciggla, ktora pozwala na okresowa wymiang czesci
badanej wody lub zawiesiny (zob. dodatek 2). Alternatywnie normalne badanie prowadzone w systemie okreso-
wym mozna zamieni¢ na badanie pélciagle, jesli nie zostala osiagnieta degradacja badanej substancji w ciggu oko-
fo 60 dni badania z uzyciem procedury okresowej (zob. akapit drugi w sekcji 1.8.8.3).

Dodanie substancji badanej (lub odniesienia)

W przypadku substancji o wysokiej rozpuszczalno$ci w wodzie (> 1 mg/L) i malej lotnosci (stale prawa Henry'ego
<1 Pam’/mol lub < 107> atm-m?|/mol) roztwér podstawowy mozna sporzadzi¢ w wodzie dejonizowanej (zob.
sekcja 1.8.2); odpowiednig objetos¢ roztworu podstawowego dodaje sie do naczyn probnych, aby uzyska¢ zadane
stezenie. Objeto$¢ kazdego dodawanego roztworu podstawowego nalezy ograniczy¢ do praktycznie mozliwego
minimum (< 10 % koricowej objetosci cieczy, jesli to mozliwe). Inna procedura polega na rozpuszczeniu badanej
substancji w duzej objeto$ci badanej wody, co mozna uwazaé za procedure alternatywna dla uzycia rozpuszczal-
nikéw organicznych.

Jesli to nieuniknione, roztwory podstawowe nielotnych substancji o stabej rozpuszczalnosci w wodzie nalezy spo-
rzadzié przy uzyciu lotnego rozpuszczalnika organicznego, lecz ilo$¢ rozpuszczalnika dodanego do ukladu nie po-
winna przekracza¢ 1% obj. i nie powinna mie¢ negatywnych wplywéw na aktywno$¢ drobnoustrojow.
Rozpuszczalnik nie powinien wplywaé na stabilno$¢ badanej substancji w wodzie. Rozpuszczalnik nalezy ogra-
niczy¢ do bardzo malej ilosci, tak aby nie zwigkszyt znaczaco stezenia RWO w badanej wodzie lub zawiesinie.
Nalezy to sprawdzi¢ za pomoca analizy specyficznej dla substangji lub, jesli to mozliwe, za pomoca analizy
RWO (6). Nalezy stara¢ si¢ ograniczy¢ ilo$¢ przenoszonego rozpuszczalnika do absolutnie niezbednej wielkosci
oraz upewnic sig, ze ilo$¢ badanej substancji moze rozpuscic si¢ w konicowej objetosci badanej wody. Do wpro-
wadzenia badanej substancji do naczyn prébnych mozna uzy¢ innych technik, takich jak opisane w (7) i (8). Gdy
do wprowadzenia badanej substancji uzyty jest rozpuszczalnik organiczny, to proby z rozpuszczalnikiem zawie-
rajgce badang wode (bez dodatkéw) i badang wodg z dodatkiem substancji odniesienia nalezy potraktowac po-
dobnie, jak aktywne naczynia prébne zaprawione badang substancjg w no$niku rozpuszczalnikowym. Celem
uzycia prob kontrolnych z rozpuszczalnikiem jest zbadanie mozliwych ujemnych skutkéw powodowanych przez
rozpuszczalnik w populacji mikroorganizméw, uwidocznionych przez degradacje substancji odniesienia.

Warunki badania

Temperatura badania

Inkubacja powinna odbywac si¢ w ciemnosci (preferowane) lub w rozproszonym $wietle w regulowanej tempe-
raturze ( 2 °C), ktérag moze by¢ temperatura polowa lub standardowa temperatura 20-25 °C. Temperaturg po-
lowa moze by¢ rzeczywista temperatura probki w czasie jej pobierania lub $rednia temperatura otoczenia
w miejscu pobierania probki.

Mieszanie

Nalezy zapewni¢ mieszanie poprzez ciggle wstrzgsanie lub mieszanie, aby utrzymac czgstki i mikroorganizmy
w zawiesinie. Mieszanie ulatwia réwniez przenoszenie tlenu z przestrzeni nad cieczg do cieczy, tak aby mogly by¢
nalezycie utrzymane warunki aerobowe. Ustawi¢ kolby na stole wibracyjnym (z predkoscia mieszania
ok. 100 obr./min) lub uzy¢ mieszadta magnetycznego. Mieszanie musi by¢ ciagle. Jednakze wstrzasanie lub mie-
szanie powinno by¢ mozliwie jak najbardziej fagodne, przy jednoczesnym utrzymywaniu jednorodnej zawiesiny.
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Czas trwania badania

Czas trwania badania zwykle nie powinien przekracza¢ 60 dni, chyba ze zastosowana jest procedura pélciggla
z okresowa wymiang badanej zawiesiny (zob. sekcja 1.8.6 i dodatek 2). Jednakze okres badania w przypadku préby
okresowej moze by¢ przedtuzony do 90 dni, jezeli degradacja badanej substancji rozpoczela sie w ciggu pierw-
szych 60 dni. Degradacje monitoruje si¢ w odpowiednich odst¢pach czasu poprzez wyznaczanie aktywnosci reszt-
kowego '*C lub wydzielonego '*CO, (zob. sekcja 1.8.9.4) i/lub za pomoca analizy chemicznej (sekcja 1.8.9.5).
Czas inkubacji musi by¢ wystarczajaco dlugi, aby oceni¢ proces degradacji. Stopien degradacji najlepiej powinien
przekraczaé 50 %; w przypadku substancji powoli ulegajacych degradacji, stopien degradacji musi by¢ dostatecz-
ny (zwykle wigkszy niz 20 % degradacji), aby zapewni¢ oszacowanie kinetycznej stalej szybkosci degradacji.

Nalezy prowadzi¢ okresowe pomiary pH i st¢zenia tlenu w ukladzie, chyba ze poprzednie do§wiadczenia uzys-
kane z podobnych badan z udzialem prébek wody i osadu pobranych z tego samego miejsca wskazuja, ze po-
miary takie sg niepotrzebne. W pewnych warunkach moze zdarzy¢ sig, ze metabolizm podstawowych substratow
przy znacznie wyzszych stezeniach w wodzie lub osadzie spowoduje na tyle duze wydzielenie si¢ CO, i wyczer-
panie si¢ tlenu, ze znaczgco zmieni warunki do$wiadczalne podczas badania.

Procedura

Przygotowanie kolb do proby pelagicznej

Przenie$¢ odpowiednig objetos¢ badanej wody do kolb prébnych do okoto jednej trzeciej objetosci kolby, ale nie
mniej niz okoto 100 ml. Jezeli uzytych jest wiele kolb (w celu umozliwienia zebrania calych kolb o kazdym czasie
pobierania probek), to odpowiednia objgto$¢ badanej wody réwniez wynosi okoto 100 ml, gdyz male objetosci
probek moga wplywad na dtugos¢ fazy zastoju. Badang substancje dodaje si¢ z roztworu podstawowego, jak opi-
sano w sekcjach 1.8.2 i 1.8.7. Nalezy uzy¢ co najmniej dwdch réznych stezen badanej substancji, rozniacych si¢
o czynnik 5-10, aby okresli¢ kinetyke degradacji i obliczy¢ kinetyczng stalg szybkosci degradacji. Obydwa wy-
brane st¢zenia powinny by¢ mniejsze niz 100 pg/l, a najlepiej powinny zawieraé si¢ w przedziale < 1-10 ug/l.

Zamkna¢ kolby korkami lub przykrywkami nieprzepuszczalnymi dla powietrza i CO,. Dla nieznakowanych za
pomocg '*C nielotnych badanych substancji chemicznych odpowiednie s3 luzne tampony z waty, ktére zapobie-
gaja przedostawaniu si¢ zanieczyszczen z powietrza (zob. sekcja 1.8.1), pod warunkiem iz wiadomo, ze wszelkie
gléwne produkty degradacji sa nielotne i jezeli stosowane jest bezposrednie oznaczanie CO, (zob. dodatek 3).

Inkubowa¢ kolby w wybranej temperaturze (zob. sekcja 1.8.8.1). Pobraé probki do analizy chemicznej lub po-
miaréw '*C na poczatku badania (tj. przed rozpoczeciem si¢ biodegradacji; zob. sekcja 1.7.1), a nastepnie w od-
powiednich odstepach czasu w trakcie przebiegu badania. Prébkowanie mozna przeprowadzi¢ przez pobranie
podprébek (np. porcji po 5 ml) z kazdego replikatu lub przez zebranie calych kolb o kazdym czasie prébkowania.
Mineralizacj¢ badanej substancji mozna okresli¢ posrednio lub bezposrednio (zob. dodatek 3). Zwykle podczas
fazy degradadji (tj. po zakonczeniu fazy zastoju) wymaganych jest minimum pie¢ punktow probkowania w celu
oszacowania wiarygodnej stalej szybkosci, chyba ze mozna uzasadni¢, iz dla substancji szybko ulegajacych degra-
dacji wystarcza trzy punkty probkowania. W przypadku substancji, ktére nie ulegaja szybko degradacji, mozna
z fatwoscig wykona¢ wigksza ilo§¢ pomiaréw podczas fazy degradacji i dlatego do oszacowania k nalezy uzy¢ wie-
cej punktéw danych. Nie mozna podaé ustalonego harmonogramu pobierania probek, gdyz szybko$¢ biodegra-
dacji jest zmienna; jednakze zaleca si¢, aby pobral probke raz na tydzien, jesli degradacja jest powolna. Jezeli
badana substancja szybko ulega degradacji, to pobranie probki powinno odbywac si¢ raz na dzien w ciggu pierw-
szych trzech dni, a nastgpnie co dwa lub trzy dni. W niekt6rych sytuacjach, jak na przyklad w przypadku sub-
stancji szybko hydrolizujacych, moze by¢ konieczne pobieranie probek w odstepach godzinnych. Zaleca sig, aby
przed badaniem przeprowadzi¢ badanie wstgpne w celu okreslenia odpowiednich odstgpéw probkowania. Jezeli
probki musza by¢ dostgpne do dalszej specjalnej analizy, to wskazane jest, aby pobra¢ wigkszg ilo§¢ prébek, a na-
stepnie wybrac te, ktére beda analizowane na koficu do§wiadczenia, postgpujac wedlug strategii ,wstecz”, zgodnie
z ktdra ostatnie probki sa analizowane jako pierwsze (zob. akapit drugi w sekeji 1.8.9.5, gdzie podano wskazowki
dotyczace trwalosci probek w czasie przechowywania).

Liczba kolb i probek

Przygotowa¢ dostateczng ilo§¢ kolb prébnych, tak aby mieé:

—  kolby prébne; co najmniej po dwie kolby do kazdego ste¢zenia badanej substancji (najlepiej minimum 3) lub
wiele kolb prébnych do kazdego stezenia, jezeli o kazdym czasie probkowania zbierane sg cate kolby (sym-
bol Fy),

—  kolby prébne do obliczenia bilansu masy; co najmniej pod dwie kolby do kazdego badanego st¢zenia (sym-
bol Fyy),
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— Slepa probe kontrolna, bez badanej substancji; co najmniej jedna kolbe probna zawierajaca tylko badang wodg
(symbol Fy),

— pordéwnawczg prébe kontrolng; po dwie kolby z substancja odniesienia (np. aniling lub benzoesanem sodu,
o stezeniu 10 pgfl) (symbol Fe). Celem poréwnawczej préby kontrolnej jest potwierdzenie minimalnej ak-
tywnosci drobnoustrojéw. Jesli jest to dogodne, mozna uzy¢ substancji odniesienia znakowanej izotopem
promieniotwoérczym, takze wéwczas, gdy degradacja badanej substancji jest monitorowana za pomocg ana-
liz chemicznych,

— sterylng probe kontrolng; jedng lub dwie kolby zawierajace wysterylizowang badang wodg¢ do zbadania moz-
liwej abiotycznej degradacji lub innego niebiologicznego usuwania badanej substancji (symbol Fy). Biologicz-
ng aktywno$¢ mozna zatrzymac przez autoklawizowanie badanej wody (121 °C; 20 min) lub przez dodanie
srodka toksycznego (np. azydku sodowego (NaNs) o stezeniu 10-20 gfl, chlorku rteciowego (HgCl,)
o stezeniu 100 mg/l lub formaliny o stezeniu 100 mgfl) badZ przez napromieniowanie promieniami gam-
ma. Jezeli wykorzystuje si¢ HgCl,, to nalezy go zutylizowa¢, tak jak odpad toksyczny. W przypadku wody
z osadem dodanym w duzej ilosci nie jest fatwo uzyskac sterylne warunki; w takim przypadku zaleca sig kil-
kukrotne (np. trzykrotne) autoklawizowanie. Nalezy wzig¢ pod uwage, ze wskutek autoklawizowania moze
zmieni¢ si¢ charakterystyka sorpcyjna osadu,

—  préby kontrolne z rozpuszczalnikiem, zawierajace badana wodg oraz badang wodg z substancjg odniesienia;
po dwie kolby potraktowane takg samg iloScia rozpuszczalnika i przy zastosowaniu takiej samej procedury,
jak uzyta do wprowadzania badanej substancji. Celem jest zbadanie mozliwych negatywnych wplywéw
rozpuszczalnika przez okreslenie degradacji badanej substancji.

W planie badania badacz powinien wzig¢ pod uwage wzgledne znaczenie zwigkszonej ilosci powtdrzen do§wiad-
czalnych w zaleznosci od zwickszonej krotnosci probkowania. Dokladna liczba potrzebnych kolb zalezed bedzie
od metody uzytej do mierzenia degradacji (zob. akapit trzeci w sekcji 1.8.9.1; sekcja 1.8.9.4 i dodatek 3).

O kazdym czasie probkowania, z kazdej kolby prébnej nalezy pobra¢ dwie podprébki (np. porcje po 5 ml). Jezeli
uzywa si¢ wielu kolb dla umozliwienia zbierania calych kolb, to kazdorazowo podczas probkowania nalezy po-
$wieci¢ minimum dwie kolby (zob. akapit pierwszy w sekcji 1.8.9.1).

Przygotowanie kolb do préby z zawieszonym osadem [do wyboru]

Doda¢ do naczyn prébnych niezbedne objetosci badanej wody i osadu, jesli jest wymagany (zob. sekcja 1.8.5).
Przygotowanie kolb do préby z zawieszonym osadem jest takie samo, jak dla proby pelagicznej (zob. sek-
gje 1.8.9.1 i 1.8.9.2). Najlepiej jest uzy¢ butelek na osocze lub kolb o podobnym ksztalcie. Umiesci¢ zamknigte
kolby poziomo na wstrzasarce. Oczywiscie otwarte kolby w przypadku nielotnych substancji nieznakowanych za
pomoca '*C nalezy ustawi¢ w pozycji pionowej; w tym przypadku zaleca si¢ mieszanie magnetyczne i uzycie mie-
szadelek magnetycznych pokrytych szklem. Jesli to konieczne, napowietrzaé butelki, aby utrzymaé odpowiednie
warunki aerobowe.

Oznaczenia radiochemiczne

Wydzielajacy si¢ '*CO, mierzy si¢ posrednio i bezposrednio (zob. dodatek 3). *CO, oznacza si¢ posrednio na
podstawie réznicy pomiedzy poczatkows aktywnoscia '*C w badanej wodzie lub zawiesinie a catkowita aktyw-
noécig resztkowa podczas pobierania probek, zmierzong po zakwaszeniu prébki do pH 2-3 i usunigciu CO,. We-
giel nieorganiczny zostaje w ten sposob usuniety, a zmierzona aktywno$¢ resztkowa pochodzi od materiatu
organicznego. Posredniego oznaczania '*CO, nie nalezy stosowad, jezeli podczas przemiany badanej substancji
tworza si¢ gtéwne produkty przemiany, ktére s lotne (zob. dodatek 3). Jesli to mozliwe, wydzielenie '*CO, na-
lezy zmierzy¢ bezposrednio (zob. dodatek 3) podczas pobierania prébek w co najmniej jednej kolbie prébnej; pro-
cedura ta umozliwia sprawdzenie zar6wno bilansu masy, jak i procesu biodegradacji, lecz ogranicza si¢ do préb
prowadzonych z zamknigtymi kolbami.

Jezeli wydzielony '*CO, mierzy si¢ bezposrednio podczas badania, to w tym celu na poczatku badania nalezy
przygotowaé wicksza ilos¢ kolb. Bezposrednie oznaczanie '*CO, jest zalecane, jezeli podczas przemiany badanej
substancji tworzg si¢ lotne gtéwne produkty przemiany. W kazdym momencie pomiaru dodatkowe kolby prébne
zakwasza si¢ do pH 2-3, a '*CO, zbiera si¢ w wewnetrznym lub zewnetrznym absorberze (zob. dodatek 3).

Ewentualnie, badang substancje znakowana za pomocg '*C oraz gtéwne produkty przemiany mozna oznaczaé
przy zastosowaniu radiochromatografii (np. chromatografii cienkowarstwowej, RAD-TLC) lub HPLC z detekcja
radiochemiczna.
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Ewentualnie mozna wyznaczy¢ rozklad fazowy pozostajacej radioaktywnosci (zob. dodatek 1) oraz resztkowej ba-
danej substancji i produktéw przemiany.

Na koficu badania nalezy wyznaczy¢ bilans masy przez bezpo$redni pomiar '*CO,, uzywajac oddzielnych kolb
probnych, z ktérych prébki nie sa pobierane w trakcie badania (zob. dodatek 3).

Specyficzna analiza chemiczna

Jesli dysponuje si¢ czulg specyficzng metoda analityczna, to pierwotna biodegradacje mozna ocenié, mierzgc cal-
kowite resztkowe stezenie badanej substancji, zamiast uzywania technik znakowania izotopem promieniotwor-
czym. Jezeli uzyta jest substancja znakowana izotopem promieniotwérczym (w celu zmierzenia
catkowitej mineralizacji), to rownolegle mozna wykona¢ specyficzng analiz¢ chemiczna, aby uzyskaé przydatne
dodatkowe informacje i sprawdzi¢ procedurg. Specyficznych analiz chemicznych mozna réwniez uzy¢ do zmie-
rzenia produktéw przemiany powstatych podczas degradacji badanej substangji i jest to zalecane dla substangji,
ktére s3 mineralizowane z czasem péltrwania przekraczajacym 60 dni. Za kazdym razem podczas probkowania
nalezy zmierzy¢ stezenie badanej substancji i produktéw przemiany i podad je w sprawozdaniu (jako steZenie i ja-
ko procentowos¢ zastosowanego stezenia). Na ogét powinno si¢ identyfikowaé produkty przemiany wykryte
w ilodci = 10 % zastosowanego stezenia podczas kazdego prébkowania, o ile nie jest uzasadnione inaczej istot-
nymi wzgledami. Produkty przemiany, dla ktérych stezenia wzrastaja w sposéb ciagly podczas badania, nalezy
réwniez uwzglednic przy identyfikacji, nawet jesli ich st¢zenia nie przekraczaja podanej wyzej granicy, gdyz moze
to oznacza¢ utrzymywanie si¢ tendencji. Analizy produktéw przemiany w probach sterylizowanych powinny by¢
wzigte pod uwage, jezeli uwaza si¢ za mozliwa szybka abiotyczng przemiang badanej substancji (np. hydrolizg).
Potrzebe kwantyfikacji i identyfikacji produktéw przemiany nalezy rozwazy¢ dla kazdego przypadku oddzielnie,
z podaniem uzasadnienl w sprawozdaniu. Techniki ekstrakeji za pomoca rozpuszczalnika organicznego nalezy za-
stosowac zgodnie ze wskazowkami podanymi w odnosnej procedurze analitycznej.

Wszystkie probki nalezy przechowywaé w temperaturze 2—4 °C i w warunkach hermetycznych, jesli analiz¢ prze-
prowadza si¢ w ciggu 24 godzin (preferowane). Do dluzszego przechowywania, probki nalezy zamrozi¢ do tem-
peratury ponizej — 18 °C lub chemicznie zakonserwowal. Zakwaszanie nie jest zalecanym sposobem konserwacji
prébek, poniewaz zakwaszone prébki moga by¢ nietrwale. Jezeli probki nie sa zanalizowane w ciggu 24 i s3 pod-
dane dluzszemu przechowywaniu, to nalezy przeprowadzi¢ badanie trwatoéci podczas przechowywania w celu
wykazania trwato$ci substancji chemicznych bedacych przedmiotem zainteresowania w temperaturze ponizej
— 18 °C lub w warunkach konserwacgji. Jezeli metoda analityczna wiaze si¢ z ekstrakcja rozpuszczalnikowa lub eks-
trakcja fazy stalej (SPE), to ekstrakcje nalezy wykona¢ natychmiast po pobraniu probki lub po przechowaniu schto-
dzonej probki maksymalnie przez 24 godziny.

W zaleznosci od czulodci metody analitycznej, moga by¢ konieczne wigksze objetosci probek niz te, ktére poda-
no w sekcji 1.8.1. Badanie mozna tatwo przeprowadzi¢ z objetosciami probnymi wynoszacymi jeden litr w kol-
bach o pojemnosci 2-3 litréw, co pozwala na pobranie probek o objetosci ok. 100 ml.

DANE ORAZ SPORZADZENIE SPRAWOZDANIA

OBROBKA WYNIKOW

Wykreslne przedstawienie danych

Zaokragli¢ czasy pobierania probek do catkowitej liczby godzin (chyba ze substancja ulega istotnej degradacji
w czasie trwajacym w minutach lub godzinach), lecz nie do catkowitej liczby dni. Wykresli¢ oszacowane wartosci
aktywnosci resztkowej badanej substancji (dla substancji znakowanych za pomocg '*C) lub stezenie resztkowe (dla
nieznakowanych substancji) w zaleznosci od czasu na wykresie liniowym lub p6tlogarytmicznym (zob. rysun-
ki 1a, 1b). Jesli miata miejsce degradacja, to poréwnaé wyniki z kolb F; z wynikami z kolb Fq. Jezeli $rednie wy-
nikéw uzyskanych z kolb z badang substancja (Fy) i kolb sterylizowanych (Fs) roznia si¢ o mniej niz 10 %, to
mozna zalozy¢, ze zaobserwowana degradacja jest w przewazajacej mierze abiotyczna. Jezeli degradacja w kol-
bach Fq jest mniejsza, to wielkosci tych mozna uzy¢ do skorygowania wielkosci uzyskanych z kolb Fy. (przez od-
jecie), aby oszacowac stopieft biodegradacji. Gdy wykonywane sa dodatkowe analizy dla gléwnych produktow
przemiany, to nalezy rowniez przedstawi¢ wykres ich powstawania i spadku zawarto$ci, oprécz wykresu spadku
zawartosci badanej substancji.
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Oszacowal czas trwania fazy zastoju t; na podstawie krzywej degradacji (wykresu potogarytmicznego) przez
ekstrapolacje jej liniowej czgSci do zerowej degradacji lub, alternatywnie, przez wyznaczenie czasu dla przyblizo-
nej 10 % degradacji (zob. rysunki 1a i 1b). Na podstawie wykresu potlogarytmicznego oszacowac stalg szybkosci
pierwszego rzedu, k, oraz jej blad standardowy za pomoca regresji liniowej In (aktywnosci resztkowej '*C lub ste-
7enia badanej substancji) w zaleznoéci od czasu. W szczegélnosci w przypadku pomiaréw '*C uzyé tylko danych
nalezacych do poczatkowej liniowej czgSci krzywej po zakoriczonej fazie zastoju i wybrac raczej niewielkg liczbe
reprezentatywnych danych niz wigksza liczbe bardziej niepewnych danych. Niepewnos¢ obejmuje tu bledy zwig-
zane z zaleconym bezposrednim uzyciem zmierzonych aktywnoéci resztkowego '*C (zob. ponizej). Niekiedy moze
by¢ wiasciwe obliczenie dwu réznych statych szybkosci, jezeli degradacja przebiega dwufazowo. W tym celu okres-
lono dwie rézne fazy krzywej degradacji. Obliczenia stalej szybkosci, k, oraz czasu péltrwania t,, = In2/k nalezy
przeprowadzic dla kazdej sposrod indywidualnych replikatowych kolb, gdy podprébki sa pobrane z tej samej kol-
by, lub uzywajac $rednich wartosci, gdy podczas kazdego probkowania zbierane s3 pelne kolby (zob. ostatni aka-
pit w sekgji 1.8.9.2). Gdy uzyta jest pierwsza z wymienionych procedur, to stala szybkosci i czas pdltrwania nalezy
podaé w sprawozdaniu dla kazdej z indywidualnych replikatowych kolb oraz jako wartos¢ $rednig z bledem stan-
dardowym. Jesli uzyto wysokich stezen badanej substancji, to krzywa degradacji moze znacznie odbiega¢ od linii
prostej (wykresu pétlogarytmicznego) i kinetyka pierwszego rzedu moze nie by¢ wazna. Okreslenie pélokresu nie
posiada wigc znaczenia. Jednakze dla ograniczonego zakresu danych mozna zastosowac kinetyke pseudo pierw-
szego rzedu i oszacowal potokres degradacji DT, (czas do osiagnigcia 50 % degradacji). Nalezy pamigtac jednak,
ze przebiegu czasowego degradacji poza wybranym zakresem danych nie da si¢ przewidzie¢ przy uzyciu DTs,
ktory jest jedynie deskryptorem danego zbioru danych. Analityczne narzedzia stuzace do ulatwienia obliczen sta-
tystycznych i dopasowywania krzywych sa fatwo dostepne i zaleca si¢ uzycie tego rodzaju oprogramowania.

Jezeli wykonywane sa specyficzne analizy chemiczne, nalezy oszacowac state szybkosci i czas péttrwania dla pier-
wotnej degradacji, jak powyzej dla calkowitej mineralizacji. Jezeli pierwotna degradacja jest procesem ogranicza-
jacym, to mozna niekiedy uzy¢ punktéw danych z calego przebiegu degradacji. Wynika to stad, iz pomiary te sa
bezposrednie, w przeciwiefistwie do pomiaréw aktywnosci '*C.

Jezeli s3 uzywane substancje znakowane za pomocg '*C, to bilans masy nalezy wyrazi¢ w procentach zastosowa-
nego stezenia, przynajmniej na koficu badania.

Aktywnos¢ resztkowa

Gdy znakowana za pomocg '*C czg$¢ substancji organicznej ulega biodegradacji, to znaczna czgs¢ '*C zamienia
si¢ w 1*CO,, podczas gdy reszta zostaje zuzyta do wzrostu biomasy iflub syntezy pozakomérkowych metaboli-
téw. Dlatego petna ,ostateczna” biodegradacja substancji nie powoduje 100 % zamiany jej wegla w '*CO,. *C
wbudowany w produkty utworzone w wyniku biosyntezy jest nastepnie powoli uwalniany jako '*CO, na skutek
,wtérnej mineralizacji”. Z tych powodéw wykresy zaleznoéci aktywnosci resztkowego organicznego '*C (zmie-
rzonej po usunieciu CO,) lub wytworzonego '*CO, od czasu wykazywaé beda tworzenie si¢ ,ogona” po zakofi-
czeniu degradacji. Komplikuje to kinetyczng interpretacj¢ danych i w tym celu do oszacowania statej szybkosci
degradacji zwykle nalezy wykorzysta¢ tylko poczatkowa czgs$¢ krzywej (po zakonczeniu si¢ fazy zastoju a przed
osiggnieciem ok. 50 % degradacji). Jezeli badana substancja ulega degradacji, to catkowita aktywnos¢ resztkowego
organicznego '*C jest zawsze wyzsza od aktywnosci '*C zwigzanego z pozostal nienaruszong badang substan-
cja. Jezeli badana substancja ulega degradacji wskutek reakcji pierwszego rzedu i staly utamek a zostaje zminera-
lizowany do CO,, to poczatkowe nachylenie krzywej zaniku '*C (catkowity organiczny '*C w zaleznosci od czasu)
bedzie réwne a razy nachylenie odpowiedniej krzywej dla stezenia badanej substancji (lub, $cislej biorac, czgsci
badanej substancji oznakowanej za pomoca '*C). Gdy uzywa si¢ pomiaréw aktywnosci catkowitego organiczne-
go '*C bez korekty, to obliczona stata szybkosci degradacji bedzie stanowi¢ ostrozne oszacowanie. Procedury sza-
cowania stezen badanych substancji na podstawie aktywnosci radiochemicznych, oparte o rézne upraszczajace
zalozenia, zostaly opisane w literaturze (2)(9)(10)(11). Procedury takie najlatwiej jest stosowaé do substancji szyb-
ko ulegajacych degradacji.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Jezeli stwierdza si¢, ze k jest niezalezna od dodanego stezenia (tj. jezeli obliczona k jest w przyblizeniu taka sama
przy réznych stezeniach badanej substancji), to mozna zalozy¢, ze stala szybkosci pierwszego rzedu jest repre-
zentatywna dla zastosowanych warunkdow badania, tj. badanej substancji, probki wody i temperatury badania. To,
w jakim stopniu wyniki mozna uogdlni¢ lub ekstrapolowa¢ do innych ukladéw, musi zosta¢ okreslone na pod-
stawie specjalistycznej opinii. Jezeli uzyte jest wysokie stezenie badanej substancji i w zwigzku z tym degradacja
nie przebiega zgodnie z kinetyka pierwszego rzedu, to danych nie mozna wykorzysta¢ do bezposredniego osza-
cowania stalej szybkosci pierwszego rzedu lub odpowiadajacego jej czasu péttrwania. Jednakze dane pochodzace
z badania, w ktérym uzyto wysokiego stezenia badanej substancji, moga nadal by¢ przydatne do oszacowania stop-
nia calkowitej mineralizacji i/lub wykrycia i kwantyfikacji produktow przemiany.
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Jezeli znane sg szybkosci proceséw powodujacych strate, innych niz biodegradacja (np. hydrolizy lub ulatniania si-
¢), to mozna odjac je od szybkosci straty netto zaobserwowanej podczas badania, uzyskujac przyblizone oszaco-
wanie szybkosci biodegradacji. Dane dla hydrolizy, na przyktad, mozna uzyskac ze sterylnej proby kontrolnej lub
z réwnoleglego badania z uzyciem wyzszego stezenia badanej substancji.

Posrednie i bezposrednie oznaczanie '*CO, (sekcja 1.8.9.4 i dodatek 3) mozna zastosowac jedynie do pomiaru
stopnia mineralizacji badanej substancji do CO,. Do analizy stezefi badanej substancji znakowanej za pomocg '*C
oraz powstawania glownych produktéw przemiany mozna zastosowac radiochromatografi¢ (RAD-TLC) lub HPLC
(akapit trzeci w sekgji 1.8.9.4). Aby umozliwi¢ bezposrednie oszacowanie czasu péltrwania gtowne produkty prze-
miany (okreslone jako > 10 % zastosowanej ilosci badanej substancji) muszg by¢ nieobecne. Jezeli wystepuja gtow-
ne produkty przemiany, zgodnie z powyzszym okre$leniem, wymagana jest szczegbtowa ocena danych. Moze ona
obejmowac wielokrotne badania iflub identyfikacj¢ produktow przemiany (zob. akapit pierwszy w sekgji 1.8.9.5),
chyba ze los produktéw przemiany mozna w sposob rozsadny oceni¢ na podstawie doswiadczenia (np. informa-
¢ji o drodze degradacji). Poniewaz cz¢$¢ badanej substancji ulegajaca przemianie w CO, jest zmienna (zalezgc
w duzej mierze od stezenia badanej substancji oraz innych dostepnych substratow, warunkéw badania oraz ze-
spotu drobnoustrojow), badanie to nie pozwala na proste oszacowanie ostatecznej biodegradacji, jak w prébie za-
nikania RWO; lecz wynik jest podobny do uzyskanego przy pomocy badaniu respirometrycznym. Stopien
mineralizacji bedzie wigc mniejszy lub réwny minimalnemu poziomowi ostatecznej biodegradacji. Aby uzyskad
pelniejszy obraz ostatecznej biodegradacji (mineralizacji i wlaczenia do biomasy), na koficu badania nalezy prze-
prowadzi¢ analiz¢ rozkladu fazowego '“C (zob. dodatek 1). '*C w okreslonej puli sktada¢ si¢ bedzie z '*C wha-
czonego do bakteryjnej biomasy oraz '*C zesorbowanego do czastek organicznych.

WAZNOSC BADANIA

Jezeli substancja odniesienia nie ulega degradacji w spodziewanym przedziale czasu (dla aniliny i benzoesanu sody
zwykle krétszym niz dwa tygodnie), to wazno$¢ badania jest niepewna i musi zosta¢ poddana dalszej weryfikacji
lub, alternatywnie, badanie nalezy powtérzy¢ z nowa prébka wody. W zgodnym z ISO pierScieniowym tescie me-
tody, w ktérym uczestniczyto siedem laboratoriow z calej Europy, dostosowane state szybkosci degradacji dla ani-
liny wynosity w granicach od 0,3 do 1,7 dzied™" ze $rednig 0,8 d™' w 20 °C i z bfgdem standardowym # 0,4 d™!
(t,, = 0,9 dnia). Typowe czasy zastoju wynosily 1-7 dni. Podano, ze badane wody mialy bakteryjna biomase od-
powiadajacg 10°~10* jednostek tworzacych kolonie (CFU) na ml. Szybkosci degradacji w bogatych w sktadniki
odzywcze wodach Srodkowoeuropejskich byly wigksze niz w skandynawskich wodach oligotroficznych, co moze
by¢ spowodowane innym troficznym statusem lub uprzednig ekspozycja na substancje chemiczne.

Calkowity odzysk (bilans masy) na koficu do§wiadczenia powinien zawiera¢ si¢ w granicach 90-110 % dla sub-
stancji znakowanych izotopem promieniotwérczym, podczas gdy dla substancji nieznakowanych poczatkowy
odzysk na poczatku doswiadczenia powinien wynosi¢ 70-110 %. Jednakze podane zakresy nalezy interpretowaé
jedynie jako cele i nie nalezy uzywac ich jako kryteriéw dla przyjecia badania.

SPRAWOZDANIE Z BADANIA

W sprawozdaniu z badania nalezy wyraznie poda¢ typ badania, tj. czy jest to proba pelagiczna czy proba zawie-
szonego osadu, przy czym powinno ono réwniez zawiera¢ co najmniej nastgpujace informacje:

Badana substancja i substancja(-¢) odniesienia:

— nazwy pospolite, nazwy chemiczne (zalecane nazwy IUPAC i/lub CAS), numery CAS, wzory strukturalne
(wskazujace potozenie '*C, jesli uzyta jest substancja znakowana izotopem promieniotwérczym) oraz sto-
sowne wlasnosci fizykochemiczne badanej substancji i substancji odniesienia (zob. sekcje 1.5 i 1.6),

— nazwy chemiczne, numery CAS, wzory strukturalne (wskazujace potozenie '*C, jedli uzyta jest substancja
znakowana izotopem promieniotwdrczym) oraz stosowne wlasnosci fizykochemiczne substancji uzytych
jako wzorce do identyfikacji i kwantyfikacji produktéw przemiany,

—  czysto$¢ (zanieczyszczenia) badanej substangji i substancji odniesienia,

— radiochemiczna czysto§¢ znakowanej substancji chemicznej oraz aktywno$¢ wlasciwa (tam gdzie stosowne).
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Woda powierzchniowa:

Nalezy poda¢, jako minimum, nastgpujace informacje dotyczace probki wody:

— lokalizacja i opis miejsca pobrania probki, w tym, jesli to mozliwe, historia zanieczyszczenia,

— data i godzina pobrania prébki,

—  skladniki odzywcze (calkowity N, amon, azotyn, azotan, catkowity P, rozpuszczony ortofosforan),
—  gleboko$é pobrania,

— wyglad probki (np. barwa i metnosd),

— RWOiTOC,

— BOD,

— temperatura i pH w miejscu oraz czas pobrania,

— potencjal tlenowy i redoks (obowiazkowy tylko wowczas, jesli warunki aerobowe nie s3 oczywiste),
— zasolenie lub konduktywno$¢ (w przypadku wody morskiej lub stonawej),

— zawieszone czastki stale (w przypadku metnej probki),

— ewentualnie inne istotne informacje o miejscu prébkowania w czasie pobierania prébki (np. faktyczne lub
historyczne dane dotyczace natezenia przeptywu rzek lub pradéw morskich, pobliskie wazniejsze odprowa-
dzenia Sciekdw i ich typ, warunki atmosferyczne poprzedzajace czas pobrania prébki),

oraz nieobowigzkowo:

— biomasg drobnoustrojow (np. bezposrednia liczbe uzyskana za pomoca oranzu akrydynowego lub jednostki
tworzace kolonieg),

—  wegiel nieorganiczny,

— stezenie chlorofilu a jako swoiste oszacowanie biomasy alg.

Ponadto nalezy podaé nastgpujace informacje o osadzie, jesli przeprowadzona jest proba zawieszonego osadu:
— gleboko$é pobrania osadu,

— wyglad osadu (np. zabarwiony, szlamowaty, mulisty lub piaszczysty),

— struktura (np. % grubego piasku, drobnego piasku, mutu i gliny),

—  cigzar suchej masy w g/l zawieszonych czastek, stezenie TOC lub utrata ci¢zaru po zaplonie, jako miara za-
warto$ci materii organicznej,

— pH,
— potencjal tlenowy i redoks (obowigzkowy tylko wowczas, jesli warunki aerobowe nie s3 oczywiste).
Warunki badania:

— uplyw czasu od pobrania do uzycia w badaniu laboratoryjnym, przechowywanie prébki i wstepna obrébka
probki, daty przeprowadzenia badan,

— ilo$¢ zastosowanej substancji badanej, stezenie probne oraz substancja odniesienia,

— metoda wprowadzenia badanej substancji, w tym ewentualne uzycie rozpuszczalnikéw,
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objetos¢ uzytej wody powierzchniowej i osadu (jesli jest uzyty) oraz objeto$¢ pobrana kazdorazowo do
analizy,

opis zastosowanego ukladu badawczego.

Jesli nie maja by¢ utrzymane warunki ciemnosci — informacje o warunkach ,rozproszonego $wiatla”,

informacje o metodzie(-ach) zastosowanej do przygotowania sterylizowanych préb kontrolnych (np. tempe-
ratura, czas i ilo§¢ obrébek w autoklawie),

temperatura inkubacji,

informacje o analitycznych technikach i metodzie(-ach) zastosowanej/ych do pomiaréw radiochemicznych
oraz do sprawdzania bilansu masy i pomiaréw rozkladu fazowego (jesli jest przeprowadzony),

liczba replikatéw.

Wyniki:

procenty odzysku (zob. sekcja 1.7.1),

powtarzalno$¢ i czuto$¢ zastosowanych metod analitycznych, w tym granica wykrywalnosci (LOD) oraz gra-
nica kwantyfikacji (LOQ) (zob. sekcja 1.7.2),

wszystkie zmierzone dane (w tym punkty czasowe probkowania) oraz obliczone warto$ci w postaci tabela-
rycznej i krzywych degradacji; dla kazdego stezenia probnego i dla kazdej replikatowej kolby nalezy podaé
wspolczynnik korelacji liniowej dla nachylenia wykresu logarytmicznego, oszacowana fazg zastoju oraz sta-
I3 szybkosci pierwszego rzedu lub pseudo pierwszego rzedu (jesli to mozliwe) oraz odpowiadajacy jej czas
pottrwania degradacji (lub okres péttrwania, ts),

podac stosowne wartosci jako Srednie z wynikéw zaobserwowanych w indywidualnych replikatach, np. dtu-
g05¢ fazy zastoju, stala szybkosci degradacji i czas pottrwania degradacji (lub ts),

okresli¢ kategori¢ ukladu, jako niezaadaptowany lub zaadaptowany, na podstawie wygladu krzywej degra-
dacji oraz na podstawie ewentualnego wplywu stezenia probnego,

wyniki koficowego sprawdzenia bilansu masy oraz wyniki pomiaréw rozktadu fazowego (jesli sa wykonane),

frakcja zmineralizowanego !*C oraz, jezeli zastosowane sa specyficzne analizy, koficowy poziom pierwotnej
degradadji,

identyfikacja, molowe stezenie i procentowo$¢ zastosowanej badanej substancji oraz gléwnych produktéw
przemiany (zob. akapit pierwszy w sekcji 1.8.9.5), tam gdzie stosowne,

proponowana droga przemiany, tam gdzie stosowne,

omoéwienie wynikéw.
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Dodatek 1
Rozklad fazowy '*C

Aby sprawdzi¢ procedurg, rutynowe pomiary aktywnosci pozostatego catkowitego organicznego '*C (TOA) nalezy uzu-
pehi¢ pomiarami bilansu masy polegajacymi na bezposrednim wyznaczaniu wydzielonego '*CO, po wychwyceniu go
w absorberze (zob. dodatek 3). Dodatnie wytworzenie si¢ *CO, samo w sobie jest bezposrednim dowodem biodegradacji,
w odréznieniu od degradacji abiotycznej lub innych mechanizmdw straty, takich jak ulatnianie si¢ lub sorpcja. Dodatkowe
uzyteczne informacje charakteryzujace przebieg biodegradacji mozna uzyska¢ z pomiaréw rozkltadu TOA pomiedzy stan
rozpuszczony (aktywno$¢ rozpuszczonego organicznego '*C, DOA) a stan czastkowy (aktywnoé¢ czastkowego organicz-
nego '*C, POA) po separacji czastek statych poprzez filtracje przeponows lub odwirowanie. Na POA skfada si¢ badana sub-
stancja zesorbowana na biomasie drobnoustrojéw oraz na innych czgstkach, oraz wegiel badanej substancji, ktéry zostat
zuzyty na synteze nowego materiatu komorkowego, a przez to wlaczony do frakcji biomasy czastkowej. Utworzenie sig
rozpuszczonego materiatu organicznego '*C mozna oszacowac jako DOA na koricu biodegradacji (plateau na krzywej za-
leznosci degradacji od czasu).

Oszacowa¢ rozklad fazowy resztkowego '*C w wybranych prébkach przez przefiltrowanie prébek na filtrze przepono-
wym 0,22 pm lub 0,45 pm wykonanym z materialu, ktéry nie adsorbuje znaczacych ilosci badanej substancji (odpowiednie
moga by¢ filtry poliweglanowe). Jezeli sorpcja badanej substancji na filtrze jest zbyt duza, aby mozna bylo ja pomina¢ (na-
lezy to sprawdzi¢ przed do$wiadczeniem), to zamiast filtracji mozna zastosowaé odwirowanie z wysoka predkoscia
(2000 g; 10 min).

Postgpic z filtratem lub odwirowanym materialem tak, jak opisano w dodatek 3 dla niefiltrowanych prébek. Rozpuscic fil-
try przeponowe w odpowiednim plynie scyntylacyjnym i wykonac zliczenie, jak zwykle, normalnie stosujac tylko metode
stosunku zewnetrznego wzorca, aby dokona¢ poprawki wygaszania, badZ uzy¢ utleniacza probki. Jezeli zastosowane zo-
statlo odwirowanie, to z grudki utworzonej z frakcji czgstkowej ponownie utworzy¢ zawiesing w 1-2 ml wody destylowa-
nej i przenies¢ do fiolki scyntylacyjnej. Nastgpnie przemy¢ dwukrotnie 1 ml wody destylowanej i przenies¢ wodg ptuczaca
do fiolki. Jesli to konieczne, zawiesing mozna osadzi¢ w zelu w celu wykonania cieczowego zliczenia scyntylacyjnego.
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Dodatek 2
Procedura polciagla

Moze by¢ konieczna przedluzona inkubacja trwajaca do kilku miesigcy po to, aby osiagna¢ degradacje opornych substangji.
Czas trwania badania normalnie nie powinien przekraczac 60 dni, chyba ze cechy pierwotnej probki wody sg utrzymywane
przez wymiane zawiesiny prébnej. Jednakze okres badania moze by¢ wydluzony do maksimum 90 dni bez wymiany za-
wiesiny probnej, jezeli degradacja badanej substancji rozpoczela sie w ciagu pierwszych 60 dni.

Podczas inkubacji przez dlugie okresy, réznorodnos¢ zespotu drobnoustrojéw moze ulec zmniejszeniu na skutek réznych
mechanizmoéw straty oraz wskutek mozliwego zmniejszania si¢ w probce wody ilosci istotnych skladnikéw odzyw-
czych i podstawowych substratéw weglowych. Dlatego zaleca sig, aby zastosowaé badanie polciggle w celu zadowalajacego
wyznaczenia szybkosci degradacji substancji wolno ulegajacych degradacji. Badanie nalezy rozpoczaé przez zastosowanie
procedury pdlciaglej, jezeli — na podstawie wczesniejszego doswiadczenia — spodziewane jest, ze do osiagnigcia 20 % de-
gradacji badanej substancji niezbedny jest okres inkubacji wynoszacy trzy miesigce. Alternatywnie, normalne badanie pro-
wadzone w systemie okresowym mozna zamieni¢ na badanie pélciagle, jezeli w ciggu okoto 60 dni badania z uzyciem
procedury okresowej nie osiagnieto degradacji badanej substancji. Procedure pélciggla nozna zatrzyma¢ i kontynuowac ba-
danie jako doswiadczenie okresowe, gdy odnotuje si¢ istotng degradacje (np. > 20 %).

W badaniu pélcigglym, co dwa tygodnie wymienia si¢ okoto jedna trzecia objetosci zawiesiny probnej na §wiezo pobrang
wodg z badang substancjg, dodang do poczatkowego st¢zenia. Podobnie, do wymiennej wody dodaje si¢ osad do poczat-
kowego stezenia (0,01-1 gfl), jezeli przeprowadza si¢ dodatkowo prébe zawieszonego osadu. Przeprowadzajgc badanie
z zawieszonymi czgstkami stalymi osadu, wazne jest, aby rowniez podczas wymiany wody utrzymywacé ukltad w stanie pel-
nego zawieszenia i aby czas przebywania byl identyczny dla czgstek stalych i wody, gdyz w przeciwnym razie utracone zo-
stanie zamierzone podobiefistwo do jednorodnego ukladu wodnego bez ustalonych faz. Z tych wzgledéw, gdy stosowana
jest procedura pélciggla, preferowane jest poczatkowe stezenie zawieszonych osadéw w dolnym przedziale wyznaczonego
zakresu.

Zalecone dodanie badanej substancji oznacza, ze poczatkowe stezenie badanej substancji nie zostaje przekroczone wskutek
czeSciowej wymiany zawiesiny probnej, a przez to unika si¢ adaptacji, ktora czgsto obserwuje si¢ przy wysokich stezeniach
badanej substancji. Poniewaz procedura obejmuje zardwno ponowna inokulagcje, jak i kompensacje wyczerpanych sktad-
nikéw odzywczych i gléwnych substratéw, zostaje przywrécona poczatkowa réznorodnosé zespotu drobnoustrojow, a czas
trwania badania mozna w zasadzie wydtuza¢ do nieskonczonosci. Gdy stosuje si¢ procedure pélciagla, nalezy pamigtac, ze
resztkowe stezenie badanej substancji musi by¢ skorygowane pod wzgledem dodanych lub usunietych ilosci badanej sub-
stancji podczas kazdej procedury wymiany. Stezenie catkowitej i rozpuszczonej badanej substancji moze by¢ uzywane za-
miennie w przypadku zwigzkéw malo sorbujgcych. Sorpcja jest nieznaczaca (< 5 %) w okreSlonych warunkach
(0,1-1 g czastek statych/l) dla substancji o log Kow < 3 (wazne dla zwigzkéw obojetnych, lipofilowych). Ilustruje to naste-
pujacy przyktad obliczeniowy. 0,1 gl czastek stalych w przyblizeniu odpowiada 10 mg wegla na litr (ufamek wegla,
fe = 0,01). Zaktadajac, ze:

Log K, (badanej substancji) = 3

Koo = 0,42 x K,

Wspdlezynnik podziatu, Ky = fo x K,

zatem, rozpuszczony utamek catkowitego stezenia (C-woda (C,,)/C-catkowity (C,)) wynosi:

Co/C =11 + Ky x SS) = 1(1 + K, x fo x SS) =1/(1 + 0,42 x 10®> x 0,01 x 0,1 x 107%) = 0,999
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Dodatek 3

Oznaczanie *CO,

Posrednie oznaczanie *CO,

Dla rutynowych pomiaré6w metoda posrednia jest zwykle najmniej czasochtonng i najbardziej doktadng metoda, jezeli
badana substancja jest nielotna i nie zamienia si¢ w lotne produkty przemiany. Nalezy jedynie przenie$¢ niefiltrowane prébki,
o objetosci np. 5ml, do fiolek scyntylacyjnych. Odpowiednia aktywno$¢ w prébkach wynosi poczatkowo
5000-10 000 dpm (80-170 Bq), a minimalna poczatkowa aktywno$¢ wynosi okoto 1 000 dpm. CO, nalezy usuna¢ po
zakwaszeniu do pH 2-3 przy pomocy 1-2 kropli steZonego H;PO, lub HCl. Usunigcia CO, mozna dokonaé poprzez bar-
botowanie powietrzem przez okoto ¥2-1 godziny. Alternatywnie fiolki mozna energicznie wstrzgsaé przez 1-2 godziny (na
przyklad na wstrzasarce mikroplytowej) lub, stosujac fagodniejsze wstrzgsanie, pozostawic na noc. Nalezy sprawdzi¢ efek-
tywno$¢ procedury usuwania CO, (przez przedtuzenie okresu napowietrzania lub wstrzasania). Nastepnie nalezy dodac ciecz
scyntylacyjna odpowiednia do zliczania prébek wodnych, ujednorodni¢ prébke na mieszadle wirowym i wyznaczy¢ radio-
aktywno$¢ za pomocg cieczowego zliczania scyntylacyjnego, odejmujac aktywnos¢ tha stwierdzona w Slepych probach (Fy).
O ile badana woda nie jest silnie zabarwiona lub nie zawiera wysokiego stezenia czastek statych, probki zwykle beda wy-
kazywa¢ réwnomierne wygaszanie i wystarczajace bedzie wykonanie poprawek wygaszania przy uzyciu zewngtrznego
wzorca. Jezeli badana woda jest silnie zabarwiona, to konieczna moze by¢ poprawka wygaszania poprzez dodanie we-
wngtrznego wzorca. Jesli stezenie czastek stalych jest wysokie, to moze nie by¢ mozliwe uzyskanie jednorodnego roztworu
lub Zelu badz tez moze wystgpowal duza zmienno$¢ wygaszania pomiedzy probkami. W takim przypadku mozna uzyé
metody zliczania opisanej ponizej dla szlaméw préobnych. Jezeli badanie przeprowadza si¢ jako probe zawieszonego osadu,
to pomiar '*CO, mozna wykona¢ posrednio, pobierajac jednorodng prébke 10 ml badanej wody/zawiesiny i rozdzielajac
fazy przez odwirowanie z odpowiednia predkoscia (np. 40 000 m/s® przez 15 min). Fazg wodna nalezy nastgpnie potrak-
towad, jak opisano powyzej. Aktywnos¢ 1*C w fazie czastkowej (POA) nalezy wyznaczy¢ przez ponowne sporzadzenie za-
wiesiny osadu w niewielkiej objetosci wody destylowanej, przeniesienie jej do fiolek scyntylacyjnych i dodanie cieczy
scyntylacyjnej w celu utworzenia zelu (do tego celu dostgpne sa specjalne ciecze scyntylacyjne). W zaleznosci od charakteru
czastek (np. zawarto$ci w nich materiatu organicznego), moze by¢ mozliwe roztworzenie probki przez noc za pomocg so-
lubilizatora tkankowego, a nast¢pnie ujednorodnienie na mieszadle wirowym przed dodaniem cieczy scyntylacyjnej. Alter-
natywnie POA mozna wyznaczy¢ przez spalenie w nadmiarze tlenu, uzywajac utleniacza probek. Podczas zliczania nalezy
zawsze wlaczy¢ wewnetrzne wzorce, a takze moze by¢ niezbedne dokonanie korekt wygaszania przy uzyciu dodatku we-
wnetrznego wzorca dla kazdej indywidualnej probki.

Bezposrednie oznaczanie *CO,

Jezeli wydzielony '*CO, mierzy si¢ bezpo$rednio, to nalezy to wykonaé, przygotowujac na poczatku badania wigkszg ilos¢
kolb, zbierajgc kolby prébne w kazdym punkcie pomiaru przez zakwaszenie kolb prébnych do pH 2-3 i wychwycenie
14C0O, w wewnetrznym (umieszczonym w kazdej kolbie probnej na poczatku badania) lub zewnetrznym absorberze. Jako
czynnika absorbujgcego mozna uzy¢ absorbera alkalicznego (np. 1 N roztwér NaOH lub tabletki NaOH), atanolaminy lub
absorbera na jej bazie lub absorbery dostgpne w handlu. Do bezposrednich pomiaréw '*CO,, kolby powinny by¢ zamknie-
te np. za pomoca przykrywki z gumy butylowe;.
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Rysunek 1a

Przyklad arytmetycznego wykresu danych (aktywno$¢ resztkowa w zalezno$ci od czasu)
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Przyklad p6Hogarytmicznego wykresu plot danych (In z aktywnosci resztkowej w zaleznosci od czasu)
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ZALACZNIK VI

C.26. BADANIE INHIBICJI WZROSTU GATUNKU LEMNA

1. METODA

Niniejsza metoda odpowiada TG 221 OECD (2006) (1). Wér6éd organéw UE panuje powszechna zgoda co do
tego, ze badanie Lemna jest odpowiednia alternatywa dla badania na glonach w przypadku mocno zabarwionych
substangji (2) (3).

1.1 WSTEP

Niniejsza metoda badawcza stuzy do oceny toksycznosci substancji w stosunku do roslin stodkowodnych ga-
tunku Lemna (rzgsy wodnej). Jest ona oparta o istniejace wytyczne (4)(5)(6)(7)(8)(9), lecz zawiera modyfikacje
tychze metod, uwzgledniajace najnowsze badania i konsultacje w sprawie szeregu podstawowych kwestii. Propo-
nowana metoda zostala potwierdzona za pomocg miedzynarodowej préby pierscieniowej (10).

Niniejsza metoda badawcza opisuje gatunki Lemna gibba i Lemna minor, z ktérych obydwa zostaly szeroko zba-
dane i s3 przedmiotem przywolanych wyzej norm. Taksonomia gatunkéw Lemna jest trudna, gdyz komplikuje ja
istnienie wielu réznych fenotypéw. Cho¢ w przypadku Lemna moze wystgpowaé genetyczna zmienno$¢ pod
wzgledem reakeji na czynniki toksyczne, to obecnie istnieje niewystarczajaca ilo§¢ danych na temat tego zrodta
zmiennodci, tak aby zaleci¢ okreslony klon do uzycia z niniejsza metoda badawcza. Nalezy zwrocié uwage, ze
badanie nie jest przeprowadzane aksenicznie, lecz na poszczegdlnych etapach w trakcie procedury badawczej po-
dejmowane sg kroki, aby ograniczy¢ zanieczyszczenie innymi organizmami do minimum.

Opisano szczeg6ly badania z odnawianiem (badanie pélstatyczne i przeptywowe) i bez odnawiania (badanie sta-
tyczne) roztworu testowego. W zaleznosci od celéw badania oraz od wymagan regulacyjnych zaleca sig, aby roz-
wazy¢ zastosowanie metody pélstatycznej i przeptywowej, np. dla substancji, ktére sg szybko tracone z roztworu
na skutek ulatniania sie, fotodegradacji, wytrgcania si¢ lub biodegradacji. Dalsze wskazéwki podano w (11).

1.2 DEFINICJE
Do celéw niniejszej metody badawczej uzyto nastgpujacych definicji i skrotéw:

Biomasa: jest to ci¢zar suchej masy substancji zywej obecnej w populacji. W niniejszym badaniu zwykle mierzy
si¢ surogaty biomasy, takie jak liczba lub powierzchnia liSci, a przez to uzycie okreslenia ,biomasa” odnosi si¢
réwniez do tych surogatowych miar.

Chloroza: jest to z6tknienie tkanki liSci.

Klon: jest to organizm lub komoérka powstata z pojedynczego osobnika przez rozmnazanie bezplciowe. Osob-
niki z tego samego klonu sg zatem genetycznie identyczne.

Kolonia: oznacza skupisko macierzystych lub pochodnych lici (zwykle 2 do 4) przyczepionych do siebie na-
wzajem. Niekiedy okre$lana jest mianem roéliny.

EC,: jest to stezenie substancji testowej rozpuszczonej w pozywee, ktére powoduje redukeje wzrostu Lemna o x %
(np. 50 %) w danym okresie ekspozycji (ktdry nalezy wyraznie podac, jesli odbiega od pelnego lub normalnego
czasu trwania badania). Aby jednoznacznie oznaczy¢ warto$¢ EC wynikajac z szybkosci wzrostu lub uzysku, do
szybkosci wzrostu uzywa si¢ symbolu ,E,C” a do uzysku symbolu ,E, C”, po ktérym nastepuje uzyta zmienna po-
miarowa, np. E.C (liczba lisci).

Badanie przeplywowe: jest to badanie, w ktdrym roztwory testowe s3g wymieniane w sposob ciagly.

Li$¢: jest to indywidualna/pojedyncza liSciopodobna” struktura rosliny rzesy wodnej. Jest to najmniejsza jed-
nostka, tj. osobnik, zdolna do rozmnazania si¢.

Garbato$¢: oznacza liscie o zgarbionym lub spuchnietym wygladzie.
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Wzrost: jest to przyrost zmiennej pomiarowej, jak np. liczba lisci, cigzar masy suchej, cigzar masy wilgotnej lub
powierzchnia lisci, w ciagu okresu badania.

Szybko$¢ wzrostu (Srednia wlasciwa szybko$¢ wzrostu): jest to logarytmiczny przyrost biomasy w ciggu
okresu ekspozycji.

Najmniejszy obserwowany poziom st¢zenia (LOEC): jest to najnizsze stgzenie testowe, przy ktérym obser-
wuje sig, Ze substancja ma statystycznie istotny redukujacy wpltyw na wzrost (przy p < 0,05) w poréwnaniu do
préby kontrolnej, w danym czasie ekspozycji. Jednakze wszystkie badane stgzenia powyzej LOEC musza mie¢
szkodliwy skutek réwny lub wigkszy niz te, ktdre s obserwowane przy LOEC. Gdy te dwa warunki nie moga
by¢ spelnione, to nalezy podaé pelne wyjasnienie, w jaki sposéb LOEC (a stad NOEC) zostato wybrane.

Zmienne pomiarowe: s3 to dowolnego typu zmienne, ktére mierzy si¢, aby wyrazi¢ punkt koficowy badania
przy uzyciu jednej lub wigcej réznych zmiennych odpowiedzi. W niniejszej metodzie zmiennymi pomiarowymi
sa: liczba lisci, powierzchnia lisci, cigzar masy $wiezej i cigzar masy suchej.

Monokultura: jest to kultura z jednym gatunkiem ro$liny.
Martwica: jest to umarla (tj. biala lub nasigknigta woda) tkanka listna.
Nieobserwowany wplyw stezenia (NOEC): jest to stezenie testowe bezposrednio ponizej LOEC.

Fenotyp: s3 to obserwowalne cechy organizmu zdeterminowane przez wspéotoddziatywanie jego genéw z jego
srodowiskiem.

Zmienne odpowiedzi: s3 to zmienne stuzgce do oszacowywania toksycznosci, uzyskane na podstawie zmie-
rzonych zmiennych opisujacych biomase za pomocg réznych metod obliczania. W przypadku niniejszej meto-
dy zmiennymi odpowiedzi sa: szybkosci wzrostu i uzysk, ktére otrzymuje si¢ ze zmiennych pomiarowych, takich
jak liczba lisci, powierzchnia liSci, ciezar masy $wiezej lub ciezar masy suchej.

Badanie polstatyczne (z odnawianiem): jest to badanie, w ktérym roztwor testowy jest okresowo wymienia-
ny w okre$lonych odstgpach czasu w trakcie badania.

Badanie statyczne: jest to metoda badania bez odnawiania roztworu testowego w trakcie badania.

Punkt koficowy badania: opisuje ogélny czynnik, ktéry bedzie ulegal zmianie pod wplywem testowej substan-
¢ji chemicznej w stosunku do préby kontrolnej, jako cel badania. W niniejszej metodzie punktem koficowym
badania jest inhibicja wzrostu, ktérg mozna wyrazi¢ za pomocg roéznych zmiennych odpowiedzi opartych o jed-
ng lub wigcej zmiennych pomiarowych.

Pozywka: jest to kompletne syntetyczne podtoze hodowlane, na ktorym rosliny wzrastaja, gdy sa wyekspono-
wane na dzialanie substancji testowej. Substancja testowa zwykle jest rozpuszczona w pozywce.

Uzysk: jest to warto$¢ zmiennej pomiarowej wyrazajgca biomasg na koficu okresu ekspozycji minus warto$é
zmiennej pomiarowej na poczatku okresu ekspozycji.

ZASADA BADANIA

Wzrastajacym wykladniczo kulturom rodlinnym rodzaju Lemna umozliwia si¢ wzrasta¢ w postaci monokultur
przy réznych stezeniach substancji testowej w ciagu okresu siedmiu dni. Celem badania jest iloSciowe okreslenie
zwigzanych z substancja oddzialywan na wegetatywny wzrost w ciggu tego okresu, na podstawie ocen wybra-
nych zmiennych pomiarowych. Gléwna zmienng pomiarowa jest liczba liSci. Mierzy si¢ réwniez co najmniej jed-
ng inng zmienng pomiarowy (catkowita powierzchnie lisci, cigzar masy suchej lub $wiezej), gdyz niektére
substancje moga wplywac o wiele bardziej na inne zmienne pomiarowe niz ilo§¢ lisci. Aby okresli¢ ilosciowo
skutki zwigzane z substancja, wzrost w roztworach testowych poréwnuje si¢ do wzrostu w probach kontrol-
nych i wyznacza si¢ stezenie powodujace inhibicj¢ wzrostu o okre§lone x % (np. 50 %) i wyraza si¢ je jako EC,
(np. ECsg).

Punktem koncowym badania jest inhibicja wzrostu wyrazona jako logarytmiczny przyrost zmiennej pomiaro-
wej (Srednia wlaSciwa szybko$¢ wzrostu) w ciagu okresu ekspozycji. Na podstawie $rednich whasciwych szyb-
kosci wzrostu zarejestrowanych w serii roztworéw testowych wyznacza si¢ stezenie powodujace inhibicje
szybkosci wzrostu o okreslone x % (np. 50 %) i wyraza si¢ je jako E.C, (np. E,Cs).
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Dodatkowg zmienna odpowiedzi uzyta w niniejszej metodzie badawczej jest uzysk, ktory moze by¢ potrzebny
do spehienia okreslonych wymagan regulacyjnych w niektérych krajach. Jest on zdefiniowany jako zmienne po-
miarowe na konicu okresu ekspozycji minus zmienne pomiarowe na poczatku okresu ekspozycji. Na podstawie
uzysku zarejestrowanego w serii roztworéw testowych oblicza si¢ stezenie powodujace inhibicje uzysku o okre-
$lone x % (np. 50 %) i wyraza si¢ je jako E,C; (np. E,Cs).

Ponadto mozna statystycznie okresli¢ najnizsze st¢zenie zaobserwowanego skutku (LOEC) oraz stgzenie braku
obserwowanego skutku (NOEC).

INFORMACJE O SUBSTANCJI TESTOWE]
Nalezy dysponowa¢ metoda analityczng o nalezytej czulosci do iloSciowego oznaczenia substancji w pozywece.

Informacje o substancji testowej, ktore moga by¢ przydatne w ustaleniu warunkéw badania obejmujg wzor struk-
turalny, czysto$¢, rozpuszczalno$é w wodzie, trwalos¢ w wodzie i $wietle, pK,, K, ci$nienie pary oraz podat-
no$¢ na biodegradacj¢. Rozpuszczalno$¢ w wodzie i ci$nienie pary moga postuzy¢ do obliczenia stalej prawa
Henry'ego, ktora wskaze, czy mozliwe sa znaczace straty substancji testowej w ciagu okresu badania. Pomoze to
stwierdzi¢, czy powinny zosta¢ podjete szczegdlne kroki w celu ograniczenia takich strat. Gdy dane o rozpusz-
czalnosci i trwalosci substancji testowej sg niepewne, zaleca sig, aby oceni¢ je w warunkach badania, przy
uwzglednieniu pozywki wzrostowej, temperatury i warunkéw oswietlenia, ktére majg by¢ zastosowane
w badaniu.

Gdy szczegdlnie wazna jest kontrola pH pozywki, np. gdy bada si¢ metale lub substancje, ktére sg hydrolitycznie
nietrwale, zaleca si¢ dodanie bufora do pozywki wzrostowej (zob. akapit pierwszy w sekeji 1.7.4). Dalsze wska-
z6wki dotyczace badania substancji o wlasnosciach fizykochemicznych, ktére utrudniajg ich badanie, podano
w (11).

SUBSTANCJA ODNIESIENIA

Jako sposdb sprawdzenia procedury badawczej mozna zbadaé substancje(-e) odniesienia, takg jak 3,5-dwuchlo-
rofenol uzywany w migdzynarodowej prébie pierscieniowej (10). Wskazane jest testowanie substancji odniesie-
nia co najmniej dwa razy do roku lub gdy badanie jest wykonywane z mniejsza czgstotliwoscia, rownolegle
z okreslaniem toksycznosci substancji testowej.

WAZNOSC BADANIA

Aby badanie bylo wazne, czas podwojenia liczby lisci w prébie kontrolnej musi by¢ mniejszy niz 2,5 dnia
(60 godz.), co odpowiada w przyblizeniu siedmiokrotnemu wzrostowi w ciggu siedmiu dni oraz $redniej wia-
Sciwej szybkosci wzrostu wynoszacej 0,275 d™'. Gdy uzywa sie pozywki i badanie przeprowadzane jest w wa-
runkach opisanych w niniejszej metodzie badawczej, kryterium to mozna spehié stosujgc warunki badania
statycznego (8). Przewiduje si¢ rowniez, ze kryterium to bedzie mozliwe do spelnienia w warunkach badania p6t-
statycznego i przeptywowego. Obliczenie czasu podwojenia przedstawiono w sekeji 2.1.

OPIS METODY
Przyrzad

Caly sprzet majacy kontakt z pozywkami musi by¢ wykonany ze szkla lub innego chemicznie obojetnego ma-
teriatu. Naczynia szklane uzywane do celéw hodowli kultur i badania powinny by¢ wolne od zanieczyszczeni che-
micznych, ktére moglyby zostaé wyplukane do pozywki oraz powinny by¢ sterylne. Naczynia badawcze powinny
mie¢ dostateczng szeroko$¢, tak aby liscie réznych kolonii w naczyniach kontrolnych urosty bez zachodzenia na
siebie na koniec badania. Nie ma znaczenia, czy korzenie dotykajg dna naczyn badawczych, lecz zaleca si¢ mi-
nimalng gleboko§¢ 20 mm i minimalng objetos¢ 100 ml w kazdym naczyniu badawczym. Wybér naczyn ba-
dawczych nie ma szczegdlnie waznego znaczenia, o ile spelnione s3 te wymagania. Odpowiednie okazaly si¢
szklane zlewki, naczynka krystalizacyjne lub szalki Petriego o odpowiednich wymiarach. Naczynia badawcze mu-
szg by¢ przykryte, tak aby ograniczy¢ do minimum parowanie i przypadkowe zanieczyszczenie, przy jednoczes-
nym umozliwieniu niezbg¢dnej wymiany powietrza. Odpowiednie naczynia badawcze, a w szczegdlnosci
pokrywy, nie powinny dopuszcza¢ do zacienienia lub zmian charakterystyki widmowej Swiatla.

Kultury i naczynia badawcze nie powinny by¢ trzymane razem. Najlepiej mozna to zapewni¢, uzywajac oddziel-
nych klimatycznych komér wzrostowych, inkubatoréw lub pomieszczen. O$wietlenie i temperatura muszg by¢
regulowane i utrzymywane na stalym poziomie (zob. sekcja 1.7.8).
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Badany organizm

Organizmem uzytym do niniejszego badania jest Lemna gibba lub Lemna minor. Krotkie opisy gatunkéw rzesy
wodnej, ktérych uzyto do badania toksycznosci, zamieszczono w dodatku 1. Material roslinny mozna uzyskad
z kolekji kultur, z innego laboratorium lub z terenu. Jezeli rosliny sa zebrane z terenu, to przed uzyciem nalezy
je trzymad przez co najmniej osiem tygodni w kulturze w tej samej pozywece, co uzyta do badania. Miejsca w te-
renie wykorzystane do zebrania poczatkowych kultur musza by¢ wolne od wyraznych zrédet zanieczyszczenia.
Jezeli uzyskane s3 one z innego laboratorium lub z kolekgji kultur, to powinny by¢ trzymane w podobny sposéb
przez co najmniej trzy tygodnie. W sprawozdaniu nalezy zawsze poda¢ zrédlo materiatu roslinnego oraz gatu-
nek i klon (jesli jest znany) uzyty do badania.

Nalezy uzy¢ monokultur, ktére sg w sposéb widoczny wolne od zanieczyszczenia innymi organizmami, takimi
jak glony i pierwotniaki. Zdrowe roéliny L. minor sktada¢ si¢ beda z kolonii zawierajacych od dwéch do pieciu
lici, podczas gdy zdrowe kolonie L. gibba mogg zawiera¢ do siedmiu lisci.

Jako$¢ i jednorodno$¢ rodlin uzytych do badania bedzie mie¢ znaczacy wplyw na jego wynik i dlatego powinny
one by¢ wybierane ze starannoscig. Nalezy uzywa¢ mlodych, szybko rosnacych rolin bez widocznych zmian
chorobowych lub odbarwienia (chlorozy). O dobrej jakosci kultur $wiadczy duza czesto$¢ wystepowania kolonii
zawierajgcych co najmniej dwa liscie. Duza liczba pojedynczych lisci oznacza stres Srodowiskowy, np. ograni-
czenie skladnikéw odzywczych i materialu roslinnego z takich kultur nie nalezy uzywaé do badania.

Hodowla

Aby zmniejszy¢ czestotliwo$¢ utrzymania kultur (np. gdy przez pewien okres nie planuje si¢ badan nad Lemna),
kultury mozna utrzymywac w warunkach zmniejszonego oswietlenia i obnizonej temperatury (4-10 °C). Szcze-
g6ly dotyczace hodowli kultury podano w dodatku 2. Wyrazne oznaki zanieczyszczenia glonami lub innymi
organizmami wymaga¢ beda powierzchniowej sterylizacji podprobki lisci Lemna, a nastgpnie przeniesienia jej do
$wiezej pozywki (zob. dodatek 2). W takim przypadku pozostalg zanieczyszczong kulturg nalezy odrzucié.

Co najmniej siedem dni przed badaniem, dostateczng ilo$¢ kolonii przenosi si¢ aseptycznie do $wiezej sterylnej
pozywki i przez 7-10 dni hoduje si¢ kulture w warunkach badania.

Pozywka

Dla Lemna minor i Lemna gibba zalecane sa rézne pozywki, jak opisano ponizej. Nalezy doktadnie rozwazy¢ wia-
czenie bufora pH do pozywki (MOPS (kwasu 4-morfolinopropanosulfonowego, nr CAS 1132-61-2; nr
EINECS 214-478-5) w pozywce L. minor oraz NaHCO, w pozywce L. gibba), gdy podejrzewa si¢, ze méglby on
reagowac z substancjg testowa i wplyna na wyrazenie jej toksycznos$ci. Dopuszczalna jest rowniez pozywka
Steinberga (12), o ile spelnione sa kryteria waznosci.

Do hodowli kultur i badania L. minor zalecana jest modyfikacja pozywki wzrostowej Lemna wedlug normy
szwedzkiej (SIS). Sklad tej pozywki podano w dodatku 3.

Do hodowli kultur i badania L. gibba zaleca si¢ pozywke wzrostowa 20X AAP, opisana w dodatku 3.

Pozywka Steinberga, opisana w dodatku 3, jest réwniez odpowiednia dla L. minor, lecz moze by¢ takze uzyta do
L. gibka, o ile spelnione sa kryteria waznosci.

Roztwory testowe

Roztwory testowe sporzadza si¢ zazwyczaj przez rozcieficzenie roztworu podstawowego. Roztwory podstawo-
we substancji testowej sporzadza si¢ zwykle przez rozpuszczenie substancji w pozywce wzrostowej.

Najwyzsze badane st¢zenie substancji zwykle nie powinno przekraczad rozpuszczalnosci tej substancji w wodzie
w warunkach badania. Nalezy jednak zauwazy¢, ze gatunki Lemna unoszg si¢ na powierzchni i moga by¢ wyek-
sponowane na substancje, ktére gromadzg si¢ na granicy faz woda-powietrze (jak np. substancje stabo rozpusz-
czalne w wodzie lub hydrofobowe badz substancje powierzchniowo czynne). W takiej sytuacji ekspozycja bedzie
wynika¢ z substangcji innej niz bedaca w roztworze i stezenia probne mogg, w zaleznosci od charakterystyki sub-
stancji testowej, przekroczy¢ rozpuszcezalno$é w wodzie. W przypadku substancji o niskiej rozpuszczalnosci
w wodzie moze by¢ konieczne sporzadzenie stezonego roztworu podstawowego lub dyspersji substancji przy
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uzyciu rozpuszczalnika organicznego lub dyspergatora. Nalezy dotozy¢ wszelkich staran, aby uniknaé uzycia ta-
kich substancji. Uzycie pomocniczych rozpuszczalnikéw lub dyspergatoréw nie powinno powodowac fitotok-
sycznoéci. Na przyklad, do powszechnie uzywanych rozpuszczalnikéw, ktére nie powoduja fitotoksycznosci
w stezeniach do 100 pllI”! nalezy aceton i dwumetyloformamid. Jezeli uzyty jest rozpuszczalnik lub dysperga-
tor, to w sprawozdaniu nalezy podac jego koficowe st¢zenie, ktére powinno by¢ utrzymane na minimalnym po-
ziomie (< 100 pl1™") i we wszelkich zabiegach i prébach kontrolnych powinno by¢ zachowane takie samo
stezenie rozpuszczalnika i dyspergatora. Dalsze wskazowki na temat uzycia dyspergatoréw podano w (11).

Grupy badane i kontrolne

W doborze odpowiednich stezen testowych pomocna bedzie uprzednia znajomosé toksycznosci substancii te-
stowej w stosunku do Lemna, np. z proby wyznaczania zakresu. W ostatecznym badaniu toksyczno$ci powinno
zwykle by¢ co najmniej piec stezen testowych uporzadkowanych w postaci szeregu geometrycznego. Wspot-
czynnik rozdzialu pomigdzy stezeniami testowymi w miare mozliwosci nie powinien przekraczaé 3,2, lecz moze
by¢ zastosowana wigksza warto$¢, gdy krzywa stezenie-odpowiedz jest plaska. Jezeli uzyto ponizej pigciu stezen,
nalezy poda¢ uzasadnienie. Przy kazdym stezeniu testowym nalezy uzy¢ co najmniej trzy replikaty.

Przy ustalaniu zakresu stgzen (w przypadku proby wyznaczania zakresu iflub ostatecznego badania toksyczno-
$ci), nalezy wzig¢ pod uwage, co nastgpuje:

—  Aby okresli¢ EC,, stezenia testowe powinny zawiera¢ w swoim zakresie warto$¢ EC, w celu zapewnienia
odpowiedniego poziomu ufnoéci. Na przyklad, jezeli oszacowuje si¢ ECs, to najwyzsze st¢zenie nie po-
winno by¢ wigksze od wartosci ECs,. Jezeli warto$¢ ECs lezy poza zakresem steze testowych, to zwigza-
ne z tym poziomy ufnosci beda wicksze i odpowiednia ocena statystycznego dopasowania modelu moze
nie by¢ mozliwa.

—  Jezeli celem jest oszacowanie LOEC/NOEC, to najnizsze stgZenie testowe powinno by¢ dostatecznie niskie,
aby wzrost nie byt znaczaco mniejszy niz wzrost grupy kontrolnej. Ponadto najwyzsze st¢zenie testowe po-
winno by¢ dostatecznie wysokie, aby wzrost byl znaczaco mniejszy niz w grupie kontrolnej. Jesli nie jest to
spetnione, to badanie bedzie musialo zostaé powtérzone przy zastosowaniu innego zakresu stezen (chyba,
ze najwyzsze stezenie réwne jest granicznej rozpuszczalnosci lub maksymalnemu wymaganemu stezeniu
granicznemu, np. 100 mg-1™).

Kazde badanie powinno obejmowac préby kontrolne obejmujace t¢ sama pozywke, liczbe lisci i kolonii, warun-
ki srodowiskowe i procedury, w postaci naczyn badawczych, lecz bez substancji testowej. Jezeli uzyty jest po-
mocniczy rozpuszczalnik lub dyspergator, nalezy obja¢ dodatkowa prébe kontrolng z uzyciem
rozpuszczalnika/dyspergatora o tym samym st¢zeniu, co w naczyniach z substancja testowa. Liczba replikato-
wych naczyn kontrolnych (oraz, w stosownym wypadku, naczyn z rozpuszczalnikiem) powinna by¢ co najmniej
réwna, a najlepiej dwukrotnie wigksza od liczby naczyn uzytych do kazdego stezenia testowego.

Jezeli nie jest wymagane wyznaczenie NOEC, to plan badania mozna zmieni¢, zwigkszajac liczbe stezei i zmniej-
szajac liczbe replikatéw przypadajacych na stezenie. Jednakze liczba replikatéw kontrolnych musi wynosi¢ co
najmniej trzy.

Ekspozycja

Kolonie skladajace si¢ z 2—4 widocznych lisci przenosi si¢ z kultury inokulum i losowo przydziela do naczyn ba-
dawczych w warunkach aseptycznych. Kazde naczynie badawcze powinno zawieraé tacznie 9-12 lisci. Liczba
lisci i kolonii powinna by¢ taka sama w kazdym naczyniu. Do$wiadczenie uzyskane z niniejszej metody oraz z da-
nych z proby piericieniowej wykazalto, ze uzycie trzech replikatow na probe, z kazdym replikatem zawierajacym
poczatkowo 9-12 lisci, jest wystarczajace do wykrycia réznic we wzro$cie wynoszacych w przyblizeniu 4-7 %
inhibicji obliczonego na podstawie szybkosci wzrostu (10-15 % obliczonego na podstawie uzysku) pomiedzy
prébami (10).

Wymagany jest zrandomizowany plan umieszczania naczyn badawczych w inkubatorze, aby ograniczy¢ do mi-
nimum wplyw przestrzennych réznic nat¢zenia $wiatla i temperatury. Wymagany jest réwniez zblokowany plan
lub losowe przestawianie naczyn podczas dokonywania obserwacji (lub czgstsze przestawianie).
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Jezeli wstepna proba stabilno$ci wykazuje, Ze nie mozna utrzymac stezenia substancji testowej (tj. mierzone ste-
zenie spada ponizej 80 % zmierzonego poczatkowego stezenia) w czasie trwania badania (7 dni), zalecane sa wa-
runki badania polstatycznego. W takim przypadku kolonie nalezy wyeksponowaé na $wiezo sporzadzone
roztwory testowe i kontrolne co najmniej dwukrotnie w ciagu badania (np. w dniach 3 i 5). Czgstotliwos¢ eks-
pozycji na $wiezg pozywke zaleze¢ bedzie od stabilnosci substancji testowej; do utrzymania prawie statych ste-
zef wysoce niestabilnych lub lotnych substancji moze by¢ wymagana wigksza czestotliwo$é. W niekt6rych
sytuacjach moze by¢ wymagana procedura przeplywowa (11)(13).

Scenariusz ekspozycji poprzez natozenie na liscie (natrysk) nie jest objety niniejsza metoda badawcza; mozna na-
tomiast znalezé go w (14).

Warunki inkubacji

Nalezy zastosowacé ciggle o§wietlenie w postaci cieptego lub chtodnego $wiata fluorescencyjnego o natgzeniu wy-
branym z zakresu 85-135 pE-m™>s”', zmierzonym w promieniowaniu aktywnym dla fotosyntezy (400-700 nm)
w punktach o takiej samej odleglosci od Zrédla $wiatla, co liscie Lemna (réwnowaznym 6 500-10 000 luksow).
Wszelkie réznice w stosunku do wybranego natgzenia $wiatla na badanej powierzchni nie powinny przekraczad
+ 15 %. Na mierzona warto$¢ bedzie mie¢ wplyw metoda detekcji i pomiaru $wiatta, w szczegdlnosci typ czuj-
nika. Przedkladane sg czujniki sferyczne (ktére reaguja na $wiatlo ze wszystkich katéw powyzej i ponizej plasz-
czyzny pomiaru) oraz czujniki ,kosinusowe” (ktére reaguja na $wiatlo ze wszystkich katéw powyzej
plaszczyzny pomiaru) nad czujniki jednokierunkowe i beda one dawaé wyzsze wskazania dla opisywanego tu
typu wielopunktowego zrédla Swiatla.

Temperatura w naczyniach badawczych powinna wynosi¢ 24 + 2 °C. Warto$¢ pH pozywki kontrolnej nie po-
winna wzrosna¢ w ciggu badania o wigcej niz 1,5 jednostki. Jednakze odchylenie o wigcej ni 1,5 jednostki nie
spowoduje uniewaznienia badania, jesli mozna wykaza¢, ze spelnione sg kryteria waznosci. Dodatkowej uwagi
wymaga dryft pH w szczegdlnych przypadkach, takich jak podczas badania nietrwatych substancji lub metali.
Dalsze wskazéwki przedstawiono w (11).

Czas trwania

Badanie zostaje zakonczone po 7 dniach od przeniesienia roslin do naczyn badawczych.

Pomiary i oznaczenia analityczne

Na poczatku badania liczy si¢ i rejestruje liczbe lisci w naczyniach badawczych, zwracajac uwage na uwzgled-
nienie wystajacych, wyraznie widocznych lici. Liczbg lisci wydajacych si¢ wyglada¢ normalne lub nienormalne
nalezy okresli¢ na poczatku badania, co najmniej raz na 3 dni w ciggu okresu ekspozycji (tj. co najmniej 2 razy
podczas 7-dniowego okresu) oraz na zakonczenie badania. Nalezy odnotowa¢ zmiany w rozwoju roélin, np. pod
wzgledem wielkosci lisci, wygladu, oznak martwicy, chlorozy lub garbatosci, rozbicia kolonii lub utraty zdolno-
$ci utrzymywania si¢ na powierzchni wody oraz dtugosci i wygladu korzeni. Nalezy réwniez odnotowaé istotne
cechy pozywki (np. obecno$¢ nierozpuszczonej substancji, wzrost glonéw w naczyniu badawczym).

Oprocz okreslenia liczby lisci w ciagu badania ocenia si¢ réwniez wplywy substancji testowej na jedng (lub wig-
cej) nastgpujacych zmiennych pomiarowych:

(i) catkowita powierzchnie lici;

(ii) cigzar masy suchej;

(iii) cigzar masy Swiezej.

Calkowita powierzchnia liSci ma t¢ zalete, ze moze by¢ okreslona dla kazdego naczynia badawczego i kontrol-
nego na poczatku, podczas i na koniec badania. Cigzar masy suchej lub §wiezej nalezy wyznaczy¢ na poczatku
badania na podstawie probki kultury inokulum reprezentatywnej dla tego, co jest uzyte do rozpoczecia badania,
oraz na koricu badania przy uzyciu materiatu rolinnego z kazdego naczynia badawczego i kontrolnego. Jesli nie
mierzy si¢ powierzchni lisci, to przedklada si¢ cigzar masy suchej nad cigzar masy $wiezej.

Catkowita powierzchnig liSci oraz cigzar masy suchej i cigzar masy $wiezej mozna wyznaczy¢ nastgpujaco:



24.8.2009

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

L 220/81

1.7.10.1.

(i) Calkowita powierzchnia lisci: catkowita powierzchnig lisci wszystkich kolonii mozna okresli¢ za pomoca
analizy obrazu. Sylwetke naczynia badawczego i lisci mozna uchwyci¢ za pomocg kamery wideo (np. usta-
wiajac naczynie na kopioramie), a otrzymany w wyniku obraz podda¢ digitalizacji. Poprzez kalibracje za
pomocg plaskich ksztaltow o znanej powierzchni mozna nastepnie wyznaczy¢ catkowitg powierzchnig li-
$ci w naczyniu badawczym. Nalezy pamietac, aby wykluczy¢ zaktdcenie spowodowane przez obrzeze na-
czynia badawczego. Alternatywne, cho¢ bardziej pracochlonne podejscie, polega na wykonaniu fotokopii
wszystkich naczyn badawczych i roslin, wycigciu otrzymanej sylwetki kolonii i wyznaczeniu ich powierzch-
ni przy uzyciu analizatora powierzchni lisci lub papieru milimetrowego. Odpowiednie moga by¢ réwniez
inne techniki (np. okreslenie stosunku cigzaru papieru powierzchni sylwetki kolonii do
powierzchni jednostkowe;).

(i) Cigzar masy suchej: z kazdego naczynia badawczego zbiera si¢ wszystkie kolonie i przeplukuje si¢ woda
destylowang lub dejonizowang. Odsacza si¢ je bibulg w celu usunigcia nadmiaru wody, a nastgpnie suszy
w temperaturze 60 °C do stalej masy. Nalezy dolaczy¢ wszelkie fragmenty korzeni. Cigzar suchej masy na-
lezy wyrazi¢ z dokladno$cig co najmniej do 0,1 mg.

(i) Cigzar masy $wiezej: wszystkie kolonie przenosi si¢ do uprzednio zwazonych probéwek z polistyrenu (lub
innego obojetnego materiatu) z matymi (1 mm) otworami w zaokraglonym dnie. Nastepnie probowki odwi-
rowuje si¢ z predkoscig 3 000 obr./min przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Probéwki zawierajace
wysuszone kolonie ponownie wazy si¢ i oblicza si¢ cigzar masy Swiezej przez odjecie cigzaru pustej
probowki.

Czgstotliwosé pomiarow i oznaczeti analitycznych

Jezeli zastosowany jest statyczny plan badania, to nalezy zmierzy¢ pH kazdej proby na poczatku i na koricu ba-
dania. Jezeli zastosowany jest pélstatyczny plan badania, to nalezy zmierzy¢ pH w kazdej partii ,$wiezego” roz-
tworu testowego przed kazdg wymiang oraz w odpowiednich ,zuzytych” roztworach.

Natezenie $wiatla nalezy zmierzy¢ w komorze wzrostu, inkubatorze lub pomieszczeniu w réznych punktach o ta-
kiej samej odleglosci od Zrédla $wiatla, co liscie Lemna. Pomiaru nalezy dokona¢ co najmniej raz w ciggu bada-
nia. Temperatur¢ pozywki w naczyniu zastgpczym utrzymywanym w takich samych warunkach w komorze
wzrostu, inkubatorze lub pomieszczeniu nalezy rejestrowad co najmniej codziennie.

Podczas badania, w odpowiednich ostgpach czasu oznacza si¢ stezenia substancji testowej. W badaniach statycz-
nych minimalnym wymogiem jest oznaczenie st¢zeni na poczatku i na koricu badania.

W badaniach pélstatycznych, gdzie nie jest spodziewane, Ze stezenie substancji testowej pozostanie w granicach
+ 20 % stezenia nominalnego, niezbedne jest zanalizowanie wszystkich $wiezo sporzadzonych roztwordw oraz
tych samych roztworéw przy kazdej wymianie (zob. akapit trzeci w sekgji 1.7.7). Jednakze w przypadku badan,
gdzie zmierzone poczatkowe st¢zenie substancji testowej nie miesci si¢ w granicach * 20 % nominalnego, lecz
gdzie mozna dostarczy¢ dostatecznych dowodéw wykazujacych, ze poczatkowe stezenia sa powtarzalne i sta-
bilne (. zawieraja si¢ w granicach 80-120 % poczatkowego stezenia), oznaczenia chemiczne mozna przepro-
wadzac tylko na najwyzszych i najnizszych stezeniach testowych. We wszystkich przypadkach, oznaczenie stezef
substangji testowej przed wymiang musi by¢ wykonane tylko na jednym replikatowym naczyniu przy kazdym
stezeniu testowym (lub zawartosciach naczyn polaczonych z soba wedlug replikatu).

Jezeli zastosowana jest badanie przeptywowe, to odpowiednim systemem jest system pobierania prébek podob-
ny do opisanego dla badan pélstatycznych, wraz z analiza na poczatku, w $rodku i na koncu badania, lecz po-
miar ,zuzytych” roztworéw nie jest odpowiedni w tym przypadku. W tego typu badaniu nalezy codziennie
sprawdzad natezenie przeplywu rozcieficzalnika i substancji testowej lub roztworu podstawowego substancji
testowej.

Jezeli istnieja dowody, ze stezenie substancji testowej zostato zadowalajaco utrzymane w granicach £ 20 % nomi-
nalnego lub zmierzonego poczatkowego stezenia w ciggu calego badania, to analiz¢ wynikow mozna oprzeé na
nominalnych lub zmierzonych poczatkowych wartosciach. Jezeli odchylenie od nominalnych lub zmierzonych
poczatkowych stezen jest wigksze niz + 20 %, analiz¢ wynikéw nalezy oprze¢ na $rednim geometrycznym ste-
zeniu podczas ekspozycji lub na modelach opisujacych spadek stezenia substancji testowej (11).
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Badanie graniczne

W pewnych okoliczno$ciach, np. gdy wstepne badanie wskazuje, Ze substancja testowa nie ma toksycznych od-
dzialywati przy stezeniach do 100 mg1™" lub do jej granicznej rozpuszczalnosci w pozywee (zaleznie od tego, co
jest mniejsze), mozna przeprowadzi¢ badanie graniczne polegajace na poréwnaniu odpowiedzi w grupie kon-
trolnej i jednej grupie poddawanej zabiegowi (o stezeniu 100 mg-1™ lub réwnym rozpuszczalnoci granicznej).
Bardzo zalecane jest, aby bylo to poparte analiza stezenia ekspozycji. Do badania granicznego stosuja si¢ wszyst-
kie poprzednio opisane warunki badania i kryteria waznosci, poza tym ze liczba replikatow poddawanych za-
biegowi powinna by¢ dwukrotnie zwigkszona. Wzrost w grupie kontrolnej i poddawanej zabiegowi mozna
zanalizowa¢ przy pomocy testu statystycznego do pordwnywania Srednich, np. testu t Studenta.

DANE I SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

CZAS PODWOJENIA

Aby okresli¢ czas podwojenia (Tg) liczby liSci oraz spetnienie przez badanie niniejszego kryterium waznosci (sek-
cja 1.6), uzywa si¢ ponizszego wzoru z danymi uzyskanymi z naczyn kontrolnych:

Ty=In2/p

gdzie p jest Srednia wlasciwa szybko$cia wzrostu wyznaczona w sposob opisany w akapicie pierwszym i drugim
w sekgji 2.2.1.

ZMIENNE ODPOWIEDZI

Celem badania jest okreslenie wplywow substancji testowej na wegetatywny wzrost Lemna. Niniejsza metoda ba-
dawcza opisuje dwie zmienne odpowiedzi, gdyz panstwa czlonkowskie maja rézne preferencje i potrzeby regu-
lacyjne. Aby wyniki badania byly akceptowalne we wszystkich panistwach cztonkowskich, skutki powinny by¢
ocenione przy uzyciu obydwu zmiennych odpowiedzi a) i b) opisanych ponize;j.

a)  Srednia whasciwa szybko$¢ wzrostu: t¢ zmienng odpowiedzi oblicza si¢ na podstawie zmian logarytméw
liczb lidci, a ponadto na podstawie zmian logarytmow innego parametru pomiarowego (catkowitej po-
wierzchni liSci oraz cigzaru masy suchej lub cigzaru masy Swiezej) w czasie (wyrazonych na dzien) w gru-
pach kontrolnych i w kazdej grupie poddawanej zabiegowi. Niekiedy okresla si¢ ja mianem wzglednej
szybkosci wzrostu (15).

b)  Uzysk: t¢ zmienng odpowiedzi oblicza si¢ na podstawie zmian liczby lici, a ponadto na podstawie zmian
innego parametru pomiarowego (catkowitej powierzchni lisci oraz cigzaru masy suchej lub cigzaru ma-
sy $wiezej) w grupach kontrolnych i w kazdej grupie poddawanej zabiegowi, az do korica badania.

Nalezy zauwazy¢, ze wartosci toksycznosci obliczone przy uzyciu tych dwu zmiennych odpowiedzi nie s3
poréwnywalne i réznica ta musi by¢ rozpoznana, gdy uzywa si¢ wynikéw badania. Jezeli spetnione sa warunki
badania okre$lone w niniejszej metodzie badawczej, to warto$ci EC, oparte na Sredniej wlasciwej szybkosci
wzrostu (E,C,) bywaja zwykle wyzsze od wynikéw opartych na uzysku (E,C,), ze wzgledu na podstawe mate-
matyczng odno$nych podejs¢. Nie nalezy interpretowaé tego jako réznicy czulo$ci pomiedzy tymi dwiema
zmiennymi odpowiedzi, lecz jedynie, Ze wartosci te s3 rézne matematycznie. Pojecie $redniej whasciwej szybkos-
ci wzrostu oparte jest na 0gélnym wykladniczym przebiegu wzrostu rzgsy w nieograniczonych kulturach, gdzie
toksyczno$¢ szacowana jest na podstawie wplywow na szybko$¢ wzrostu, nie bedac zalezna od bezwzglednego
poziomu wihasciwej szybkosci wzrostu kultury kontrolnej, nachylenia krzywej stezenie—odpowiedZ lub czasu
trwania badania. Natomiast wyniki oparte na zmiennej odpowiedzi w postaci uzysku sg zalezne od wszystkich
tych pozostalych zmiennych. E,C, jest zalezne od wiasciwej szybkosci wzrostu gatunkéw rzesy uzytych w kaz-
dym badaniu oraz od maksymalnej wlasciwej szybko$ci wzrostu, ktéra moze by¢ rézna dla réznych gatunkéw,
a nawet dla r6znych szczepéw. Tej zmiennej odpowiedzi nie powinno si¢ uzywac do poréwnywania czutosci na
czynniki toksyczne pomiedzy gatunkami rzgsy lub nawet réznymi ich szczepami. Cho¢ z naukowego punktu wi-
dzenia do szacowania toksycznosci preferowane jest postugiwanie si¢ Srednia wlasciwg szybkoscia wzrostu, to
oszacowania toksycznosci na podstawie uzysku s rowniez objete niniejsza metoda badawczg, aby uczynié za-
dos¢ obecnym wymogom regulacyjnym istniejgcym w niekt6rych krajach.
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Oszacowania toksycznosci powinny by¢ oparte na liczbie lisci oraz na dodatkowych zmiennych pomiarowych
(catkowita powierzchnig lidci, cigzar masy suchej lub ci¢zar masy Swiezej), poniewaz niektére substancje moga
mie¢ znacznie wigkszy wplyw na inne zmienne pomiarowe niz na liczbg lisci. Skutek ten nie zostatby wykryty
jedynie przez obliczenie liczby lisci.

Liczba lidci, jak rowniez kazda inna rejestrowana zmienna pomiarowa, tj. catkowita powierzchnia lici, cigzar
stowej podczas kazdego pomiaru. PéZniejsza analiza danych, np. w celu oszacowania LOEC, NOEC lub EC,, po-
winna by¢ oparta na wartosciach dla indywidualnych replikatow, a nie na obliczonych $rednich dla kazdej grupy
poddawanej zabiegowi.

Srednia wlasciwa szybko$¢ wzrostu

Srednig whasciwg szybkos¢ wzrostu dla konkretnego okresu oblicza si¢ jako logarytmiczny przyrost zmiennych
wzrostu — liczb liSci oraz jednej innej zmiennej pomiarowej (catkowitej powierzchni lisci, cigzaru masy suchej
lub cigzaru masy $wiezej) — przy uzyciu ponizszego wzoru, dla kazdego replikatu grupy kontrolnej i grup pod-
dawanych zabiegowi:

ln(Nj) - ln(Ni)

Pi_j = ¢

— Wy $rednia whciwa szybko$¢ wzrostu od czasu i do j,
— N;  zmienna pomiarowa w naczyniu badawczym lub kontrolnym o czasie i,
— N: zmienna pomiarowa w naczyniu badawczym lub kontrolnym o czasie j,

— . okres od czasuidoj.

Dla kazdej grupy poddawanej zabiegowi i grupy kontrolnej obliczy¢ $rednig warto§¢ szybko$ci wzrostu wraz
z 0szacowaniami wariancji.

Srednia whasciwg szybkos¢ wzrostu nalezy obliczy¢ dla calego okresu badania (czas ,i” w powyzszym réwnaniu
jest poczatkiem badania, a czas ,j” jest koricem badania). Dla kazdego stezenia testowego i proby kontrolnej ob-
liczy¢ Srednig warto$c¢ Sredniej wlasciwej szybkosci wzrostu wraz z oszacowaniami wariangji. Ponadto nalezy oce-
ni¢ szybko$¢ wzrostu wedlug odcinkéw, aby okresli¢ skutki substancji testowej wystepujace w czasie okresu
ekspozycji (np. przez badanie krzywych wzrostu przeksztalconych na posta¢ logarytmiczna). Znaczace réznice
pomiedzy szybkoscig wzrostu dla poszczegdlnych odcinkéw a Srednig szybkoscia wzrostu $wiadczg o odchyle-
niu od stalego wykladniczego wzrostu i uzasadniajg dokladne zbadanie krzywych wzrostu. W takim przypadku
rozwaznym podejsciem byloby poréwnanie whasciwych szybkosci wzrostu uzyskanych z kultur poddawanych
zabiegowi w ciagu okresu maksymalnej inhibicji z wladciwymi szybkosciami wzrostu dla kultur kontrolnych
W ciggu tego samego okresu.

Nastgpnie mozna obliczy¢ procentowa inhibicje szybkosci wzrostu (I,) dla kazdego stezenia testowego (grupy
poddawanej zabiegowi), wedlug nastgpujacego réwnania:

%Ir:w x 100

He
gdzie:

— Y%l

.~ procentowa inhibicja Sredniej wlasciwej szybkosci wzrostu,
— PBe o Srednia warto$¢ p w grupie kontrolnej,

— pp Srednia warto$¢ p w grupie poddawanej zabiegowi.

Uzysk

Wplywy na uzysk okresla si¢ na podstawie dwu zmiennych pomiarowych: liczby lisci oraz jednej innej zmiennej
naczyniu badawczym na poczatku i na koficu badania. Dla cigzaru masy suchej lub cigzaru masy $wiezej po-
czatkowa biomasg okresla si¢ na podstawie probki lisci pobranej z tej samej partii uzytej do zaszczepienia na-
czyh badawczych (zob. akapit drugi w sekgji 1.7.3). Dla kazdego stezenia testowego i grupy kontrolnej obliczy¢
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$rednig warto$¢ uzysku wraz z oszacowaniami wariancji. Srednie procentowe inhibicji uzysku (% I,) mozna ob-
liczy¢ dla kazdej poddawanej zabiegowi grupy w nastepujacy sposob:

ol = (bcfbr)
y

x 100
c

gdzie:

— %1 procentowe zmniejszenie uzysku,
— be biomasa koficowa minus biomasa poczatkowa dla grupy kontrolnej,

— by biomasa koficowa minus biomasa poczatkowa dla grupy poddawanej zabiegowi.

Wykreslanie krzywych stezenie-odpowiedz

Nalezy wykresli¢ krzywe st¢zenie-odpowiedZ wiazace $rednig procentowa inhibicje zmiennej odpowiedzi (I,
lub I, obliczone jak pokazano w ostatnim akapicie sekcji 2.2.1 lub w sekcji 2.2.2) i logarytm stezenia substancji
testowe;.

Oszacowanie EC,

Oszacowania EC, (np. EC5,) powinny by¢ oparte zar6wno na $redniej wlasciwej szybkosci wzrostu (E,C,) jak i na
uzysku (E,C), z ktorych kazde powinno by¢ oparte na liczbie lisci oraz jednej dodatkowej zmiennej pomiarowej
(catkowita powierzchnie lisci, cigzar masy suchej lub cigzar masy $wiezej). Wynika to stad, ze istnicja takie sub-
stancje testowe, kt6re wplywaja roznie na liczbe lici i inne zmienne pomiarowe. Zadanymi parametrami tok-
sycznosci sa wige cztery warto$ci EC, dla kazdego obliczonego poziomu inhibicji x: E,C, (liczba lisci); E.C,
(catkowita powierzchnia lisci, cigzar masy suchej lub cigzar masy $wiezej); E,C, (liczba lisci); oraz E,C, (catko-
wita powierzchnia lisci, cigzar masy suchej lub ciezar masy Swiezej).

PROCEDURY STATYSTYCZNE

Celem jest uzyskanie ilosciowej zaleznosci stezenie-odpowiedz za pomocy analizy regresji. Mozliwe jest zasto-
sowanie wazonej regresji liniowej po przeprowadzeniu linearyzujacej transformacji danych odpowiedzi — na
przyklad do jednostek probit lub logit albo Weibulla (16), lecz preferowane sa procedury regresji nieliniowej, kto-
re lepiej znosza nieuniknione nieregularnosci danych i odchylenia od gladkich rozktadéw. Przy zblizaniu si¢ do
zerowej lub do catkowitej inhibicji, nieregularnosci takie moga zosta¢ powigkszone przez transformacje, zakldca-
jac analizg (16). Nalezy zwrdci¢ uwagg, Ze standardowe metody analizy przy uzyciu transformat probit, logit lub
Weibulla sg przeznaczone do stosowania do danych kwantalowych (np. $miertelnosci lub przezywalnosci) i mu-
szg zosta¢ zmodyfikowane z dostosowaniem do danych szybkosci wzrostu lub biomasy. Szczegbtowe procedu-
ry wyznaczania warto$ci EC, na podstawie ciaglych danych mozna znalez¢ w (17), (18) i (19).

Dla kazdej zmiennej odpowiedzi, ktéra ma by¢ analizowana, nalezy uzy¢ zaleznosci stezenie-odpowiedz do ob-
liczenia oszacowan punktowych wartosci EC,. W miar¢ mozliwosci dla kazdego oszacowania nalezy okresli¢ gra-
nice ufnosci 95 %. Dokladno$¢ dopasowania danych odpowiedzi do modelu regresji nalezy oceni¢ graficznie lub
statystycznie. Analiz¢ regresji nalezy przeprowadzié, uzywajac odpowiedzi indywidualnych replikatéw zamiast
$rednich z grup poddawanych zabiegowi.

Oszacowania ECs i granice ufno$ci mozna réwniez otrzymac przy uzyciu interpolagji liniowej z fadowaniem
poczatkowym (20), jezeli dostgpne modele/metody regresji sa nicodpowiednie dla danych.

W celu oszacowania LOEC, a stad NOEC, konieczne jest poréwnanie $rednich z grup poddawanych zabiegowi
przy uzyciu technik analizy wariancji (ANOVA). Srednig dla kazdego steZenia nalezy nastepnie poréwnac ze $red-
nig kontrolng przy uzyciu odpowiedniej metody wielokrotnego poréwnania lub testu trendu. Przydatny moze
by¢ test Dunnetta lub Williamsa (21)(22)(23)(24). Nalezy oceni¢, czy przyjete w ANOVA zalozenie homogenicz-
noéci wariancji pozostaje w mocy. Oceng t¢ mozna przeprowadzi¢ graficznie lub za pomocg formalnego tes-
tu (25). Odpowiednimi do tego celu testami sg testy Levene’a lub Bartletta. Niespelnienie zalozenia
o0 homogenicznosci wariancji mozna niekiedy skorygowa¢ za pomocg logarytmicznego przeksztalcenia danych.
Jezeli heterogeniczno$¢ wariangji jest skrajnie duza i nie moze by¢ skorygowana przez transformacje, to nalezy
rozwazy¢ analize za pomoca metod takich, jak testy trendu stopniowego obnizania Jonkheere’a. Dodatkowe
wskazéwki dotyczgce wyznaczania NOEC mozna znaleZ¢ w (19).
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3.1.

Rozwéj naukowy, jaki ostatnio nastapil, doprowadzit do zalecenia zarzucenia pojecia NOEC i zastgpienia go
opartymi o regresj¢ oszacowaniami punktowymi EC,. Dla niniejszego badania Lemna nie ustalono odpowiedniej
wartoéci x. Jednakze, odpowiednim wydaje si¢ przedzial 10-20 % (w zalezno$ci od wybranej zmiennej odpo-
wiedzi), a najlepiej nalezy podaé zaréwno EC,, jak i EC,,.

SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badania musi zawiera¢ nastgpujgce informacje:

Substancja testowa:

— fizyczny charakter i wlasnoci fizykochemiczne, w tym graniczna rozpuszczalno$¢ w wodzie,
— dane identyfikacyjne substancji chemicznej (np. numer CAS), w tym czystos¢.
Badane gatunki:

— nazwa naukowa, klon (jesli jest znany) oraz zrédlo.

Warunki badania:

— zastosowana procedura badawcza (statyczna, pdlstatyczna lub przeplywowa),
— data rozpoczecia badania i czas jego trwania,

— pozywka,

— opis planu doswiadczalnego: naczynia badawcze i przykrywki, objetosci roztwordw, liczba kolonii i lisci
przypadajacych na naczynie badawcze na poczatku badania,

— stezenia testowe (nominalne i zmierzone, gdy stosowne) oraz liczba replikatow na steZenie,

— metody sporzadzania roztworéw podstawowych i testowych, w tym uzycie ewentualnych rozpuszczalni-
kéw lub dyspergatordw,

— temperatura podczas badania,
—  zrédlo $wiatla, natezenie i jednorodnos¢ $wiatla,
— wartosci pH pozywki testowej i kontrolnej,

— stezenia substancji testowej oraz metoda analizy wraz z odpowiednimi danymi oceny jakosci (badania wa-
lidacyjne, odchylenia standardowe lub granice ufnosci analiz),

— metody okreslania liczby lisci i innych zmiennych pomiarowych, np. ci¢zaru masy suchej, cigzaru masy
Swiezej lub powierzchni lisci,

— wszelkie odstgpstwa od niniejszej metody badawcze;.
Wyniki:

— dane pierwotne: liczba liSci oraz inne zmienne pomiarowe w kazdym naczyniu badawczym i kontrolnym
podczas kazdej obserwacji i okazji analizy,

— $rednie i odchylenia standardowe dla kazdej zmiennej pomiarowej,

—  krzywe wzrostu dla kazdego stezenia (zalecane ze zmienna pomiarowa przeksztalcong do postaci logaryt-
micznej, zob. akapit drugi w sekgji 2.2.1),

— czas podwojeniafszybkos$¢ wzrostu w grupie kontrolnej na podstawie liczby lisci,
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obliczone zmienne odpowiedzi dla kazdego replikatu poddawanemu zabiegowi, wraz z warto$ciami $red-
nimi i wspotczynnikiem zmiennosci dla repplikatow,

graficzne przedstawienie zaleznosci stezenie[skutek,

oszacowania punktéw koricowych toksycznosci dla zmiennych odpowiedzi, np. ECs,, EC,,, EC,, oraz
zwigzane z nimi przedzialy ufnosci. W przypadku obliczenia — LOEC i/lub NOEC oraz metody statystycz-
ne uzyte do ich wyznaczenia,

jezeli zastosowana zostata ANOVA — wielko$¢ skutku, ktéry mozna wykry¢é (np. najmniejsza
znaczaca roznica),

wszelka stymulacja wzrostu stwierdzona w ktorejkolwiek prébie,
wszelkie wizualne oznaki fitotoksycznosci, jak réwniez obserwacje roztwordw testowych,

omowienie wynikow, w tym ewentualny wplyw na wynik badania wynikajacy z odstepstw od niniejszej me-
tody badawczej.
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Dodatek 1
Opis gatunk6w Lemna

Roslina wodna powszechnie zwana rzgsa, obejmujaca gatunki Lemna, nalezy do rodziny Lemnaceae, na ktéra sktada sie sze-
reg wystepujacych na calym $wiecie gatunkéw w czterech rodzajach. Ich rézny wyglad i taksonomia zostaly wyczerpujaco
opisane (1)(2). Lemna gibba i L. minor sa gatunkami reprezentatywnymi dla obszaréw o klimacie umiarkowanym i sa po-
wszechnie uzywane do badan toksycznosci. Obydwa gatunki maja plywajaca lub zanurzong tarczowata todyge (lis¢) i bar-
dzo cienkie wypustki korzenia wychodzace ze $rodka dolnej powierzchni kazdego liScia. Gatunki Lemna rzadko wytwarzaja
kwiaty i ro$liny rozmnazajg si¢ poprzez wegetatywne wytwarzanie nowych lisci (3). W poréwnaniu do starszych roslin mio-
de rosliny bywaja zazwyczaj bledsze, maja krdtsze korzenie i skladaja si¢ z dwdch do trzech lisci o réznych rozmiarach.
Maly rozmiar gatunku Lemna, jego prosta budowa, bezplciowe rozmnazanie si¢ oraz krétki czas trwania pokolenia spra-
wiajg, ze rosliny tego rodzaju sa bardzo dogodne do badan laboratoryjnych (4)(5).

Z powodu prawdopodobnej zmienno$ci migdzygatunkowej pod wzgledem wrazliwosci wazne sg jedynie poréwnania czu-
tosci w obrgbie gatunku.

Przyklady gatunké6w Lemna, ktére byly uzywane do badan: Zrddla literaturowe dotyczace gatunkéw

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

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

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

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

Szwedzki Instytut Norm (SIS). (1995). Jakos¢ wody — Wyznaczanie inhibicji wzrostu (7-d) rzg¢sy Lemna minor, SS 02 82 13.
s. 15. (w jezyku szwedzkim).

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

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

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

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

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

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

Zrédta gatunkéw Lemna

University of Toronto Culture Collection of Algae and Cyanobacteria (Kolekcja kulturowa glonéw i cyjanobakterii Uniwer-
sytetu w Toronto)

Department of Botany, University of Toronto (Wydzial Botaniki Uniwersytetu w Toronto)

Toronto, Ontario, KANADA, M5S 3 B2

Tel.: +1-416-978-3641

Faks: +1-416-978-5878

e-mail: jacreman@botany.utoronto.ca

http://www.botany.utoronto.ca/utcc

North Carolina State University (Uniwersytet Stanu Péinocna Karolina)
Forestry Dept (Wydzial Le$nictwa)

Duckweed Culture Collection (Kolekcja kulturowa rzgsy wodnej)
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002

USA

Tel.: 001 (919) 515-7572

astomp@unity.ncsu.edu
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Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University (Instytut Badan Stosowanych nad Srodowiskiem,
Uniwersytet w Sztokholmie)

106 91 Sztokholm

SZWECJA

Tel.: +46 8 674 7240

Faks: +46 8 674 7636

Federal Environmental Agency (UBA) (Federalna Agencja Srodowiskowa)
FG1III 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

NIEMCY

e-mail: lemna@uba.de

http:/[www.umweltbundesamt.de/contact.htm
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Dodatek 2
Utrzymanie kultury podstawowej

Kultury podstawowe moga by¢ utrzymywane w niskich temperaturach (4-10 °C) przez dluzszy okres bez koniecznosci od-
twarzania. Pozywka wzrostowa dla gatunku Lemna moze by¢ taka sama jak uzywana do badar, lecz do kultur podstawo-
wych mozna uzywa¢ innych pozywek bogatych w skladniki odzywcze.

Okresowo pewna ilo§¢ mlodych, jasnozielonych roslin przenosi si¢ do zawierajacych $wiezg pozywke naczyn przeznaczo-
nych na nowe kultury, stosujac technike aseptyczna. W proponowanych tu chtodniejszych warunkach hodowanie podkul-
tur mozna prowadzi¢ w odstgpach czasu wynoszacych do trzech miesigcy.

Nalezy uzywaé chemicznie czystych (przeplukanych kwasem) i sterylnych naczyn na nowe kultury oraz stosowac sterylne
techniki manipulacji. W razie zanieczyszczenia kultury podstawowej, np. glonami lub grzybami, nalezy podjac kroki ma-
jace na celu wyeliminowanie zanieczyszczajacych organizméw. W przypadku glonéw i wigkszosci innych zanieczyszcza-
jacych organizméw mozna tego dokonal przez powierzchniows sterylizacje. Pobiera si¢ prébke zanieczyszczonego
materiatu roslinnego i odcina si¢ korzenie. Nast¢pnie materiat energicznie wytrzasa si¢ w czystej wodzie, po czym zanurza
si¢ w 0,5 % (obj.) roztworze podchlorynu sodowego na czas od 30 sekund do 5 minut. Material roslinny nastepnie plucze
si¢ sterylng woda i przenosi sig, jako pewna liczbe partii, do przeznaczonych na kultury naczyni zawierajacych $wieza po-
zywke wzrostowq. Wiele lisci obumrze w wyniku tego zabiegu, zwlaszcza jesli stosowane beda dhuzsze okresy ekspozydji,
lecz niektére sposrod tych, ktére przezyja, beda zazwyczaj wolne od zanieczyszczenia. Licie te mozna nastgpnie uzy¢ do
ponownego zaszczepienia nowych kultur.
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Dodatek 3
Pozywki

Dla L. minor i L. gibba zalecane s rézne pozywki wzrostowe. Dla L. minor zaleca si¢ zmodyfikowang pozywke wedtug Nor-
my Szwedzkiej (SIS), natomiast dla L. gibba zalecana jest pozywka 20X AAP. Sktady obydwu pozywek podano ponizej. Przy
sporzadzaniu tych pozywek nalezy uzy¢ substancji chemicznych gatunku odczynnikowego lub analitycznego oraz wody
dejonizowane;j.

Pozywka wzrostowa dla Lemna wedtug Normy Szwedzkiej (SIS)

— Roztwory podstawowe [-V sterylizuje si¢ przez obrobke w autoklawie (120 °C, 15 minut) lub za pomocg filtracji przez
przepong (o wielkosci poréw okoto 0,2 pm).

— Roztwér podstawowy VI (i opcjonalnie VII) sterylizuje si¢ wylacznie przez filtracj¢ przeponows; roztwordw tych nie
nalezy obrabia¢ w autoklawie.

—  Sterylne roztwory podstawowe nalezy przechowywac w warunkach chlodnych i ciemnych. Roztwory podstawowe I-V
nalezy usuna¢ po sze$ciu miesigcach, natomiast roztwory podstawowe VI (i opcjonalnie VII) majg dopuszczalny okres
przechowywania wynoszacy jeden miesigc.

Nr roztworu pod- sub ) Stezenie WdTOZ- Sf§i§ni€ W spo- Sporzadzona pozywka
stawowego e wowyrh @1 | iywce (mg1 ) | Pierwiastck | Stgtenie (mg)

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

! KH,PO4 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4

1I MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7,4, 9,8

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

v Na,CO, 40 20 C 23
H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
MnCl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040

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

v Na,-EDTA-2H,0 0,28 1,4 — —

VI MOPS (bufor) 490 490 — —

—  Aby sporzadzi¢ jeden litr pozywki SIS, do 900 ml dejonizowanej wody dodaje sie:

— 10 ml roztworu podstawowego I,
— 5 ml roztworu podstawowego II,
— 5 ml roztworu podstawowego I,
— 5 ml roztworu podstawowego IV,
— 1 ml roztworu podstawowego V,

— 5 ml roztworu podstawowego VI,

— 1 ml roztworu podstawowego VII (opcjonalnie).

Uwaga:
pit w sekcji 1.4).

—  pH reguluje si¢ do 6,5 + 0,2 przy uzyciu 0,1 lub 1 molowego HCl albo NaOH, a objgtos¢ uzupelnia si¢ do jednego

litra, uzywajac wody dejonizowanej.

Dla niektérych badanych substancji moze by¢ potrzebny dodatkowy roztwér podstawowy VII (bufor MOPS) (zob. ostatni aka-
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Pozywka wzrostowa 20X AAP

Roztwory podstawowe sporzadza si¢ w sterylnej wodzie destylowanej lub dejonizowanej.

Sterylne roztwory podstawowe nalezy przechowywaé w warunkach chtodnych i ciemnych. W takich warunkach, dopusz-
czalny okres przechowywania roztworéw podstawowych wynosi¢ bedzie co najmniej 6-8 tygodni.

Dla pozywki 20X AAP sporzadza si¢ pigé roztworéw podstawowych sktadnikéw odzywczych (A1, A2, A3, B i C), uzywa-
jac substancji chemicznych gatunku odczynnikowego. 20 ml kazdego roztworu podstawowego skladnikéw odzywczych do-
daje si¢ do okoto 850 ml dejonizowanej wody, tworzac pozywke wzrostowa. pH reguluje sie do 7,5 £ 0,1 przy uzyciu 0,1
lub 1 molowego HCl albo NaOH, a objgto$¢ uzupehnia si¢ do jednego litra, uzywajac wody dejonizowanej. Pozywke na-
stepnie przefiltrowuje si¢ przez filtr przeponowy (ok.) 0,2 pm do sterylnego pojemnika.

Pozywke wzrostowq przeznaczong do badan nalezy sporzadzi¢ 1-2 dni przed uzyciem, aby pozwoli¢ na ustabilizowanie
si¢ pH. Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ i wyregulowaé, w razie potrzeby, pH pozywki wzrostowej przez dodanie 0,1
lub 1 M NaOH albo H(], jak opisano powyzej.

b | | S| S| e
g o (mg1™) () Pierwiastek Stgzenie (mg1™) ()

NaNO, 26 510 Na; N 190; 84

Al MgCl,-6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl,2H,0 44 90 Ca 24,04

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

A3 K,HPO,3H,0 | 1,4 30 K; P 9,4:3,7
H;BO, 0,19 3,7 B 0,65
MnCl,-4H,0 0,42 8,3 Mn 2,3
FeCly-6H,0 0.16 32 Fe 0,66
Na,EDTA-2H,0 0,30 6,0 — —

g Zndl, 3,3 mgl™! 66 pgl™ Zn 31 pgl™
CoCl, 6H,0 1,4 mgl™ 29 pgl™! Co 7,1 pgl™
Na,Mo0,2H,0 | 7,3 mgI™ 145 pgl™ Mo 58 pgl™
CuCl,2H,0 0,012 mgl™ 0,24 pgl™ Cu 0,080 pg1™!

C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

() O ile nie podano inaczej.

Przypis: Teoretycznie odpowiednie koficowe stezenie wodoroweglanu (ktére pozwoli unikna¢ znacznej regulacji pH) wynosi 15 mg/l,
a nie 300 mg/l. Jednakze historyczne stosowanie odzywki 20X AAP, w tym w prébie pierScieniowej dla niniejszej metody, oparte
jest na stezeniu 300 mg/l. (I. Sims, P. Whitehouse i R. Lacey. (1999) The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Development and
Ring-testing of draft OECD Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environmental Agency).

Pozywka STEINBERGA (za ISO 20079)

Stezenia i roztwory podstawowe

— Zmodyfikowana pozywka Steinberga zastosowana jest w ISO 20079 dla samego Lemna minor (gdyz tylko Lemna minor
jest tam dopuszczona), lecz proby wykazaly, iz mozna uzyskiwa¢ dobre wyniki réwniez w przypadku Lemna gibba.

—  Przy sporzgdzaniu pozywki nalezy uzy¢ substancji chemicznych gatunku odczynnikowego lub analitycznego oraz
wody dejonizowane;.

—  Sporzadzi¢ odzywke z roztwordéw podstawowych lub 10-krotnie zatg¢zonej odzywki, co pozwala na maksymalne ste-
zenie odzywki bez wytracenia.
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Tabela 1

Pozywka STEINBERGA o stabilizowanym pH (zmodyfikowana wg Altenburgera)

Substancja Pozywka

Makroelementy masa czgsteczkowa mg|l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO, - 7H,0 246,37 100,00 0,41

Mikroelementy masa czasteczkowa g/l pmol/l
H;BO, 61,83 120,00 1,94
ZnSO, - 7H,0 287,43 180,00 0,63
Na,MoO, - 2H,0 241,92 44,00 0,18
MnCl, - 4H,0 197,84 180,00 0,91
FeCl; - 6H,0 270,21 760,00 2,81
S6l dwusodowa EDTA, 372,24 1 500,00 4,03
dwuwodna

Tabela 2

Roztwory podstawowe (makroelementy)

1. Makroelementy (zat¢zone 50-krotnie) g/l
Roztwdr podstawowy 1:
KNO, 17,50
KH,PO, 45
K,HPO, 0,63
Roztwér podstawowy 2:
MgSO, - 7H,0 5,00
Roztwdr podstawowy 3:
Ca(NO5), - 4H,0 14,75

Tabela 3

Roztwory podstawowe (mikroelementy)

2. Mikroelementy (zat¢zone 1 000-krotnie) mg/l
Roztwdr podstawowy 4:
H,BO, 120,0
Roztwdr podstawowy 5:
ZnSO, - 7H,0 180,0
Roztwdr podstawowy 6:
Na,MoO, - 2H,0 44,0
Roztwdr podstawowy 7:
MnCl, - 4H,0 180,0
Roztwdr podstawowy 8:
FeCl, - 6H,0 760,00
S6l dwusodowa EDTA, dwuwodna 1 500,00
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Roztwory podstawowe 2 i 3 oraz oddzielnie 4-7 mozna polaczy¢ z sobg (biorac pod uwage wymagane stezenia).

Aby zapewni¢ dluzszg przechowalnos¢ roztworéw podstawowych, nalezy poddac je obrébee w autoklawie w tempe-
raturze 121 °C przez 20 min lub, alternatywnie, przeprowadzi¢ sterylna filtracj¢ (0,2 pm). Dla roztworu podstawowe-
go 8 zdecydowanie zaleca si¢ sterylna filtracje (0,2 pm).

Sporzadzenie pozywki STEINBERGA (zmodyfikowanej) o stezeniu koficowym

Doda¢ 20 ml roztworéw podstawowych 1, 2 i 3 (zob. tabela 2) do okoto 900 ml wody dejonizowanej, aby uniknaé
wytracenia.

Doda¢ 1,0 ml roztworéw podstawowych 4, 5, 6, 7 i 8 (zob. tabela 3).

pH powinno wynosi¢ 5,5 £ 0,2 (wyregulowac przez dodanie ograniczonej do minimum objgtosci roztworu NaOH
lub HCI).

Uzupehi¢ woda do 1 000 ml.

Jezeli roztwory sa wysterylizowane i uzyta jest odpowiednia woda, to nie ma koniecznosci dalszej sterylizacji. Jezeli
sterylizacji dokonuje si¢ na koficowej pozywee, to roztwoér podstawowy 8 nalezy dodaé po obrébce w autoklawie (w
temperaturze 121 °C przez 20 min).

Sporzadzenie 10-krotnie zate¢zonej pozywki STEINBERGA (zmodyfikowanej) do S$rednioterminowego
przechowywania

Doda¢ 20 ml roztworéw podstawowych 1, 2 i 3 (zob. tabela 2) do okoto 30 ml wody, aby unikngé wytracenia.
Doda¢ 1,0 ml roztworéw podstawowych 4, 5, 6, 7 i 8 (zob. tabela 3). Uzupehi¢ woda do 100 ml.

Jezeli roztwory sa wysterylizowane i uzyta jest odpowiednia woda, to nie ma koniecznosci dalszej sterylizacji. Jezeli
sterylizacji dokonuje si¢ na koficowej pozywece, to roztwoér podstawowy 8 nalezy dodaé po obrébee w autoklawie (w
temperaturze 121 °C przez 20 min).

pH pozywki (koficowe stezenie) powinno wynosi¢ 5,5 £ 0,2.




