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1.1.

1.2.

D003777/02

I. melléklet

A.4 GOZNYOMAS

MODSZER
Ez a mddszer megfelel az OECD TG 104 (2004) jelit modszernek.

BEVEZETES

Az A.4. (1) modszer jelen atdolgozott valtozata tartalmaz egy ujabb modszert: , Efftizios
modszer: izoterm termogravimetria”, amit nagyon kis géznyomasu (10" Pa-ig) anyagokra
dolgoztak ki. Az eljarasokra vonatkozd igények, kiilondsen a kis géznyomasu anyagok
géznyomdsanak mérése irdnti igények alapjan a modszer mas eljarasai is atértékelésre
keriiltek tovabbi alkalmazasi tartomanyokat illetGen.

Termodinamikailag egyensulyban 1évé tiszta anyagok géznyomasa csak a hdomérséklet
fliggvénye. Az alapelvek ismertetése megtalalhato az irodalomban (2)(3).

Nincs egyetlen mérési eljaras a géznyomas mérésére a 107" Pa alattitol a 10° Pa-ig terjedd
tartomany egészére. Ez a modszer nyolc kiilonbozé géznyomasmérési modszert foglal
magaban, melyek kiilonbozé gbéznyomas-tartomanyokra alkalmazhatéak. Az 1. tablazat a
kiilonb6z6 modszereket hasonlitja 6ssze az alkalmazasuk és a mérési tartomanyok szerint. A
modszereket csak olyan anyagok esetén lehet alkalmazni, amelyek nem bomlanak a mérés
koriilményei kozott. Azokban az esetekben, amikor kisérleti moédszerek eljarastechnikai okok
miatt nem alkalmazhatok, a géznyomas becsléssel is megallapithatd, és a fiiggelek tartalmaz
egy ajanlott becslési modszert.

DEFINICIOK ES MERTEKEGYSEGEK

Egy anyag géznyomasa definicio szerint a szilard vagy folyékony anyag felett kialakult,
telitett géz nyomasa.

A nyomas SI mértékegységét, a pascalt (Pa) kell hasznalni. Korabban alkalmazott mas
mértékegységek, és atvaltasi tényezoik:

1 torr = 1 Hgmm = 1,333 x 10* Pa
1 atmoszféra = 1,013 x 10° Pa
1 bar = 10°Pa

Az SI szerinti homérséklet-mértékegység a kelvin (K). A Celsius fok atvaltasa kelvin fokra
a kovetkezd egyenlet alapjan torténik:



T=t+ 273,15

ahol T a kelvinben mért, mas néven termodinamikai hdmérséklet, t pedig a hdmérséklet
Celsius fokban.



1. tablazat

Anyag becsiilt | becsiilt aianlott
Mérési modszer [~ Jrolyakon|ismételhereprodukdll %0 0
szilard y téség atosag y
ks 10’ Pa—2:10°
. . , . 25%-ig | 25%-ig Pa
Dinamikus modszer OSIV;?? Igen 1—5% | 1-5% |2.10° Pa_ 10°
p Pa
Statikus eljarés 5- o, |10Pa—10"Pa
fgen | Tgen |y g0, | S10% 402 p, 08 py
Izoteniszkopos 5-— N 2 5
médszer Igen Igen 10% 5-10% (10" Pa— 10" Pa
Effaziés modszer] 5
gbznyomas- Igen Igen 20% 50%-ig 10° -1 Pa
egyensuly
Effiziés modszer| || | 10- __ 107°—1P
Knudsen-cella £° £° 30%
Effaziés modszer] 5
izoterm Igen Igen 30% 50%-ig 10"~ 1 Pa
termogravimetria
Géztelitéses eljaras | Igen Igen ;g(y_o 50%-ig | 10"°— 10’ Pa
Rotoros eljaras Igen Igen égo/_o -- 10*-0,5 Pa
1.3. A MERES ELVE

A gbznyomas meghatdrozasa altalaban kiilonb6z6 homérsekleteken torténik. Véges
hémérséklettartomanyban a tiszta anyag géznyomasanak logaritmusa linearis fliggvénye a
termodinamikai hémérséklet reciprokanak, az egyszerisitett Clausius-Clapeyron egyenlet

szerint:
AHv
logp = + dllando
8p 2,3RT
ahol:
p = gobznyomas, pascal (Pa)
AHv= parolgési entalpia, J mél”
R = egyetemes gazallando, 8,314 J mol" K
T = homérséklet, kelvin fok (K)

1 i ,
Kapacitiv manometer hasznalatakor



1.4.

L.5.

1.5.1.

1.5.1.1.

REFERENCIAANYAGOK

Referenciaanyagokat nem  sziikséges hasznadlni. Ezek els6dlegesen a moddszer
alkalmassaganak rendszeres ellenérzésére szolgalnak, illetve lehetové teszik a kiillonbdzod
modszerekkel kapott eredmények 6sszehasonlitasat.

AZ ELJARAS LEIRASA

Dinamikus eljaras (Cottrell-modszer)

Ely

Az anyag géznyomasat a forraspontnak kiilonbozé meghatarozott nyomasokon (kb. 10° és
10° Pa kozotti tartomanyban) torténé mérésével hatarozzuk meg. Ez az eljaras ajanlott a
forraspont meghatarozasara is. Erre a célra egészen 600 K-ig hasznalhatd. A folyadékok
forraspontja 3—4 cm-rel a folyadék felszine alatt kozelitéleg 0,1°C-kal nagyobb, mint a
felszinén, a folyadékoszlop hidrosztatikai nyomasa miatt. A Cottrell-modszernél (4) a hdméré
a folyadek felszine folotti géztérben van, és a forrasban 1évo folyadék a forras szivattyuzo
hatasanak koszonhetéen folyamatosan elboritja a homérd érzékeldjét. Ekkor egy vékony
folyadékréteg fedi be a homérd érzékel6gdombjét, amely egyensulyt tart a gézzel a kornyezeti
nyomason. A hémér igy a valodi forraspontot mutatja, a talhevités, vagy a hidrosztatikai
nyomasbol eredd hiba nélkiil. Az eredeti Cottrell-szivattyl az 1. abran lathatd. Az A jell
lombik tartalmazza a forrasban 1év6 folyadékot. Egy platinaszal (B) van a lombik fenekébe
forrasztva, biztositva az egyenletes forrast. A C jelii csonk egy kondenzatorra van 6sszekotve,
a D jelt kdpeny pedig megakadalyozza, hogy a hideg kondenzatum elérje a hdmérdt (E).
Amikor a folyadék forr a lombikban, a tdlcsér altal felfogott buborékok és folyadék a
szivattyt két agan (F) keresztiil rafolyik a hdméré gombjére.



1.5.1.2.

1.5.1.3.

1. abra 2 abra

N3 source

C
1

F 150w

B

Cottrell-szivattyu (4)
Héelem

Vakuumpuffer

Nyomasméro

Vakuum

M¢érépont

Futéelem, koriilbeliil 150 W-os

mTmoQwx

Késziilék

A Cottrell-elv alapjan miikodd, nagyon pontos késziilék lathatd a 2. abran. Ez egy lombikbdl
all, amelynek az also részén torténik a forralas, a kozépso részén van egy hiitd, és a felsd
részén van egy kivezetés és egy zarofedel. A Cottrell-szivattyu a forrastérben van elhelyezve,
amit egy elektromos fiit6betét hevit. A homérsékletet a zaréfedélen keresztiil bevezetett
tokozott hdelem, vagy pedig ellenallas-héméré méri. A kivezetés a nyomdasszabalyozo
rendszerbe van bekotve. Az utobbi egy vakuumszivattyibol, egy puffertérbdl, egy
nitrogénadagolassal miikod6 nyomdasszabalyozobol, €s egy nyomasmérdbol all.

Eljaras

Az anyagot a forrastérbe helyezziik. Nem porszer(i szilard anyagok problémat jelenthetnek,
de ezek néha kikiiszobolhetoek a hiitokopeny fitésével. A késziiléket a fedéllel lezarjuk, és az
anyagot gaztalanitjuk. Habz6 anyag nem mérhetd ezzel a modszerrel.

Ezutan beallitjuk a legkisebb kivant nyomast és bekapcsoljuk a fiitést. Ugyanekkor a
hémérsekletérzékelot rakotjiik egy regisztralomiiszerre.



1.5.2.

1.5.2.1.

1.5.2.2.

1.5.2.3.

Az egyensulyt akkor értiikk el, amikor allandd6 nyomas mellett a regisztralomiiszer allando
forrasi homérsékletet mutat. Kiilon figyelmet kell forditani arra, hogy elkeriiljiik a megfutast
a forralas alatt. Fontos tovabba, hogy teljes kondenzacié torténjen a hiitében. Amikor kis
olvadaspontu szilard anyag géznyomasat hatarozzuk meg, figyelmet kell forditani a hiité
esetleges eltomodésének elkeriilésére is.

Az egyensulyi pont regisztralasa utan allitsuk be a kdvetkezé kivant nyomast. A folyamatot
egészen a 10° Pa eléréséig folytatjuk (Osszesen kb. 5-10 mérési pont). Ellendrzésként
ismételjiik meg az eljarast visszafelé, tigy, hogy a nyomasértékek csokkennek.

Statikus eljaras

Ely

A statikus eljarasban (5), a gbznyomast egy adott homérsékleten termodinamikai
egyensulyban hatarozzuk meg. Ez az eljards olyan anyagokhoz, tobbkomponensii
folyadékokhoz és szilard anyagokhoz hasznalhaté, melyek gdznyomastartoménya 10"-10° Pa
tartomanyban van, valamint, megfeleld gondossaggal, hasznalhatd az 1-10 Pa tartomanyban
is.

Kesziilek

A késziilék egy allandd homérsekletii (pontossag: +0,2 K ) fiirdobdl, egy vakuumvezetékhez
kapcsolt mintatartalybol, egy nyomasmérobdl, és egy nyomasszabalyozo rendszerbdl all. A
mintatartaly (3a abra) egy szelepen és egy nyomaskiilonbség-mérén (U-csdves manométer
alkalmas folyadékkal) keresztiil kapcsolodik a vakuumvezetékhez, ez utobbi a nulla
nyomaskiilonbség jelzésére szolgal. A nyomadstartomanytol és a mérendd anyag kémiai
viselkedésétol fiiggben higany, szilikonok és ftalatok hasznalhatok az U-csoves
manométerben. Kornyezetvédelmi szempontok miatt azonban a higany hasznalata lehetoség
szerint keriilend6. A mérendd anyag nem oldodhat észlelhetdé mértékben az U-csdves
manométerben 1évé folyadékban, és nem Iéphet vele reakcioba. Az U-csdves manométer
helyett hasznalhatdé nyomasmérdé (3b abra). Az U-cséves manométerben higany a l1égkori
nyomastél a 10” Pa-ig terjed6 tartomanyban hasznalhato, mig a szilikonfolyadékok és ftalatok
10> Pa alatt is hasznalhatok, egészen 10 Pa nyomasig. Léteznek méas nyoméasmérék is,
amelyeket lehet 10° Pa alatt haszndlni, és a fiithetd membranos kapacitiv nyomasmérék
hasznalhatok még 10" Pa alatt is. A hémérséklet mérése a mintat tartalmazé edény kiilsé
falan vagy magéban az edényben torténik.

Eljaras

A 3. abran lathatd késziilék hasznalata esetén a mérés megkezdése eldtt az U-csOves
manométert megtoltjilk a kivalasztott folyadékkal, amelyet a mérések megkezdése elétt
melegitéssel gaztalanitani kell. Helyezziik be a mérendd anyagot a késziilékbe ¢és
gaztalanitsuk csokkentett hémérsékleten. Tobbkomponensii minta esetében olyan kis
hémérsékletet kell alkalmazni, amelyen a mérendé anyag Gsszetétele még nem valtozik meg.
Az egyensuly beallasat keveréssel gyorsithatjuk. A minta folyékony nitrogénnel vagy
szarazjéggel hithetd, de vigydzni kell, hogy elkeriiljik a levegdben 1év0 para, vagy a
szivattyufolyadék lecsapodasat A mintatartd edény folott 1évo szelepet kinyitva néhany



perces szivattyzassal eltavolitjuk a levegét. Ha sziikséges, a gaztalanitasi miveltet
néhanyszor megismételjik.



1.5.3.

3a. abra 3b. abra

R

—

! ¢ - .
= 1: Mérend6 anyag
=l 2: Gézfazis =]
= . . » =
= 3: ,,Nagy vakuum
= szelep =
= 4:  U-cs6 (segéd Mérend6 anyag
= nyomasmeéro) Gozfazis
= 5: Nyomasmérd ~Nagy vakuum” szelep
6:  Temperalt fiirdd = Nyomasmérd
7: HOmérd = Nyomaskijelzo
p 8: Vakuumszivattyuho: Temperalt fiirdé
9  Szelléztetés/nitrogén = = HOéméré

Amikor a szelep zarva van és hevitjiik az anyagot, a géznyomas né. Ez megvaltoztatja a
folyadék egyenstlyat az U-cs6ben. Ellenstlyozand6 ezt a hatést, nitrogént vagy levegdt
engediink a rendszerbe addig, amig a nyomaskiilonbség-méré ismét nullat nem mutat. A
kiegyenlitéshez sziikséges nyomas értéke leolvashatdé a manométerrdl, vagy egy nagyobb
pontossagi miiszerrél. Ez a nyomas felel meg az anyag g6znyomasanak az adott
homérsékleten. Ha a 3.b abran lathato késziiléket hasznaljuk, akkor a géznyomas kozvetleniil
leolvashato.

A gbznyomas meghatarozasa megfeleld kis hdmérsékletintervallumonként torténik (6sszesen
kb. 5-10 mérési pont) egészen a kivant legnagyobb homérsékletig.

A kis homérsékletértékeket eredményezd méréseket ellendrzeés céljabol meg kell ismételni.
Ha a megismételt mérés eredménye nem esik egybe a ndvekvd homérsékletre kapott

gorbével, az a kdvetkezd két eset valamelyikére vezethetd vissza:

i) a minta még mindig tartalmaz levegdt (pl. nagy viszkozitdsu anyagok esetében) vagy kis
forraspontu anyagokat, melyek felszabadulnak a melegités alatt,

ii) az anyagnal kémiai reakcid 1ép fel a vizsgalt homérséklettartomanyban (pl. bomlés,
polimerizacio).

Izoteniszkopos eljaras



1.5.3.1.

1.5.3.2.

1.5.3.3.

Elv

Az izoteniszkop (6) a statikus eljaras elvén alapul. A modszernél az anyagot egy allando
hémérsékleten tartott gombbe helyezziik, és csatlakoztatunk egy manométert és egy
vakuumszivattyut. Az anyagnal illékonyabb szennyezddések csokkentett nyomds mellett
gaztalanitassal eltavolithatok. A minta géznyomasat adott hémérsékleteken ismert nyomasu
semleges gazzal egyenstlyba hozzuk. Az izoteniszkopot egyes folyékony szénhidrogének
mérésére fejlesztették ki, de alkalmas szilard anyagok vizsgalatara is. A mddszer altalaban
nem alkalmazhatd tobbkomponensii rendszerek esetében. Nem illékony szennyezddéseket
tartalmazo mintak esetében az eredményekben csak kisebb hibakat jelentkeznek. Az ajanlott
tartomany 10> —10° Pa.

Késziilék

A mérokésziilékre a 4. abran lathatd példa. Teljes leiras az ASTM D 2879-86
szabvanyban (6) talalhato.

Eljaras

Folyadékok estén magat az anyagot hasznaljuk t6ltéfolyadékként az U-csdves manométerben.
Az izoteniszkopba elegendd folyadékot toltiink ahhoz, hogy a gomb és a manométer rovidebb
szara feltoltodjon. Az izoteniszkopot csatlakoztatjuk egy vakuumrendszerhez, kiszivattyuzzuk
a levegdt majd megtoltjiikk nitrogénnel. A Kkiszivattyuzast és a rendszer atoblitését kétszer
megismételjiik, hogy eltavolitsuk a maradék oxigént. A megtoltott izoteniszkopot vizszintes
helyzetbe allitjuk, hogy a minta vékony rétegben szétteriiljon a mintatarté gdmbben és a
manométerben. A rendszer nyomasat 133 Pa-ra csokkentjiik, és a mintat dvatosan melegitjiik,
amig éppen forrni nem kezd (az oldott gazok eltavolitasa). Ezutan az izoteniszkopot ugy
helyezziik el, hogy a minta visszatérjen a gdmbbe és feltoltse a manométer rovid szarat. A
nyomast 133 Pa-on kell tartani. A mintatartd6 gdmb elnyujtott csucsat kis langgal hevitjiik ugy,
hogy a mintébdl felszabaduld gbz elegendden kiterjedjen ahhoz, hogy kiszoritsa a minta egy
részEét a mintatarté gdmb felso részEébdl és a manométer szarabol a manométerbe, eldallitva igy
egy goOzzel tOltott, nitrogénmentes teret. Ezutan az izoteniszkopot allandé hémérsékletii
flirdébe meritjiik, és a nitrogén nyomasat beallitjuk ugy, hogy egyenld legyen a mintaéval.
Egyensulyban a nitrogén nyomasa megegyezik az anyag géznyomasaval.

4. abra



1.5.4

1.5.4.1.

Nyomasszabalyozas

8 mm kiilsé atmérdji csé

Szaraz nitrogén a nyomasrendszerben
A minta géze

Kis cstics

Folyékony minta

mTmoQw>

(méretek mm-ben)

Szilard anyag esetén a homérséklet- és nyomastartomanytol fiiggben a manométer
toltéfolyadékaként szilikonfolyadékok, vagy ftalatok hasznalhatok. A  géztalanitott
manométerfolyadékot az izoteniszkOp hosszll szaran kialakitott 6blosebb részbe toltjiik be.
Ezutan a vizsgaland6 szilard anyagot behelyezziik a mintatartdé gdombbe, és melegitéssel
gaztalanitjuk. Ezt kovetden az izoteniszkOpot megdontjikk, hogy a manométerfolyadék
befolyjon az U-csébe.

Effazios eljaras: géznyomas-egyensuly (7)

Elv

A vizsgalati anyagbol vett mintat légiires bura alatt egy kis kemencében hevitjiikk. A kemence
fedelén ismert atmérdji kis lyukak vannak. Az anyag gbze kilép az egyik lyukon és egy
nagyon érzékeny mérleg serpenydjébe jut, ami szintén a légiires bura alatt van. Néhany
konstrukcioban a mérleg serpenydje egy hiitédobozban van, ami hévezetéssel kivonja a hot a
kiiltérbe, ¢s a serpeny6t hosugarzas révén hiiti, hogy a géz kondenzalodjon rajta. A kilépd géz
nyomatéka er6ként hat a mérlegre. A gbéznyomast kétféeleképpen kaphatjuk meg: kozvetleniil a
mérleg serpeny6jére hatdé erdbol, vagy pedig a parolgasi sebességbdl, a Hertz-Knudsen

egyenlet segitségével (2):
p=G [27 RT x10°
M

ahol:

G = parolgasi sebesség (kg s’ m™)

<
I

molaris tomeg (g mol'l)

= homérséklet (K)

—
|

10



1.54.2

1.5.5.

1.5.5.1.

R = egyetemes gazallandé (J mol™ K™)

p = gbznyomas (Pa)
Az ajanlott tartoméany 10~ — 1 Pa.
Késziilék

A késziilék mikodési elve az 5. abran lathato.

5. abra

A: Alaplemez F: Hitédoboz és hiitérad

B: Mozgo tekercses berendezés G: Pérologtatd kemence

C: Bura H: Dewar-edény folyékony nitrogénnel
D: Mérleg serpenydvel I: Minta hdmérsékletének mérése

E: Vakuummérdé miiszer J: Meérend6 anyag

Effuzios eljaras: Knudsen-cella

Elv

Az eljaras a vizsgalt anyag Knudsen-cellabol (8) mikro-nyiladson ultravakuumban
egységnyi id0 alatt gbz formaban kilépo tomegének becslésén alapul. A kilépd gbéz
tomegét meghatarozhatjuk a cella tdmegvesztésébdl, vagy gy, hogy a gbézt kis
hémérsékleten kondenzaltatjuk, és az elparolgott anyag mennyiségét

11



kromatografiasan meghatarozzuk. A géznyomast a Hertz-Knudsen 0sszefiiggésbdl
szamolhatjuk ki (lasd 1.5.4.1.), a késziilék paramétereitél fliggd korrekcios
tényezokkel (9). Az ajanlott tartomany 107°—1 Pa (10)(11)(12)(13)(14).

1.5.52  Késziilék

A késziilék mikodési elve a 6.abran lathato.

6. abra

N W O W W

=
AN

z
WL 70 LLLS

i

L

./
-

1

1:  Vakuumcsatlakozas 7:  Menetes fedél
2:  Platina ellenallas-hémér6 szamara, vagy 8:  Szarnyas anyak
homérsékletmérésre és -szabalyozasra szolgalo furatok 9: Csavarok

3:  Vakuumtartaly fedele 10:  Effazios cella savallo acélbol
4. O-gyliri 11:  Fltdébetét
5:  Aluminium vakuumtartaly
6:  Eszkdz az effizids cellak be- és kihelyezéséhez

1.5.6 Effuzios eljaras: izoterm termogravimetria

1.5.6.1 Ebv

A modszer a vizsgalt anyag nagyobb homérsékleten és kdrnyezeti nyomason fellépd megndvelt
parolgasi sebességeinek termogravimetrids modszerrel torténd meghatarozasan alapul

12



1.5.6.2

1.5.6.3.

(10)(15)(16)(17)(18)(19)(20). A parolgasi sebességeket (vr) tigy kapjuk, hogy a kivalasztott
anyagot lassan aramld inert gaznak tesszik ki, és megfigyeljiik az adott T izoterm
hémérsékleten (kelvin) megfeleld iddegységek alatt bekdvetkezd tomegveszteséget. A
géznyomast (pr) a vr értékekbdl szamitjuk ki, a géznyomas logaritmusa és a parolgasi
sebesség logaritmusa kozotti linearis Gsszefliggés segitségével. Ha sziikséges, a (log pr)-(1/T)
gorbét regresszios analizissel extrapolalhatjuk 20°C-ra és 25°C-ra. Az eljaras alkalmas nagyon
kicsi, 10" Pa (10> mbar) gdznyomast anyagok méréséhez is, de csak nagyon nagy tisztasagl

(majdnem 100%-0s) anyagok esetén, elkeriilendd a mért tomegvesztés hibas értelmezését.

Késziilék

Az kisérleti késziilék mikodési elve a 7. abran lathato.

A mintatart6 tanyér szabalyozott hémérsékleti kamraban fligg egy mikromérlegen,
€s szdraz nitrogén gdz aramlik at rajta, amely elszallitia a mérendd anyagbol
elparolgd molekulakat. A kamrabol kilépd gazaramot egy abszorpcids egység

tisztitja.

Eljaras

7. abra
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1.5.7.

1.5.7.1.

A mérend0 anyagot homogén rétegben szétteritjiik egy érdesitett feliiletii livegtanyéron.
Szilard anyagok estén a tanyért egyenletesen benedvesitjiik az anyag megfelelé olddszerben
képzett oldataval, €s inert gazzal megszaritjuk. A méréshez a tanyért, rajta a mintaval,
felfiiggesztjiik a termogravimetrias analizatorban, és folyamatosan mérjiikk a tomegvesztését
az id6 fliggvényében.

Az adott hOmérséklethez tartozd parolgasi sebességet (vr) a mintatartd tanyér Am
tomegvesztésébol szamitjuk a kdvetkezo képlettel:

Am P
VTZE (gem~h™)

Ahol az F a mérend6 anyag felszine, szokdsosan a mintatanyér felszine, a t pedig a Am
tomegvesztéshez tartozo iddtartam.

A gbznyomas (pr) a vr parolgasi sebesség fliggvényeként szamolhato:

Logpr=C+D logvr,

ahol a C és D allandok, melyek az adott kisérleti elrendezésre jellemzdek és a hasznalt
mérOkamra atmérdjétdl és a gaz aramlasi sebességétol fliggenek. Ezeket az allandokat
egyszer kell meghatarozni, ismert géznyomasu vegyiiletek mérésével és a kapott (log pr)-(log
v) fliggvények regresszidelemzésével (11)(21)(22).

A gbéznyomas (pr)és a hdmérséklet T (kelvin) kozotti dsszefiiggést a kovetkezd egyenlet adja
meg:

Logpr=A+B /T

ahol A ¢és B a (log pr)-(1/T) fliggvény regressziodelemzésével kapott allandok. Az egyenlet
segitségével a gdznyomas extrapolacidval atszamolhato barmely méas hdmérsékletre.

Gaztelitéses eljaras (23)
Elv

Semleges gaz ismert sebességgel, szobahdmérsékleten dramlik a mintaanyag felett vagy azon
keresztiil, elég lassan ahhoz, hogy megtorténjen a telitddés. A gazfazis telitettségének elérése
kritikus fontossagu. A gaz altal szallitott anyagot felfogjuk, altalaban abszorbenssel, és ezt a
felfogott anyagmennyiséget hatdrozzuk meg. A g6z felfogasa és az azt kovetd analizis
alternativajaként a szallitott anyag mennyiségi meghatarozasara folyamatos analitikai
technikdk is hasznalhatok, mint példaul gazkromatografia. A gbznyomas annak a
feltételezésnek az alapjan szamithatd ki, hogy érvényes az idealisgaz-torvény, és hogy a
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1.5.7.2.

gazkeverék Ossznyomasa megegyezik az azt alkotd gazok parcialis nyomasanak 6sszegével.
A mintaanyag parcialis nyomasa, azaz a géznyomas az ismert Ossz-gaztérfogatbol és a gaz
altal szallitott anyag tdmegébdl szamithato ki.

A gaztelitéses eljaras szilard, vagy folyékony anyagok mérésére haszndlhato. Egészen 107
' Pa gznyomasig alkalmazhaté (10)(11)(12)(13)(14). Az eljaras 10° Pa géznyomas alatt a
legmegbizhatobb. Altalaban 10° Pa felett a gbznyomds értéke thlbecsiilt, valosziniileg
aeroszol-képzddés miatt. Mivel a gbznyomas-mérés szobahOmérsékleten torténik, nincs nagy
hémérsékletrdl torténd extrapolalasra — amely gyakran komoly hibakat okoz — és igy az
elkeriilhetd.

Késziilék

Az eljaras allando homérsékletii késziilék hasznalatat igényli. A 8. abran 1évo rajzon lathato
késziilékben harom-harom mintatartd van folyékony, illetve szildrd mintakhoz, ami lehetdvé
teszi egy szilard vagy folyékony minta harmas elemzését. A homérsékletszabalyozas
pontossaga +0,5°C, vagy jobb.

8. abra
Szigetelt edény
\ 1226 N2 kilép az aramlasmérs
- A
fele
-.z? WENTI- nga/
N2 belép A S UTOR AN —
) [ ] O \‘_|
@500 A T
SZILARD MINTA ES SZ0RBENS TARTOLA
—@ n_ OG0 |J]j —
—@——"oun T
FOLYEKONY MINTA ES
SZORBENS TARTOJA
—& = —
REZ CliKiGYOs HOCSERELY [l
950 1]
Finomadagolé N2 kilép
szelep Haromutas szelep A
—

Inert vivogazként altalaban nitrogént hasznalunk, de esetenként mas gaz lehet sziikséges (24).
A vivégaznak szaraznak kell lennie. A gazaram 6 részaramra van osztva, amelyeket tliszelep
szabalyoz (kb. 0,79 mm-es szelepnyilas), és 3,8 mm belsé atmérdji rézcsdveken keresztiil jut
be az edénybe. A hémérséklet kiegyenlitddése utan a gaz ataramlik a mintan és az
abszorbensen, majd kilép a késziilékbal.

Szilard mintdkat 5 mm-es belsd atmérdjli iivegesdbe, liveggyapot-dugok kdzé toltiink (9. abra).
A 10. abran egy folyadékminta-tartd és abszorpcios rendszer lathato. Folyadékok géznyomas-
mérésének legjobban reprodukalhatdo modszere az, hogy a folyadékot liveggydngyre vagy inert
abszorbens anyagra (pl. szilika) vissziik fel, és a mintatartot ezekkel a gyongyokkel toltjiik
meg. Mas megoldasként a vivogaz durva ilivegszemcséken aramlik keresztiil, €s atbuborékol a
vizsgalt anyag folyadékoszlopan.
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1.5.7.3.

9. abra 10. abra

S LR

Szorbens / . T
e Uveggyapot e .FH.H_I-
~ _: AR
.
AXFAW R
NN
Uveggyongyok
Szorbensesd
(5 mm belsd atm.) 120mm
it iivegayapot i
szilard it a
anyagok —* &) | ]
;- ¢ » 2
—
H Uveggyapot
e~
= b
-~ Folyadékesapda

N2 belép

Az abszorbensrendszer egy eliilsé és egy hatsd abszorbensszakaszbol all. Nagyon kis
gbznyomason az abszorbens csak csekély mennyiséget tart vissza €s a minta €s az abszorbens
kozott 1évo tiveggyapoton és iivegesovon lejatszodd abszorpeié komoly probléma lehet.

Egy masik hatékony modja az elparolgott anyag felfogasanak a szarazjéggel hitott
folyadékcsapda. Nem okoz ellennyomast a telitd oszlopon, és a felfogott anyag teljes
mennyisége is kdnnyen visszanyerhetd.

Eljaras

A kilépd vivogaz aramlasi sebességét szobahOmérsékleten hatdrozzuk meg. Az aramlasi
sebességet gyakran kell ellendrizni a kisérlet folyaman, biztositand6, hogy pontos érték alljon
rendelkezésre a vivogaz Ossztérfogatara vonatkozoan. Célszerli folyamatos ellendrzést
végezni tOmegaram-mérovel. A gazfazis telitése meglehetdsen hossz(l tartozkodasi idot
igényel, igy gdzaramlasi sebességek meglehetosen kicsik lesznek (25).

A kisérlet végén mind az eliilsd, mind a hatso abszorbensszakaszt kiilon-kiilon elemezziik. A
vegyiiletet mindegyik szakaszban olddszer hozzaadassal deszorbealjuk. A kapott oldatokat
kvantitativ elemzésnek vetjik ald az egyes szakaszokbol deszorbedlt mennyiségek
meghatarozasara. A vizsgalt anyag jellege szabja meg az analitikai modszer kivalasztasat
(illetve az abszorbens és a deszorpcidhoz hasznalt oldoszer kivalasztasat is). A deszorpcid
hatékonysagat ugy hatdrozzuk meg, hogy ismert mennyiségli mintat juttatunk az
abszorbensre, majd deszorbealjuk és meghatarozzuk a visszanyert anyagmennyiséget. Fontos
ellendérizni a deszorpcid hatékonysagat a kisérletben hasznalt, vagy ahhoz kdozeli
mintakoncentraciokkal.
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1.5.8

1.5.8.1

1.5.8.2.

Harom kiilonb6z6 gazaramlasi sebességet kell hasznalni, biztositandd, hogy a vivogaz
telitddjon a minta gézével. Ha a szamitott géznyomas-értékek azt mutatjak, hogy fliggetlenek
az dramlasi sebességtol, akkor a gazt telitettnek tételezziik fel.

A gbéznyomas a kdvetkezd egyenletbdl szamithato ki:

W BT
Vo M
ahol:
= gbznyomas (Pa)
= elparolgott minta tomege (g)
a telitett gaz térfogata (m’)
= egyetemes gazallando, 8,314 (J mol™ K™)
= hémérséklet (K)

H = < g
I

<
I

a vizsgalt anyag molaris tomege (g mol™)

A mért térfogatot korrigalni kell az aramlasmérd és a telitd kozotti nyomas- €s
hémérsékletkiilonbségekkel.

Rotoros eljaras
Elv

Ez az eljaras rotoros viszkozitasmérét hasznal, amelyben a méréelem egy magneses térben
lebegd, kis acélgolyd, amelyet forgd magneses mezd forgat (26)(27)(28). A forgasi
sebességét felvevotekercsek mérik. Amikor a golyd elért egy adott fordulatszamot
(rendszerint kb. 400 fordulat/sec), kikapcsoljuk a forgatdomagneseket és a gazban fellépd
surlodas kovetkeztében a golyd lassulni kezd. A forgasi sebesség csokkenését az ido
fiiggvényében mérjiik. A gdznyomast az acélgolyd nyomasfiiggd lassulasabol szamithatjuk.
Az ajanlott tartoméany 10 — 0,5 Pa.

Keésziiléek

A Kkisérleti késziilék sematikus abraja a 11. abran lathat6. A méréfej egy 0,1°C pontossaggal
szabalyozott allando hémérsékletli szekrényben van. A mintatartd egy kiilon szekrényben
van, és ennek is 0,1°C-on beliil szabalyozzuk a hdmérsékletét. A késziilék minden mas részén
a hémérsékletnek ennél nagyobbnak kell lennie, hogy elkeriiljiik a kondenzaciot. Az egész
késziilék egy nagy vakuumot biztosito rendszerrel van dsszekapcsolva.

11. dbra
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2.1

2.2

. Rotoros érzékeldfej
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ADATOK ES DOKUMENTACIO

ADATOK

A fenti ELJARASOK barmelyikével kapott géznyomast legalabb két homérsékleten kell
meghatarozni. Harom, vagy ennél t6bb pont ajanlott 0-50°C tartomanyban, hogy ellendrizziik
a gbéznyomdas-gorbe linearitasat. Az effuziés modszer (Knudsen-cella és izoterm
termogravimetria) és a gaztelitéses mddszer esetén a 0—50°C mérési homérséklettartomany
helyett 120-150°C tartomany ajanlott.

MERESI JEGYZOKONYV

A mérési jegyzokonyvnek tartalmaznia kell a kovetkezd informaciokat:

- alkalmazott modszer,

- aminta pontos leirasa (megnevezés €s szennyezok), és adott esetben az eldzetes tisztitasi
miiveletek,

- legalabb két gdznyomas- és hdmérsékletérték (de hdrom vagy tobb ajanlott) a 0-50°C
(vagy 120-150°C) tartomanyban,

- legalabb egy mérésnek 25°C-on vagy az alatt kell torténnie, ha a valasztott modszerrel ez
technikailag lehetséges,

- minden eredeti adat,

- a(logp)- (1/T) gorbe,

- a gbznyomas becslése 20 vagy 25°C-ra.
Ha atalakulas 1ép fel (halmazallapot-valtozas, bomlés), a kdvetkez6 informaciokat fel kell
tiintetni jegyzokonyvben:

- avaltozas jellege,

- az a homérséklet, ahol a valtozas bekovetkezett 1égkdri nyomason,
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- gbéznyomas 10 és 20°C-kal az atalakulasi hdmérséklet alatt és 10 és 20°C-kal e
hémérséklet felett (kivéve, ha az atalakulas szilard allapotbdl gaz allapotba torténik).

Minden, az eredmények értelmezése szempontjabol fontos informaciot és észrevételt fel kell
tiintetni a jegyzokonyvben, kiilondsen a minta szennyezodéseire €s az anyag fizikai allapotara
vonatkozokat.
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FUGGELEK

BECSLESI ELJARAS
BEVEZETES

A gbznyomasra becsiilt értéket hasznalhatunk a kdvetkezd esetekben:
- annak eldontésére, hogy melyik kisérleti modszer a megfeleld,

- becsiilt érték vagy hatarérték megadasara, amikor a kisérleti modszer technikai okok miatt nem
kivitelezhetd.

BECSLESI MODSZER
Folyadékok és szilard anyagok géznyomasa megbecsiilheté a modositott Watson-korrelacioval (a). Az

egyetlen sziikséges kisérleti adat a normal forraspont. Az eljaras a 10° Pa — 10° Pa tartomanyban
alkalmazhato.

Részletes informaciok talalhatok a ,,Handbook of Chemical Property Estimation Methods" cimil
kézikonyvben (b). Lasd még OECD Environmental Monograph No. 67 (c).

SZAMITASI ELJARAS

A gbznyomas a kovetkezok szerint szamolhato:

T m
AH, (3 - 2Tj T\ T
In Pp~——2 |1 Y _om3-2-| In=—
AZvRT» 1 T» T»
T»
ahol:
T = a kérdéses hdmérséklet
T, = anormal forraspont
P, = gbznyomas a T hdmérsékleten

AH,, = parolgasi entalpia
AZ, = kompresszibilitasi tényezo (becsiilt: 0,97)

m = tapasztalati tényez0, a vizsgalt hdmérsékleten fennallo fizikai allapottol fiigg
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Tovabba,

AHvb

T»

=Kr(8,75+ R InTs)

ahol Kr egy tapasztalati tényez6 az anyag polaritasanak figyelembevétele céljabol. Néhany vegyiilettipus
Kr tényezdje megtalalhato az irodalomban (b).

Elég gyakran olyan adatok allnak rendelkezésre, ahol a forraspont kisebb nyomasra van megadva. Ebben
az esetben a gdznyomast a kdvetkezok szerint szamitjuk:

m m—1
mPy=n P2 N (3 0L} D5 0T} L
»RT1 T T 1 T

ahol T, a kisebb P; nyomason mért forraspont.

DOKUMENTACIO

A becslési modszer hasznalata esetén a jegyzokdnyvnek tartalmaznia kell a szamitas atfogod

crer
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(b) Lyman, W.J., Reehl, W.F., Rosenblatt, D.H. (1982). Handbook of Chemical Property Estimation
Methods, McGraw-Hill.

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

1.2

1.3

I1. Melléklet

A.22. ROSTOK HOSSZAL SULYOZOTT ATLAGOS GEOMETRIAI ATMEROJE

MODSZER

BEVEZETES

Ez a modszer a mesterséges asvanyi rostok (MMMEF) hosszal stlyozott atlagos geometriai
atmérdjének (LWGMD) mérési modszerét irja le. Mivel a minta sokasag hosszal stlyozott
atlagos geometriai atmérdje 95%-os valdszintiséggel a 95%-os konfidenciaszinteken beliil lesz
(LWGMD + két standard hiba), a jelentett érték (a vizsgalati érték) a minta alsé 95%-os
konfidenciahatara lesz (azaz LWGMD -2 két standard hiba). A modszer egy HSE ipari
eljarastervezet frissitésén alapul (1994. jinius), melyet az ECFIA és a HSE Chester tartott
megbeszélésén fogadott el, 1993. szeptember 26-an, és egy masodik laboratériumkozi vizsgalat
részére késziilt illetve abbol dolgoztak ki (1, 2). Ez a mérési modszer az dmlesztett anyagok
vagy a mesterséges asvanyi szalakat, beleértve a refraktor keramia rostokat (RCF), mesterséges
ivegszalakat (MMVF), kristdlyos ¢és polikristalyos szalakat tartalmazo termékek
rostatmérdjének jellemzésére hasznalhato.

A hosszal tortén6 sulyozas az anyagok mintavételezésekor vagy mozgatasakor a hosszl rostok
torése altal okozott atmérd eloszlasra gyakorolt hatast egyenliti ki. Az MMMF atmérok
méreteloszlasanak méréséhez geometriai statisztikat (geometriai atlag) alkalmaznak, mert
ezeknek az atméréknek a méreteloszlasa rendszerint a logaritmiko-normalis eloszlashoz
kozelit.

A hossz ¢s az atméré mérése egyarant unalmas és iddigényes, de csak ha azokat a rostokat
mérik, melyek érintik a SEM latdmez6 egy végteleniil vékony vonalat, egy adott rost
kivalasztasanak lehet6sége aranyos annak hosszaval. Mivel a hosszal stlyozott szamitasokban
ez figyelemmel van a hosszra, az egyetlen megkivant mérés az atméré mérése, ¢s a LWGMD-
2SE a leirtak szerint szamithato.

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Részecske: Olyan targy, melynél a hossznak a szélességhez viszonyitott ardnya kisebb,
mint 3:1.

Rost: Olyan targy, melynél a hossznak a szélességhez viszonyitott aranya (méretarany)
legalabb 3:1.

ALKALMAZASI TERULET ES KORLATOK

A modszer a 0,5 um és 6 um kozti atlagatmérdjii atmérd eloszlas vizsgalatara sziiletett. A
nagyobb atmérdk kisebb SEM nagyitassal vizsgalhatoak, de a mddszer névekvé mértékben
korlatozova valik a finomabb rosteloszlas esetében és 0,5 um alatti atlagatméro esetében TEM
(transzmisszios elektronmikroszkdp) mérés javasolt.
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1.4 A VIZSGALATI MODSZER ELVE

A rostpaplanbdl vagy a szabad Gmlesztett rostbdl tobb reprezentativ magmintat vesznek. Az
Omlesztett rostok hosszat apritasi eljarassal csokkentik és a reprezentativ almintat vizben
oszlatjak el. Az aliquotokat kivonatoljak és 0,2 um poérusméretii, polikarbonat szlirén atsziirik,
majd elékészitik a pasztazd elektronmikroszkép (SEM) technikdju vizsgalatra. A
rostatmérket 10 000-szeres vagy nagyobb képernydnagyitassal mérik’, egyenes metszés
modszer alkalmazisaval, az 4tlagatmérd torzitatlan becslése végett. A kisebb 95%
konfidenciaintervallumot (egyoldalas vizsgalaton alapulva) szamitjak, és az eredmény az
anyag atlag geometriai rostatmérdjének legkisebb becsiilt értéke.

1.5 A VIZSGALATI MODSZER LEIRASA

1.5.1 Biztonsag/6vintézkedések

A lebegd rostoknak torténd személyi kitettséget minimalizalni kell, és a szaraz rostok
mozgatasakor fiistszekrényt vagy kesztylls manipulatort kell hasznalni. A mddszerek
hatékonysaganak meghatarozasara idoszakos személyi kitettség monitoringot kell végezni.
Mesterséges asvanyi rostok mozgatasakor a borirritdciok csokkentésére és a kereszt-
szennyezO0dés megeldzése érdekében eldobhato kesztyiit kell viselni.

1.5.2 Késziilék / berendezés
- Présel6 és sajtolo (10 MPa eldallitasara képes).
- 0,2 pm poérusméretii polikarbonat kapillaris porus szlirék (25 mm atméro).
-5 um poérusméretii cellulozészter membransziird alatétsziironek.

- Uveg sziir6berendezés (vagy eldobhato sziirérendszerek) 25 mm atmérdjii sziirékhdz (pl.
Millipore tiveg mikroanalizis készlet, XX10 025 00 tipust).

- Mikroorganizmusok eltavolitasara 0,2 um porusatmérdjii sziiron atszlrt, frissen desztillalt
viz.

- Katodbevono arany vagy arany/palladium anyaggal.
- Péasztazo elektronmikroszkop, mely 10 nm felbontéasu és 10 000-szeres nagyitasra képes.

- Vegyes: spatulak, 24-es tipusu szikepenge, csipeszek, SEM targylemezek, szén ragaszto vagy
szén tapado szalag, eziist vezeto.

- Ultrahangos szonda vagy asztali ultrahangos fiirdé

- FOr6 mintavevé vagy dugdéfirdo, a mesterséges dasvanyi szal paplanbol torténd
magmintavételre

1.5.3 A vizsgalat kivitelezése

1.5.3.1 Mintavetel

*Eza nagyitasi érték 3 pm rostokhoz javasolt, a 6 um rostok esetében 5 000-szeres nagyitds megfelelébb lehet.

24



1.5.3.2

1.5.3.3

1.5.3.3.1

Paplanok és lapok esetében egy 25 mm-es magfiroval vagy dugéfuroval vesznek mintakat a
keresztmetszetbdl. Ezek a paplanok egy révid hosszoldalan, annak szélességében egyenld
tavolsadgra kell, hogy -elhelyezkedjenek, vagy pedig véletlenszertien kell venni Oket,
amennyiben elegend6 hosszu hosszdarabok all rendelkezésre. Ugyanezt a berendezést szabad
rostokbol torténd véletlenszeri mintak vételére is lehet hasznalni. LehetOség szerint hat mintat
kell venni, az dmlesztett anyag térbeli eltéréseinek tiikrozése ceéljabol.

A hat magmintat 50 mm atmérdjli sajtoloban, 10 MPa-on kell 0sszetortni. Az anyagot egy
spatulaval kell dsszekeverni, majd 10 MPa-on Gjra 6sszenyomni. Ezutan az anyag kikertiil a
sajtolobol és lezart tivegben kertil tarolasra.

A minta elokeészitése

Ha sziikséges, a szerves kotdanyag eltavolithaté a rostnak koriilbeliil egy orara 450 °C-os
kemencébe torténo helyezésével.

A mintat kap alakara kell formalni, majd negyedelve szétosztani (ezt porkamraban kell
végezni).

Spatula segitségével adjuk a minta egy kis mennyiségét (< 0,5 g) 100 ml frissen desztillalt,
0,2 um-es membransziirén atsziirt vizhez (ha kielégitonek bizonyulnak, mas, alternativ
ultratiszta viz forrasokat is lehet hasznalni). 100 W teljesitményen mikddtetett, kavitaciora
beallitott ultrahangos szondaval alaposan oszlassuk el. (Ha nem all rendelkezésre szonda, a
kovetkezd modszert alkalmazzuk: ismételten razzuk és invertaljuk 30 masodpercig; asztali
ultrahangos flirddben ultrahangozzuk 6t percig; majd ismételten razzuk és invertaljuk tovabbi
30 masodpercig).

Rogton a rost szétoszlatasat kovetden vegyiink ki tobb aliquotot (pl. harom darab, 3, 6 és 10 ml
aliquot) egy széles szaju pipetta segitségével (2-5 ml kapacitas).

Mindegyik aliquotot vakuumszlirzziik 4t egy 0,2 pm polikarbonat sziirén, melyet egy 5 pm
porusu MEC alatét sztirvel egészit ki, egy 25 mm-es hengeres tartalyos, tivegsziirds tolcsérrel.
Koriilbeliil 5 ml szlrt desztillalt vizet kell a tolcsérbe helyezni, és az aliquotot lassan at kell
pipettazni at a vizbe, a pipetta csucsat a meniszkusz alatt tartva. A pipettazast koveten a
pipettat és a tartalyt alaposan at kell obliteni, mivel a vékony rostok hajlamosak inkabb a
feliileten maradni.

Ovatosan tavolitsuk el a sziirét és valasszuk el az alatét sziir6tdl, mieltt egy tartdlyba
helyeznénk szaritani.

24-es tipusu szikével a szirt {iledékbdl vagjunk egy negyed vagy fél szlir6részt, ide-oda mozgod
mozdulatokkal. A kivagott részt oOvatosan helyezziik a SEM targylemezre, szén
ragasztoszalaggal vagy szénragasztoval rogzitve. A sziird széleinek és a targylemez villamos
érintkezésének javitasa érdekében legalabb harom helyen eziist vezetét kell alkalmazni.
Amikor a ragaszté / eziist vezetd szaraz, szorassal vonja be az liledék feliiletét koriilbeliil 50
nm arany/pallddium bevonattal.

SEM kalibralasa és mitkodtetése

Kalibralas
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A SEM Kkalibralasat legalabb hetente egyszer ellendrizni kell (idealisan naponta egyszer),
hitelesitett kalibracids raccsal. A kalibraciot 6ssze kell hasonlitani egy hitelesitett standarddal
¢és ha a mért érték (SEM) nincs a hitelesitett érték + 2%-an beliil, a SEM kalibraciot be kell
allitani és ujra kell ellendrizni.

A SEM-nek legalabb lathaté 0,2 um atméré felbontassal kell rendelkeznie, valés minta
matrixot alkalmazva, 2 000-szeres nagyitason.

1.5.3.3.2 Mikdodtetés

Az SEM-et 10 000-szeres nagyitison kell miikodtetni®, olyan koriilményeket alkalmazva,
melyek jo felbontast és elfogadhatd képet adnak lasst, példaul 5 mdasodperc per kép
letapogatasi sebességnél. Bar a kiilonb6z6 SEM-ek lizemeltetési kdvetelményei eltérhetnek,
altalanossagban a legjobban lathatd és legjobb felbontas érdekében, viszonylag alacsony
atomsulyt anyagokkal5 - 10 keV gyorsitofesziiltséget kell alkalmazni kis fénypont mérettel és
rovid miikodési tavolsaggal. Mivel linearis metszést végziink, 0° -os dolést kell alkalmazni a
minimalis ujrafokuszalashoz, vagy, ha az SEM-nek van eucentrikus allapota, az eucentrikus
mikodési tavolsagot kell hasznalni. Kisebb nagyitas alkalmazhatd, ha az anyag nem tartalmaz
kis (atmér6jit) rostokat, és a rostok atméréje nagy (> 5 pm).

1.5.3.2 Meéretezés

1.5.3.2.1 Kisebb nagyitasu vizsgalat a minta értékelésére

A mintat el0szor kis nagyitassal kell vizsgalni Osszetapadt nagy rostok jeleit keresve, és a
rostok stirliségét vizsgalva. Tulzott tapadas esetén javasolt (1j minta készitése.

A statisztikai pontossag érdekében fontos egy minimum szamui rost mérése, és kivanatos a
magas roststiriiség, mivel az lires mezok vizsgalata idGigényes és nem segiti az elemzést.
Ugyanakkor, ha a sziir6 taltoltott, nehézkes az 6sszes mérhetd rost mérése, mert a kis rostokat
eltakarhatjak a nagyobbak, ezért ezeket esetleg figyelmen kiviil maradnak.

Az LWGMD tulbecslése annak eredménye lehet, ha a linearis atlon a roststiriség meghaladja
millimétereként a 150 rostot. Masrészrél az alacsony rostkoncentraciok novelik az elemzés
idejét, és gyakran koltséghatékonyabb az optimalishoz kozeli roststiriségli minta készitése,
mint az alacsony koncentracioji szirék szamolgatasahoz ragaszkodas. Az optimalis
rostsiiriség esetén 5 0000-szeres nagyitasnal egy latdbmezoben atlag egy vagy két
megszamlalhato rost taldlhatdo. Ugyanakkor az optimum striiség fiigg a rostok méretétdl
(atméro), ezért fontos, hogy a miveletet végzd személy szakszeriien dontson arrdl, hogy a

rostsliriség optimalishoz kozeli-e vagy sem.

1.5.3.2.2 A rostatmérok hosszal torténd stlyozasa

Csak azokat a rostokat kell szamolni, melyek a SEM képerny6jén 1évo (végteleniil) vékony
vonalat érintik (vagy keresztezik). Ebbol az okbol kifolyolag a képernyd kdzepén egy
vizszintes (vagy fliggbleges) vonal huzodik.

A3 wm rostok esetében lasd az el6z0 jegyzetet.

26



1.53.23

2.1

Alternativaként a képerny6 kdzepén egyetlen pont talalhato, és a sziiron keresztiil egy iranyban
zajlik a folyamatos pasztazas. Minden olyan rost atmérdje, melynek méretaranya nagyobb,
mint 3:1, és érinti, vagy keresztezi ezt a pontot, mérésre és rogzitésre keriil.

Rostok méretezése

Minimum 300 rost mérése javasolt. Minden rostot csak egyszer, a képen 1évé vonallal vagy
ponttal kapott metszéspontban mériink (vagy ha a rost végei takarva vannak, a metszésponthoz
kozel). Ha nem szokvanyos keresztmetszetli rostok fordulnak eld, a rost atlag atmérdjét
képviseld mérést kell alkalmazni. Gondosan kell eljarni a végek meghatarozasakor, illetve a
rost végei kozotti legrovidebb tavolsag mérésekor. A méretezés végezhetd on-line vagy pedig
a tarolt képekkel vagy fotokkal off-line. Félautomatikus képi mérési rendszerek - melyek az
adatokat kozvetleniil egy tdblazatba toltik le - haszndlata ajanlott, mivel ezek iddt takaritanak
meg, kikiiszobolik az elirasi hibakat és a szamitasok automatikusak.

A hosszu rostok végeit kis nagyitassal kell ellendrizni, meggy6zédve arrol, hogy azok nem

rrrrr

ADATOK

EREDMENYEK KEZELESE

A rostatmérok rendszerint nem mutatnak normalis eloszlast. Ugyanakkor a logtranszformacid
elvégzésével a normalishoz kozelito eloszlast nyerhetiink.

Kiszamitjuk az n rostdtmérok (D) természetes e alap logaritmusa (InD) szdmtani atlagat
(mean InD) és standard eltérését (SDy,p):

> InD

mean InD = (D)
n
InD — InD)*
snmf\/ 2(uD - memn D) @)

A standard hiba (SE,,p) meghatarozasahoz a standard eltérést elosztjuk a mérések szdmanak (n)
négyzetgyokével.

SD
SEmp = ﬁ 3)

Az atlagbol kivonjuk a standard hiba kétszeresét, és kiszamitjuk az érték (minusz két
standardhiba) exponencialisat, igy megkapjuk a geometriai atlag minusz két standard hiba

értéket. LWGMD - 2SE = ¢(mean InD —28Ej,p) (4)

JELENTES
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VIZSGALATI JELENTES

A vizsgalati jelentésnek legalabb a kovetkez6 informaciot kell tartalmaznia:
- Az LWGMD-2SE értéke.

- Béarmilyen eltérés, ¢s kiilondsen azok, melyek hatassal lehetnek az eredmények
precizségére vagy pontossagara, megfeleld indoklassal.
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L.

1.1

II1. melléklet

B.46. In vitro bérirritacio: Rekonstrualt emberi felhAmmodellen végzett vizsgalat

MODSZER

BEVEZETES

A Dborirritdcidé a vizsgalanddé anyag alkalmazisat kovetéen 4 oOran belill megjelend,
visszafordithatdo borkarosodas [az ENSZ vegyi anyagok osztilyozasanak és cimkézésének
globalisan harmonizalt rendszerének (GHS) meghatarozasa szerint](1). E vizsgalati mddszer a
vizsgalati stratégian beliil 6nallo helyettesitd vizsgalatként olyan in vitro eljarast garantal, amely a
tajékoztatasi kovetelményektdl fiiggden lehetévé teszi az egyes anyagok altal okozott borirritacid
meghatarozasat az adatok bizonyito erejének mérlegelésével (2).

A borirritacié vizsgalata jellemzoen allatkisérletek alkalmazasaval jar. (Lasd a B.4 modszert)(3).
Allatjolléti  szempontokat  érvényesitve a  B.4  modszer  lehetévé  teszi  a
borkorrdzionak/borirritacionak a 1épcsdzetes vizsgalati stratégia részét képezo validalt in vitro és
ex vivo modszerek alkalmazasaval torténd meghatarozasat, megkimélve ezzel az allatokat a
fajdalomtol és szenvedéstdl. A B.4 1épcsdzetes vizsgalati stratégia mar6 hatéassal foglalkozo része
esetében harom hasznos in vitro vizsgalati modszer illetve vizsgalati iranymutatas ismert: a B.40,
B.40A ésa TG 435 (4,5, 6).

E vizsgalati modszer rekonstrualt emberi epidermisz-modelleken alapul, amelyek altalanos
felépitésiikben (sejtforrasként, szovet- és szovetfelépités-mintaként emberi felham keratinsejteket
alkalmaznak) élethiien imitaljak az emberi bor felso rétegének, azaz a felhamnak (epidermisznek)
a biokémiai ¢és fizioldgiai tulajdonsagait. Az e vizsgélati modszer alapjan leirt eljaras lehetévé
teszi az irritativ hatdsu anyagok veszélyességének besoroldsat az ENSZ 4éltal javasolt GHS
szerinti 2. kategorianak megfeleléen’. E vizsgalati modszer teljesitményszabvany-készletet is
magaban foglal a hasonld és modositott rekonstrualt emberi epidermisz alapil vizsgalati
modszerek értékeléséhez (7).

Két olyan in vitro vizsgalati modszerhez késziiltek eldvalidalasi, optimalizalasi €s validalasi
tanulmanyok (8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17), amelyek rekonstrualt emberi epidermisz-
modelleket alkalmaznak és a kereskedelmi forgalomban EpiSkin™ és EpiDerm™ néven
kaphatok. Ezen tanulmanyok az R38 besorolast veszik alapul. A 25. hivatkozas a GHS-
szempontll Gjraszamitas bizonyos aspektusait targyalja. Az EpiSkin™ modszerrel (1. validalt
referenciamédszer) mitkodési szempontbodl egyenértékii modszerek javasoltak 6nalld helyettesitd
vizsgalati modszerként a GHS szerinti 2. kategoriaba tartozo irritativ hatasu anyagok besoroldsa
érdekében nyulakon végzett in vivo vizsgalathoz. Az EpiDerm™ mddszerrel (a 2. validalt
referenciamddszer) egyenértékii modszerek alkalmazasa a GHS szerinti 2. kategoridba tartozo
irritativ hatast anyagok besorolasara csak sziirdvizsgalati modszerként, vagy az adatok bizonyitd
erejének mérlegelésével a Iépcsdzetes vizsgalati stratégia részeként javasolt. Miel6tt a javasolt in
vitro rekonstrualt emberi felhammodellen végzett bérirritacios vizsgalatot szabalyozasi célokbol
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el lehetne végezni, meg kell hatarozni a javasolt alkalmazashoz a vizsgalat megbizhatosagat,
alkalmazhatosagat (pontossagat) és korlatait annak érdekében, hogy az 1. referenciamddszerrel
valo  Osszehasonlithatosdg  biztositott legyen az e vizsgalati modszerben  eldirt
teljesitményszabvanyoknak megfelelden (fiiggelék).

Két masik in vitro rekonstrualt emberi felhammodellen végzett vizsgalati mddszer Kkeriilt
hitelesitésére e vizsgalati modszerben eldirt kdvetelményeknek megfeleléen €s mutat hasonlo
eredményeket, mint az 1. hitelesitett referenciamodszer (18). Ezek a modositott EpiDerm™
vizsgalati modszer (modositott 2. referenciamodszer) és a SkinEthic RHE™ vizsgalati modszer
(1. ,,me-too” modszer).

1.2 FOGALOMMEGHATAROZASOK
E vizsgalati modszerben a kovetkezd fogalommeghatarozasok szerepelnek:

Pontossag: egy vizsgalati eredmény ¢és az elfogadott referenciaérték kozotti egyezés mértéke. A
vizsgalati modszer teljesitményének mérésére szolgal, és az alkalmazhatdsag egyik szempontja.
Gyakran hasznaljék e kifejezést az ,,egyezés” megfeleldjeként, amely jelzi egy adott vizsgalati
modszer alkalmazédsakor az azonos eredmények aranyat.

Tételenkénti kontrollanyag: mérGanyag-mennyiség, amely a szovet kozepes mértéki
sejtéletképesség-reakcidjat valtja ki.

Sejt-életképesség: valamely sejtpopulacid teljes aktivitasat méré paraméter (példaul a sejt-
mitokondridlis dehidrogenazok MTT ([3-(4,5-Dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolium bromid,
Tiazolil kék] vitalis festékredukald képessége) amely — a mért végponttol és a hasznalt vizsgalati
tervtdl fliggden — korrelaciot mutat a sejtek szadmaval és/vagy ¢életképességével.

ETs: a sejt életképességének 50 %-kal valo csokkentéséhez sziikséges expozicids ido a
markeranyag meghatarozott koncentracioban torténé alkalmazasakor, lasd még az ICsp-et.

Hamis negativ arany: egy vizsgalati modszer soran az Osszes tévesen negativnak mindsitett
pozitiv anyag aranya. Ez a vizsgalati modszer teljesitményének egyik mutatdja.

Hamis pozitiv arany: Az 0sszes tévesen pozitivnak mindsitett negativ (inaktiv) anyag aranya.
Ez a vizsgalati modszer teljesitményének egyik mutatodja.

Végtelen dozis: A vizsgalt anyag bdrre adagolt azon mennyisége, amely meghaladja a bor
felszinének teljes és egyenletes befedéséhez sziikséges mennyiséget.

GHS (A vegyi anyagok osztilyozasanak és cimkézésének globalisan harmonizalt
rendszere): Anyagok és keverékek szabvanyositott fizikai, egészségi és kornyezeti kockazatok
szerinti besorolasara, valamint azok megfelelé kommunikécios elemekkel (példaul
piktogramokkal, figyelmeztetésekkel, figyelmeztetd mondatokkal, ovintézkedésekre vonatkozo
mondatokkal és biztonsagi adatlapokkal) torténd jelolésére javasolt rendszer, az anyagok karos
hatésairol szo6l6 informaciok tovabbitasara az emberek (koztiik a munkaadok, munkavallalok,
fuvarozok, fogyasztok és a siirgdsségi segélyszolgalatok) és a kornyezet megovasa érdekében
(1), amelyet az Eurdpai Unioban az 1272/2008/EK rendelet juttat érvényre.

ICs: a markeranyag azon koncentracidja, amelynél a szovetek életképessége 50 %-kal
visszaesik (ICsy) egy meghatarozott expozicids ido elteltével, lasd még az ETsp-et.
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1.3

1.4

Teljesitményszabvany: Hitelesitett referenciamodszeren alapuld szabvanyok, amelyek a
javasolt, végrehajtas ¢és funkcionalitds szempontjaboél hasonld vizsgalati moddszer
Osszehasonlithatosagi értékelésének alapjaul szolgalnak. Ide tartoznak I) a sziikséges vizsgalati
modszer elemei II) a hitelesitett referenciamodszer elfogadhaté muikddésének igazolasara
alkalmazott anyagok koziil kivalasztasra keriilt referenciaanyagok minimalis listaja, valamint
IIT) a pontossagnak és megbizhatosagnak azon Osszehasonlithato szintjei, amelyeket a javasolt
vizsgalati modszernek a referenciaanyagok minimalis listdjaval torténd értékelésekor el kell
érnie.

Megbizhatosag: egy vizsgalati modszer laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti
reprodukalhatosaganak leirdsara szolgdl ugyanazon eljaras alkalmazasa mellett. A
laboratoriumon beliili és laboratoriumok kozotti reprodukalhatosag kiszamitasaval allapitjak
meg.

Erzékenység: Az Gsszes olyan pozitiv/aktiv anyagnak az aranya, amelyet a vizsgalat helyesen
sorolt be. A vizsgalati modszer pontossaganak olyan mérése, amely kategorikus eredményre
vezet és fontos a vizsgalati modszer alkalmazhatosaganak megitélésében.

Specificitas: Az 6sszes olyan negativ/inaktiv anyag aranya, amelyet a vizsgalat helyesen sorolt
be. A vizsgalati modszer pontossaganak olyan mérése, amely kategorikus eredményre vezet és
fontos a vizsgalati modszer alkalmazhatosaganak megitélésében.

Bérirritacio: a vizsgidlanddo anyag alkalmazasat kovetden 4 oran beliil megjelend,
visszafordithaté borkarosodas. A bdrirritacio helyileg jelentkez6, nem immunogén reakcio,
amely roviddel a stimulécié utan megjelenik (24). F6 jellemzdje, hogy gyulladasos reakciokkal
jar6 visszafordithatdo folyamat a gyulladasos folyamatokra jellemzé legtobb klinikai tiinettel
egyiitt (borpir, 6déma, viszketés és fajdalom).

ALKALMAZASI KOR ES KORLATOZASOK

Az e vizsgalati modszerhez tartozo rekonstrudlt emberi felham-vizsgalatok egyik korlatjat az
jelenti, hogy a bdrirritalonak mindsiilé anyagokat csak az ENSZ GHS szerinti 2. kategoériaba
soroljak be. Mivel az anyagoknak az ENSZ altal javasolt GHS meghatarozasa szerinti opcionalis
3. kategoridba torténd besorolasat nem teszik lehetdve, az Osszes tobbi anyag besorolds nélkiil
(kategoria nélkiili) marad. A szabalyozasi igényektdl és a ,,me-too” vizsgalatok esetleges
jovobeli 0 végpontokkal torténd kiegészitésétol, javitasatol, illetve fejlesztésétol fiiggden
szlikség lehet e vizsgalati modszer feliilvizsgalatéra.

E vizsgalati modszer lehetové teszi az egykomponensi irritativ hatdsu anyagok
veszélyességének besorolasat (19), de nem nyujt megfeleld informaciot a bérkorrozidra nézve.
A gazok és aeroszolok nem vizsgalhatok, amig a keverékek vonatkozasaban nem tértént meg a
modszer validalasi célu értékelése.

A VIZSGALAT ELVE

A vizsgalt anyagot helyileg egy olyan normal emberi felham-keratinsejteket tartalmazo,
haromdimenziés emberi felhammodellre viszik fel, amelyeket ugy tenyésztettek ki, hogy
tobbrétegli, rendkiviil differencialt emberi felhAmmodellt alkossanak. Ez szervezett bazalis,
tiiskés, és granularis sejtrétegekbdl, valamint a sejtek kozotti lamellas lipidrétegeket tartalmazo

31



tobbrétegli stratum corneumbol (szarurétegbdl) all az in vivo mintaknak megfeleld
elrendezésben.

A rekonstrudlt emberi felhdmmodellen végzett vizsgalat elve azon alapul, hogy az irritativ
hatasu anyagok képesek diffuizidval athatolni a stratum corneumon é€s citotoxikusak az alatta
levé sejtrétegek sejtjeire. A sejtéletképességet a MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid, Tiazolil kék; EINECS-szam: 206-069-5, CAS-szam: 298-93-1)]
vitalis festék kék formazan sova torténd dehidrogendz 4talakuldsaval mérik, amelynek
mennyiségi mérésére a szovetekbdl torténd extrakcid utan keriil sor (20). Az irritativ hatast
anyagokat azon képességiik alapjan azonositjak, hogy a sejtéletképességet meghatarozott
irritativ anyagok esetében). A hatarérték feletti sejtéletképességet produkald anyagokat nem
soroljak be (azaz 50 % felett nincsenek kategoriaba sorolva).

A rekonstrualt emberi felhdammodell-rendszereket szilard, folyékony, félszilard anyagokon és
viaszokon végzett vizsgalatoknal lehet alkalmazni. A folyadékokban lehet viz, illetve lehetnek
vizmentesek, a szilard anyagok lehetnek vizben oldddoak, illetve vizben nem oldodoak.
Amennyiben lehetséges, a szilard anyagokat finom por alakban kell vizsgalni. Mivel a
rekonstrudlt emberi felhdmmodellen végzett vizsgalati rendszerek hitelesitésébe a kémiai
osztalyok széles spektrumat képviseld 58 gondosan kivalasztott anyagot vontak be, ezért e
modszerek varhatdan a kiilonféle kémiai osztalyokban altalanosan alkalmazhatoak lesznek (16).
A hitelesités soran 13, a GHS szerint 2. kategorigju irritativ anyagot vizsgaltak. Meg kell
emliteni, hogy a hitelesités nem terjedt ki a nem mar¢6 hatasu savakra, lagokra, sokra és egyéb
szerves anyagokra, illetve nem, vagy csak korlatozott mértékben érintette a szerves irritativ
anyagok bizonyos ismert osztalyait (pl. hidrogén-peroxidok, fenolok, feliiletaktiv anyagok).

1.5 AZ ALKALMASSAG BIZONYITASA

E vizsgalati modszer alapjan hitelesitett modszer rutinszerti alkalmazasat megel6zéen a
laboratériumok célszeriinek tarthatjdk megbizonyosodni miszaki alkalmassagukrol az 1.
tablazatban javasolt tiz anyag felhasznalasaval. E vizsgalati modszer alapjan az ENSZ altal
javasolt GHS szerinti 3. kategoria nem mindsiil kategorianak. Az olyan 1j, hasonldé (me-too)
vizsgalati modszerek esetében, amelyek e vizsgélati modszer alapjan keriilnek kifejlesztésre és
amelyek szerkezetileg és funkcionalisan hasonloak a validalt referenciamodszerekhez, illetve a
hitelesitett modszerek modositasai esetében a szabvanyos tesztelésre valo hasznalatukat
megelézden az 0j vizsgalati modszer Gsszehasonlithatdé megbizhatosdganak és pontossaganak
bizonyitasara e vizsgalati modszer Fiiggelékében leirt teljesitményszabvanyokat kell hasznalni.

1. tablazat: A fiiggelékben felsorolt referenciaanyagok részhalmazat képezé anyagok

Anyag CAS-szam | In  vivo | Halmazallapot | GHS

eredmény szerinti

kategéria

naftalin ecetsav 86-87-3 0 Sz kat. nélkiil
izopropanol 67-63-0 0,3 F kat. nélkiil
metil sztearat 112-61-8 1 Sz kat. nélkiil

1,7 F Opcionalis 3.
heptil butirat 5870-93-9 kat.

2 F Opcionalis 3.
Hexil-szalicilat 6259-76-3 kat.
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ciklamen aldehid 103-95-7 2,3 F 2. kat.
1- bromhexan 111-25-1 2,7 F 2. kat.
butil metakrilat 97-88-1 3 F 2. kat.
1-metil-3-fenil-1-piperazin | 5271-27-2 | 3,3 Sz 2. kat.
Heptanal 111-71-7 4 F 2. kat.

1.6 A VIZSGALATI MODSZER LEIRASA

Az alabbiakban a rekonstrualt emberi felhdmmodellen végzett, borirritaciot elemzd vizsgalat
leirasara keriill sor. A rekonstrualt emberi felhammodell felépithetd, elkészithetdé vagy
kereskedelmi forgalomban kaphato (pl. EpiSkin™, EpiDerm™ ¢és SkinEthic RHE™). Az
EpiSkin™, EpiDerm™ ¢és SkinEthic RHE™.-vel haszndlhato szabvany vizsgalati eljarasok
elérhetdk a [http://ecvam.jrc.ec.europa.cu] cimen (21, 22, 23). A vizsgalatot az alabbiak szerint
kell végrehajtani:

1.6.1 Rekonstrualt emberi felhammodell 6sszetevoi

1.6.1.1 A modellre vonatkozo dltalanos feltételek

Az epitélium felépitéséhez normal emberi keratinsejteket kell hasznalni. E16 epitélsejtek tobb
rétegének (bazalis, tiiskés, és granularis sejtréteg) kell jelen lenni a funkcionalis stratum corneum
alatt. A stratum corneumnak tobbrétegiinek kell lennie, és megfeleld lipidszelvénnyel kell
rendelkeznie, hogy nagy ellenallo képességgel funkcionalis barriert képezzen a citotoxikus
markeranyagok, pl. a natrium-dodecil-szulfat (SDS) vagy a Triton X-100 gyors athatolasa ellen. A
amely a szovet életképességét 50 %-kal csokkenti (ICsy) egy meghatarozott expozicids id6
elteltével, vagy a markeranyag meghatarozott koncentracioban torténd alkalmazasakor a sejt
¢letképességeének 50 %-kal vald csokkentéséhez sziikséges expozicios id6 (ETsp)
meghatarozasaval. A modell visszaszorito tulajdonsagainak meg kell akadalyozni, hogy az anyag
athatoljon a stratum corneum koriil az é16 szovetbe. A vizsgalt vegyszerek stratum corneum kortil

crer

baktérium-, virus-, mikoplazma- és gombafertdzéstdl mentesnek kell lennie.

1.6.1.2 Funkciondalis modellfeltételek

1.6.1.2.1 Eletképesség

Az életképesség terjedelmének meghatarozasat lehetleg az MTT segitségével kell végezni (20).
A negativ kontrollanyaggal (NC) kezelt szdvetbdl kivont (szolibilizalt) festékanyag optikai
stirliségének (OD) legalabb 20-szor nagyobbnak kell lennie az extrahalasra hasznalt oldoszer
OD-jénél. Dokumentalni kell, hogy az NC-vel kezelt kontrollszdvet a vizsgalati expozicids
id6szak alatt a tenyészetben allandd (hasonl6 életképesség-mérést nyujt).

1.6.1.2.2 Barrierfunkcid
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A stratum corneumnak ¢€s lipidszelvényeinek megfeleld ellenalld képességgel kell rendelkezni a
citotoxikus markeranyagok, pl. a natrium-dodecil-szulfat (SDS) vagy a Triton X-100 gyors
athatolasa ellen, az ICsy vagy ETs alapjan végzett becslések szerint.

1.6.1.2.3 Morfologia

A rekonstrualt bor/epidermisz szovettani vizsgalatat olyan megfeleléen képzett személyzetnek
kell végezni, akik emberi bor/epidermisz-szeri struktirakon (beleértve a tobbrétegli stratum
corneumot is) végzik a bizonyitd vizsgalatot.

1.6.1.2.4 Reprodukalhatosag

A specifikus modellt alkalmazé vizsgalati eredményeknek idével reprodukalhatoknak kell
lenniiik, lehet6leg a megfeleld tételenkénti (6sszehasonlitd) kontrollanyaga szerint. (Lasd a
Fiiggeléket).

1.6.1.2.5 A modell mindségellendrzése (QC)

Minden  felhasznalasra  keriild  felhdmmodell-csoportnak ~ meghatarozott  eldallitasi
kritériumoknak kell megfelelnie, amelyek kozott az €letképességre (1.6.1.2.1 bekezdés) és a
barrierfunkciora (1.6.1.2.2 bekezdés) vonatkozoak a leglényegesebbek. A bérmodell szallitoja
(illetve sajat eldallitasi modell esetén a vizsgalatot végzé személy) koteles elfogadhatosagi
tartomanyt (fels6 €s also hatarértéket) megallapitani az ICsy vagy a ETsy szdmara. A szovetek
atvétele utan a laboratériumnak ellendriznie kell a szdvetek barrier tulajdonsagait. Az irritativ
hatasok megbizhato eldrejelzéséhez kizardlag a megfeleld szovetek altal produkalt
eredményeket szabad elfogadni. A hitelesitett referenciamodszer elfogadhatosagi tartomanyai
példaul a kévetkezok.

2. tablazat: Példak a mindségellendrzési tételkibocsatas kritériumaira

Alsé elfogadasi Elfogad’as1 Felso elfogadasi
¢ tartomany ,
hatar P hatar
kozépértéke
1. Hitelesitett ICs0 = 1,0 mg/ml 1Cs0 = 2,32 mg/ml ICs50 = 3,0 mg/ml
referenciamédszer (18
oras natrium-dodecil-
szulfatos (SDS) kezelés)
2. Hitelesitett ETso=4,8 6ra ETsy = 6,7 6ra ETso= 8,7 6ra
referenciamodszer (1 %
Triton X100)

1.6.1.3 A vizsgalat alkalmazasa és a kontrollanyagok

Valamennyi kezeléshez és kontrollhoz megfeleld szamu szovetpéldanyt (szakaszonként legalabb
harom példanyt) kell hasznalni. Folyékony és szilard anyagok esetén a bdéron egyenletesen
elosztva elegendd vizsgalt anyagot hasznaljunk, azaz minimum 25 pL/cm® vagy 25 mg/cm’-ot,
elkeriilve ugyanakkor a végtelen dozis hasznalatat (lasd az 1.2 fogalommeghatarozast). Szilard
anyagok alkalmazasa el6tt az epidermisz feliiletét deionizalt vagy desztillalt vizzel nedvesitsiik
be a borrel vald jo érintkezés biztositasara. A szilard anyagokat, amikor csak lehetséges finom
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por alakban kell vizsgalni. Az expozicios id6 lejartaval a vizsgalt anyagot megfeleld pufferrel
vagy 0,9 %-os NaCl-dal 6vatosan le kell mosni a borrdl. A felhasznalt rekonstrualt emberi
felhamtol fiiggden az expozicids id6 15 és 60 perc kozott, az inkubacids hémérséklet pedig 20
és 37°C kozott valtozhat. A harom moddszerre vonatkozo részleteket lasd a szabvanymiiveleti
eldirasokban (Standard Operating Procedures) (21, 22, 23).

Minden vizsgélathoz egyidejiileg negativ (NC) és pozitiv (PC) kontrollértékeket kell hasznalni
annak bemutatasara, hogy a sejtek életképessége, a barrierfunkci6 és a kapott szovetérzékenység
(PC) a meghatarozott torténeti elfogadasi tartomanyon beliil van. A javasolt pozitiv
kontrollanyag a natrium-dodecil-szulfat (SDS) 5 %-os vizes oldata. A javasolt negativ
kontrollanyagok a viz, vagy a sos foszfatpuffer (PBS).

1.6.1.4 A sejtek életképességének mérése

A vizsgalati eljaras legfontosabb eleme, hogy az életképesség mérését ne kdzvetleniil a vizsgalt
anyagok hatasanak kitett id6szak utan végezziik, hanem a friss kdzegben atoblitett szovetek
kezelés utani, megfeleld hossziisagh inkubacios idoszakat kovetden. Ezen iddszak lehet6vé teszi
egyrészt az enyhe irritativ hatasok aloli felépiilést, masrészt az egyértelmii citotoxikus hatasok
megjelenését. A vizsgalat optimalizalasanak szakaszaban (9, 10, 11, 12, 13) egy 42-6ras kezelés
utani inkubacios idGszak bizonyult optimalisnak és kovetkezésképpen ezt alkalmaztak a
referencia vizsgalati modszerek validalasa soran.

Az MTT atalakulasanak vizsgalata egy olyan kvantitativ validalt mddszer, amelyet a sejtek
életképességének mérésekor kell alkalmazni. Ez 0Osszeegyeztethetd egy haromdimenzids
MTT-oldatba (pl. 0,3—1 mg/ml) teszik. A kicsapddott kék formazan terméket aztdn oldoszer
(pld. izopropanol, savas izopropanol) hasznalataval eltavolitjak a szovetbdl, és egy maximum =+
30 nm savsziird alkalmazasaval 570 nm hullamhosszon az OD-meghatarozasa Gtjan megmérik a
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A vizsgalt anyag optikai tulajdonsagai, vagy az MTT-re gyakorolt vegyi hatasa megzavarhatja a
vizsgalatot, ami az életképesség téves megallapitasahoz vezet (mivel a vizsgalt anyag
akadalyozhatja, megvaltoztathatja, vagy akéar okozhatja is az elszinezddést). Ez akkor
kovetkezhet be, amikor egy adott vizsgélt anyagot Oblitéssel nem tavolitottak el teljesen a
borrél, vagy amikor az athatol az epidermiszen. Ha a vizsgalt anyag kozvetleniil az MTT-re hat,
természetes szinezéket tartalmaz, vagy a szovetkezelés soran szinezddik el, tovabbi
ellendrzéseket kell alkalmazni annak megallapitdsara, hogy a vizsgalt anyag befolyasolja-e az
¢életképesség mérésének modjat, illetve el kell végezni a megfelelé korrekciokat. Kérjik, az
MTT-csokkenésvizsgalat részletes leirasaért forduljon a validalt referenciamodszerekhez késziilt
vizsgalati modszer jegyzokonyvhoz (21, 22, 23). Az e befolyasold tényezoknek kdszonhetden
jelentkez6 nem specifikus szin (NSC) nem haladhatja meg az NC 30 %-at (a korrekcidok
esetében). Ha az NSC > 30 %, a vizsgalt anyag a vizsgalattal 6sszeférhetetlennek mindsiil.

1.6.1.5 A vizsgalat elfogadhatosagi kritériumai

Minden érvényes tételt alkalmazo vizsgalat esetében (lasd az 1.6.1.2.5. bekezdést), az NC-vel
kezelt szoveteknek olyan OD-t kell mutatniuk, amely tiikrézi a szovetek mindségét az dsszes

Tur ot

értékei nem lehetnek kisebbek a megallapitott torténeti also hatarértékeknél. Hasonloképpen a
PC-vel, azaz natrium-dodecil-szulfat (SDS) 5 %-os vizes oldataval kezelt szdveteknek,
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2.

2.1.

2.2

3.1

tiikkroznitik kell szovetek altal megtartott érzékenységet, valamint az irritativ hatasu anyaggal
szembeni reagaloképességiiket minden vizsgalati koriilmény esetében (pl. az életképesség <
40 % az 1. validalt referenciamodszer esetén, és < 20 % a 2. validalt referenciamodszer esetén).
Meg kell hatarozni a szévetpéldanyok kozotti, ezzel kapesolatos eltérés megfeleld mértékét (pld.
szoras alkalmazasa esetén 18 %-nal nem lehet nagyobb).

ADATOK

ADATOK

Minden kezelés esetében, az egyes parhuzamos vizsgalati mintak adatait (pl. minden vizsgalt
anyagra vonatkozd OD-értéket és a szazalékban meghatarozott sejtéletképesség-értékeket, a
besorolasokat is beleértve) tablazatba foglaltan kell megadni, ideértve adott esetben a
megismételt kisérletek soran kapott adatokat. Tovabba meg kell adni az atlagértékeket és
azokhoz viszonyitott & szorast. Az MTT reagenssel és a szinezett vizsgalt anyagokkal tapasztalt
kdlcsonhatasokat minden vizsgalt anyag esetében fel kell jegyezni.

AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

Minden vizsgalati mintanal a kapott OD-értékek felhasznalhatok az NC-hez viszonyitott
¢letképesség szazalékos kiszamitasdhoz, amely 100 %-ra van beéllitva. Egyértelmiien meg kell
hatarozni, és irasban rogziteni kell az irritativ hatast vizsgalt anyagokat a besorolas nélkiili
vizsgalt anyagoktdl megkiilonboztetd, szazalékban megallapitott sejt-életképesség hatarértéket,
valamint azon bizonyitottan megfeleld statisztikai eljaras(oka)t, amelyeket az eredmények
értekelésénél ¢s az irritativ  hatasi anyagok azonositdsdnal alkalmaznak.. A validalt
referenciamddszerekhez kapcsolddo becsiilt irritacios hatas hatarértékei az alabbiak:

A vizsgalt anyag borirritalo hatdsinak mindsiil az ENSZ altal javasolt GHS szerinti 2. kategéria
szerint:

i) ha a vizsgalt anyagoknak kitett id6szak és a kezelést kdvetd inkubacids id6szak utan a
szovetek életképessége kisebb, vagy egyenld, mint (<) 50 %.

A vizsgalt anyagot nem tekintik egyik kategoriaba tartozonak sem:

i) ha a vizsgalt anyagoknak kitett id6szak és a kezelést kdvetd inkubacios iddszak utan a
szovetek életképessége nagyobb, mint (>) 50 %.

JEGYZOKONYVEZES

VIZSGALATI JEGYZOKONYV
A vizsgalati jegyz6konyvnek a kovetkezé informaciokat kell tartalmaznia:

Vizsgalati és kontrollanyagok:

- avegyszer(ek) neve, mint [IUPAC- vagy CAS-név és CAS-szam, ha ismert,

- az anyag tisztasaga €s Osszetétele (tOmegszazalékban),
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a vizsgalat elvégzése szempontjabol lényeges fizikai-kémiai tulajdonsagok (pl. fizikai
allapot, stabilitas és illékonysag, pH, vizben valo oldhatdsag, ha ismert),

a vizsgalati/kontrollanyagok kezelése a vizsgalatot megel6zéen, ha tortént ilyen (pl.
melegités, 6rlés),

tarolasi feltételek.

A hasznalt bérmodell és protokoll indokolasa.

Vizsgalati koriilmények:

a felhasznalt sejtrendszer;

a sejt életképességének mérésére hasznalt eszkdz (pl. spektrofotométer) és savsziird
bemérésére vonatkoz6 kalibralasi informaciok,

a hasznalt specifikus bérmodellre vonatkozé teljes hattérinformacio, beleértve annak
teljesitményét. Ez magaban foglalja, de nem korlatozdodik a kovetkezokre:

i) Eletképesség

i) Barrierfunkcio

iii) Morfologia

iv) Reprodukalhatosag és elore jelezhetdség
v) A modell mindségellenérzése (QC)

a hasznalt vizsgalati eljaras részletei,

a hasznalt vizsgalati dozisok, a vizsgalt anyag hatasanak kitett idoszak és a kezelés utani
inkubacids idészak hossza,

a vizsgalati eljaras barmilyen valtoztatasanak leirasa,

hivatkozas a modell torténeti adataira. Ez magaban foglalja, de nem korlatozodik a
kovetkezodkre:

1) a mindségbiztositasi adatok elfogadhatdsaga tekintettel a korabbi tételadatokra;

i1) negativ és pozitiv kontrollértékek elfogadhatdsaga tekintettel a negativ és pozitiv kontroll
atlagértékekre és tartomanyokra.

A hasznalt értékelési ismérvek leirdsa, beleértve az elorejelz6 modell szamara a
hatarérték(ek) kivalasztasanak indoklasat.

Eredmények:

az egyedi vizsgalati mintak adatainak tablazatba foglalasa,

a megfigyelt egyéb jelenségek leirasa.

Az eredmények értékelése.

Kovetkeztetés.

HIVATKOZASOK
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FUGGELEK

A javasolt in vitro rekonstrualt emberi felhAmmodellen végzett bérirritacios vizsgalat
teljesitményjellemzéinek értékelése

BEVEZETES

E vizsgalati modszer alapjan alkalmazasra javasolt eljarasokat a megbizhatosaguk és pontossaguk
meghatarozasa érdekében a Draize-féle irritdciés pontértékek teljes tartomanyat képviselé anyagok
felhasznalasaval értékelni kell. A husz javasolt referenciaanyag (2. tablazat) felhasznalasaval torténd
értékelés soran a javasolt eljaras altal elért megbizhatosagi és pontossagi értekeknek és az 1. hitelesitett
referenciamddszer ugyanezen értékeinek (3. tablazat) 6sszehasonlithatoknak kell lennitik (1). Az II. és III.
pontban keriilnek meghatarozasra az elérni kivant pontossagi €s megbizhatdsagi szabvanyértékek. A
javasolt vizsgalati modszer és az 1. hitelesitett referenciamodszer megbizhatosaganak és miikodésének
(érzékenység, specificitds, hamis negativ ardnyok, hamis pozitiv aranyok ¢és pontossag)
OsszeegyeztethetOsége érdekében bevontak az Gsszes kémiai osztalyt képviseld besorolas nélkiili, valamint
(az ENSZ altal javasolt GHS szerinti 2. kategoriaba) besorolt anyagot. Uj anyagok vizsgalatara torténd
alkalmazasat megel6zéen a vizsgélati modszer megbizhatosagat, valamint az ENSZ 4ltal javasolt GHS
szerinti 2. kategériaba tartozo irritativ hatast anyagok helyes azonositasara valo képességét bizonyitani
kell.

TELJESITMENYSZABVANYOK

A teljesitményszabvanyok a kovetkezd harom alkotoelembdl éallnak: I) a vizsgalati modszer alapvetd
Osszetevoi, II) referenciaanyagok és III) a pontossag és megbizhatésag meghatarozott értékei (2). E
teljesitményszabvanyok az ECVAM bdrirritacio-validalasi tanulmany elkészitése utan meghatarozasra
kertilt teljesitményszabvanyokon alapulnak (3).

I) A vizsgalati modszer alapveto dsszetevoi

A modellre vonatkozo altalanos feltételek

Az epitélium felépitéséhez normél emberi keratinsejteket kell hasznalni. E16 epitélsejtek tobb rétegének
(bazalis, tliskés, és granularis sejtrétegnek) kell jelen lenni a funkcionalis stratum corneum alatt. A stratum
corneumnak tdbbrétegiinek kell lennie, és megfeleld lipidszelvénnyel kell rendelkeznie, hogy nagy
ellenalld képességgel funkcionalis barriert képezzen a citotoxikus markeranyagok, pl. a natrium-dodecil-
szulfat (SDS) vagy a Triton X-100 gyors athatolasa ellen. A barrierfunkcio értékelését vagy a
50 %-kal visszaesik (ICsp) egy meghatarozott expozicios id6 elteltével, vagy a sejt életképességének
50 %-kal valo csokkentéséhez sziikséges expozicids idé meghatarozasanak segitségével a markeranyag
meghatarozott koncentracidoban torténd alkalmazasakor. A modell visszaszorito tulajdonsagainak meg kell
akadalyozni, hogy az anyag athatoljon a stratum corneum koriil az €16 szovetbe. A vizsgalt vegyszerek

crer

bérmodellnek baktérium-, virus-, mikoplazma- €¢s gombafertdzéstol mentesnek kell lennie.

40



Funkcionalis modellfeltételek

Eletképesség

Az életképesség terjedelmének meghatarozasat lehetoleg az MTT segitségével kell végezni (4). A negativ
kontrollszovetbdl (NC) kivont (szolibilizalt) festékanyag optikai siiriségének (OD) legalabb 20-szor
nagyobbnak kell lennie az extrahaldsra hasznalt oldoszer OD-jénél. Dokumentalni kell, hogy az NC-vel
kezelt kontrollszdvet a vizsgalati expozicids idészak alatt a tenyészetben allando (hasonld életképesség-
mérést nyujt).

Barrierfunkcio

A stratum corneumnak és lipidszelvényeinek megfeleld ellendlld képességgel kell rendelkezni a
citotoxikus markeranyagok, pl. a natrium-dodecil-szulfat (SDS) vagy a Triton X-100 gyors athatolasa
ellen, az ICsy vagy ETs, alapjan végzett becslések szerint.

Morfologia

A rekonstrualt bor/epidermisz szdvettani vizsgalatat olyan megfelelden képzett személyzetnek kell
veégezni, akik emberi bor/epidermisz-szerti struktirdkon (beleértve a tobbrétegii stratum corneumot is)
végzik a bizonyitd vizsgalatot.

Reprodukdlhatésag

A specifikus modellt alkalmazd vizsgalati eredményeknek idével reprodukalhatoknak kell lenniiik,
lehetdleg a  megfeleld  tételenkénti  kontroll  (Osszehasonlitd) anyag szerint. (Lasd a
fogalommeghatarozasokat az 1.2 szakaszban).

A modell minéségellendrzése (QC)

Minden felhasznalasra keriild6  felhammodell csoportnak meghatarozott eldallitasi
kritériumoknak kell megfelelni, amelyek kozott az életképességre (4. bekezdés) és a
barrierfunkciora (5. bekezdés) vonatkozoak a leglényegesebbek. A bérmodell szallitoja (illetve
sajat eléallitasu modell esetén a vizsgalatot végzd személy) koteles elfogadhatdsagi tartomanyt
(fels6 és also hatarértéket) megallapitani az ICsy vagy a ETsy szamara.. A szovetek atvétele utan
a laboratoriumnak ellendriznie kell a szdvetek barrier tulajdonsagait. Az irritativ hatdsok
megbizhato eldrejelzéséhez kizardlag a megfeleld szovetek altal produkalt eredményeket szabad
elfogadni. A hitelesitett referenciamodszer elfogadhatosagi tartomanyai példaul a kovetkezok.

1. tablazat: Példak a mindség-ellendrzési tételkibocsatas kritériumaira

Alsé elfogadasi Elfogad,as1 Felsé elfogadasi
c tartomany ,
hatar Py hatar
kozépértéke
1. Hitelesitett ICs50 = 1,0 mg/ml 1Cs0 = 2,32 mg/ml ICs50 = 3,0 mg/ml

referenciamodszer (18
oras natrium-dodecil-
szulfatos (SDS) kezelés)
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2. Hitelesitett
referenciamoédszer (1 %
Triton X100)

ETs,=4,8 6ra ETs,= 6,7 6ra ETsy=8,7 ora

II) Referenciaanyagok

Referenciaanyagokat kell alkalmazni annak megallapitasara, hogy a javasolt, rekonstrudlt emberi
felhammodellen végzett és a hitelesitett referenciamddszerekhez szerkezetileg és funkcionalisan
bizonyitottan hasonld, vagy egy hitelesitett referenciamddszer kisebb modositasat képviseld 0 in vitro
vizsgalati modszer megbizhatdsaga és pontossaga 0sszeegyeztethetd eredményeket mutat-e a 1. hitelesitett
referenciamodszerével (1). A 2. tablazatban felsorolt 20 referenciaanyag kozott megtalalhatok kiilonbozo
vizsgalt kémiai osztalyokba tartozo, valamint az ENSZ altal javasolt GHS szerinti 2. kategoriaba tart6zo
anyagok is. E listan a felsorolt anyagok kozott tiz az ENSZ altal javasolt GHS szerinti 2. kategoridba
tartozo anyag, harom az ENSZ altal javasolt GHS meghatarozas szerinti opcionalis 3. kategoriaba tartozo
anyag, €s hét besorolas nélkiili anyag talalhato. E vizsgalati modszer alapjan az opcionalis 3. kategoria
nem mindsiil kategorianak. E referenciaanyagok képezik azon anyagok minimalis szamat, amelyeket fel
kell hasznalni a javasolt, rekonstrualt emberi felhdmmodellen végzett borirritacids vizsgalati modszer
pontossaganak és megbizhatosaganak értékelésekor. Olyan helyzetekben, amikor a felsorolt anyagok nem
allnak rendelkezésre, megfeleld in vivo referenciaadatokkal rendelkezé egyéb anyagok is felhasznalhatok.
Sziikség esetén a javasolt vizsgalati modszer pontossaganak tovabbi értékelésé¢hez a referenciaanyagok
minimalis listdja kiegészithetd mas kémiai osztalyba tartozo és megfeleld in vivo referenciaadatokkal
rendelkez6 tovabbi anyagokkal.

2. tablazat: A rekonstrualt emberi felhim (epidermisz) bérirritacios modelleknél a pontossagi és
megbizhatosagi értékek meghatirozasahoz hasznalt referenciaanyagok

CAS- | EINECS- | halmaz | [ vive | GHS = | GHS
Anyagok* . . . eredm | in vitro | in vivo
szam szam allapot .
ény kat. kat.
1-brém-4- 6940-78- kat.
Klérbutan 9 230-089-3 | F 0 e | i
Dietilftalat 84-66-2 | 201-550-6 | F 0 kat. ) kat.
nélkil nélkil
naftalin ecetsav | 86-87-3 | 201-705-8 | Sz 0 kat. ) kat.
nélkil nélkil
. ) , 7493-74- kat. kat.
allil fenoxi-acetat 5 231-335-2 | F 0,3 nélkiil nélkiil
kat. kat.
Izopropanol 67-63-0 200-661-7 | F 0,3 nélkiil nélkiil
4-metil-thio- 3446-89- kat.
benzaldehid 7 222-365-7 | F ! Aol
) , kat. kat.
metil sztearat 112-61-8 | 203-990-4 | Sz 1 nélkiil nélkiil
heptil butirat 5870-93- | 227-526-5 | F 1,7 Kkat. Opcion
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9 nélkiil alis 3.
Kat.
Opcion
Hexil-szalicilat | 9227776 | 2284086 | F 2 Kat, | 4lis 3.
3 nélkiil
kat.
Opcion
tri-izobutil foszfat | 126-71-6 | 204-798-3 | F 2 2. kat. alis 3.
kat.
1-dekanol 112-30-1 | 203-956-9 | F 2,3 2. kat. 2. kat.
ciklamen aldehid 103-95-7 | 203-161-7 | F 2,3 2. kat. 2. kat.
1-brémhexan 111-25-1 | 203-850-2 | F 2,7 2. kat. 2. kat.
2-klérmetil-3,5-
dimetil-4- 86604- | 434-680-9 | sz 27 |2kat |2 kat
metoxipiridin 75-3
hidroklorid
a-terpineol 98-55-5 202-680-6 | F 2,7 2. kat. 2. kat.
di-n-propil kat.
diszulfid 629-19-6 | 211-079-8 | F 3 nelkiil 2. kat.
butil metakrilat 97-88-1 202-615-1 | F 3 2. kat. 2. kat.
benzoltiol, 5-(1,1-
dimetil-etil)-2- Z340'9O' 438-520-9 | F 33 |2.kat |2 kat.
metil
Pmetil-3-fenil-1- 1 S271-27- | 431 1805 | gy 33 2.kat. | 2. kat.
piperazin 2
Heptanal 111-71-7 | 203-898-4 | F 4 2. kat. 2. kat.

* A husz referenciaanyag abboél az 58 anyagbol keriilt reprezentativ kivalasztasra, amelyeket eredetileg az
1. referenciamodszer (EpiSkin™) validdlasdhoz hasznaltak fel. A vizsgalt anyagok teljes listdja és
kivalasztasi szempontjai rendelkezésre allnak (5).

A 2. tablazatban felsorolt anyagok az ECVAM nemzetkozi bOrirritdcio-validalasi tanulmanyban
alkalmazott 58 anyag reprezentativ megoszlasat mutatjak (1). Kivalasztasuk a kdvetkez6 ismérvek alapjan
tortént:

- kereskedelmi forgalomban kaphat6 anyagok

- a Draize-féle irritacidos pontértékek teljes tartomanyat reprezentald anyagok (a nem irritativ
hatastitol az erdsen irritativ hatasuig)

- jol meghatarozott kémiai szerkezettel rendelkeznek

- reprezentativ modon jellemzik a hitelesitett modszer reprodukalhatdsagat és elére jelezhetdségét
az ECVAM validalasi tanulmanyban meghatarozottak szerint

- reprezentaljak a validalési eljarasban felhasznalt kémiai miikodést
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- nem Kkapcsolodik hozzajuk fokozottan toxikus jelleg (pl. rakkelté vagy toxikus hatas a
reprodukcios rendszerre) és tilto jellegii artalmatlanitasi koltségek sem.

III) A pontossag és megbizhatésag meghatarozott értékei

A javasolt vizsgalati modszer és az 1. hitelesitett referenciamodszer miikdodésének (érzékenység,
specificitas, hamis negativ aranyok, hamis pozitiv aranyok, €s pontossdg) Osszeegyeztethetoknek kell
lennitik (3. tablazat); azaz az érzékenységnek nagyobbnak vagy egyenlének kell lennie, mint (>) 80 %, a
specificitasnak nagyobbnak vagy egyenlonek kell lennie, mint (>) 70 %, és a pontossagnak nagyobbnak
vagy egyenlonek kell lennie (=) 75 %-nal. A husz anyagra a vizsgalatokban résztvevd kiillonbozo
laboratériumokban kapott 6sszes besorolast alkalmazni kell a miikodés szamitasanal. Minden egyes anyag
besorolasdt minden egyes laboratoriumban az életképesség atlagértékének felhasznalasaval kell
meghatarozni a kiilonb6z6 szakaszok (minimum harom érvényes szakasz) végrehajtasa soran.

3. tablazat: Az 1. hitelesitett referenciamédszer miikodése’

Vizsgalati Anyagok | Erzékenység | Specificitas | Hamis Hamis Pontossag
modszer szama negativ | pozitiv

arany arany
1. hitelesitett 58 87,2 % 71,1 % 128% [1299% | 74,7 %
referenciamodszer’
1. hitelesitett 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7% | 81,7%
referenciamodszer’

" A 3. tablazat az 1. hitelesitett referenciamédszer mitkodését az irritativ hatdst anyagok (az ENSZ
altal javasolt GHS szerinti 2. kategoéria), valamint a besorolasra nem keriilt anyagok (kategoria
nélkiil, ideértve az opcionalis 3. kategoriat is) helyes azonositasara valo képessége alapjan ismerteti
az 58, illetve a 20 referenciaanyag esetére (2. tablazat).

* EpiSkin™

313 GHS szerinti 2. kat. irritativ anyag alapjan.

*45 GHS szerinti 3. kat. irritativ vagy a GHS szerint be nem sorolt vegyi anyag alapjan.

A javasolt vizsgalati modszer és a  hitelesitett referenciamodszerek megbizhatosaganak
Osszeegyeztethetoknek kell lenniiik.

Laboratériumon beliili reprodukalhatésag

A laboratoriumon beliili eltérések vizsgalata esetén a husz referenciaanyag egyetlen laboratériumban
torténd, kiilonbozo, egymastol fliggetlen vizsgalata soran kapott besorolasi értékeknek (2.
kategoria/kategoria nélkiili) 90 %-nal nagyobb, vagy azzal egyenldé mértékil egyezést kell mutatni.

Laboratériumok kozotti reprodukalhatésag

A laboratériumok kozotti reprodukalhatosag vizsgalata nem sziikséges, amennyiben a javasolt vizsgalati
modszer csak egyetlen laboratoriumon belill keriil alkalmazasra. A laboratoriumok kozott atadasra keriil6
mobdszerek esetében a hisz referenciaanyag lehetéleg minimum harom laboratériumban torténd,
kiilonbozo, egymastol fiiggetlen vizsgalata soran kapott besorolasi értékeknek (2. kategoria/kategoria
nélkiili) 80 %-nal nagyobb, vagy azzal egyenld mértékii egyezést kell mutatni.
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1.1

1.2

IV. melléklet

C.3. SZAPORODASGATLASI VIZSGALAT, EDESVIZI ALGA ES CIANOBAKTERIUM

MODSZER

A modszer egyenértékii az OECD TG 201 (2006) (1).jelit modszerrel.

BEVEZETES

A tudomanyos haladas fényében a vizsgalati moddszerek idoérél idére feliilvizsgalatra €s
korszeriisitésre keriilnek. Sziikség volt a C.3 jelii vizsgalati modszer atdolgozasara, hogy
kiterjedjen tovabbi fajokra is, és hogy megfelelhessen a vegyiiletekkel szemben tadmasztott
kockazatértékelési és besorolasi kovetelményeknek. A modszer atdolgozasa a Kkiterjedt
gyakorlati tapasztalatok, az algakra hato toxicitds vizsgdlatanak teriiletén végbement
tudomanyos fejlédés és a modszer eredeti elfogadasa ota folyamatban 1évo széles korli hatosagi
alkalmazas tapasztalatai alapjan tortént.

DEFINICIOK
E vizsgalati modszerben az alabbi definiciok és roviditések hasznalatosak:

»eloanyag”: egy populacioban jelen 1évo €10 anyag szaraz tdmege egy adott mennyiségben
kifejezve; pl. mg alga/liter vizsgalati oldat. Altaliban az ,,él6anyag” tomegként van definidlva,
de ebben a vizsgalatban a szo ,,tOmeg/térfogat”-ot jelent. Szintén ebben a vizsgalatban az
¢loanyag tomege helyett jellemzéen sejtszam, fluoreszcencia stb. mérése torténik, és az
»eléanyag” kifejezés hasznalata igy ezekre a helyettesitd mérészamokra is utal.

wvariacios egyiitthato (CV)”: egy paraméter valtozékonysadganak dimenzié nélkiili
mérdszama; definicid szerint a szoras és az atlag aranya. Ezt szdzalékos formaban is ki lehet
fejezni. A parhuzamos kontrolltenyészetekben az atlagos fajlagos szaporodasi sebesség atlagos
variacios egyiitthatojat az alabbiak szerint lehet kiszamitani:

1. Ki kell szamitani az atlagos fajlagos szaporodasi sebesség %-o0s variacios egyiitthatojat
a naponkeénti/szakaszonkénti szaporodasi sebességekbdl a megfelelé parhuzamos
tenyészetekre.

2. Ki kell szamitani az 1. pontban kiszamitott Osszes érték atlagat, ami megadja a
parhuzamos kontrolltenyészetekben a naponkénti/szakaszonkénti atlagos fajlagos
szaporodasi sebesség atlagos variacios egylitthatojat.

»ECy”: a vizsgalati oldatban oldott vizsgalt anyag olyan koncentracidja, ami meghatarozott
expozicids 1d0 alatt (ha eltér a teljes vagy szokasos kisérleti iddtartamtol, akkor pontosan meg
kell adni) a vizsgalt organizmus x%-os (pl. 50%) szaporodasgatlasat eredményezi. A
szaporodasi sebességbol (r), illetve a szaporulatbol (y) levezetett EC-értékek egyértelmil
jelolésére az ,,E,.C”, illetve az ,,E,C” hasznalatos.
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Htapoldat”: az a teljes mesterséges tenyésztd kozeg, amelyben a vizsgalt algak a vizsgalt
anyag jelenlétében szaporodnak. A vizsgalt anyag felolddsa altalaban a kisérleti oldattal
torténik.

»Szaporodasi sebesség (atlagos fajlagos szaporodasi sebesség)”: az él6anyag expozicios ido
alatti novekedésének logaritmusa.

»eészlelheté hatast okozo legkisebb koncentracio (LOEC)”: az a legkisebb mért
koncentracid, amelyben az anyagnak a kontrolltenyészethez képest észlelhetd, statisztikailag
szignifikans (p < 0,05) szaporodasgatlo hatasa van egy adott expozicids id6 alatt. Ugyanakkor
minden, az LOEC-nél nagyobb koncentracionak az LOEC-nél kapottal azonos, vagy nagyobb
gatlo hatast kell kifejtenie. Ha ez a két feltétel nem teljesiil, az LOEC (és ennélfogva az
NOEC) megvalasztasat teljes kortien meg kell indokolni.

»eszlelheté hatast még nem okozé koncentracio (NOEC)”: kozvetleniil az LOEC alatti
koncentracio.

,hatasvaltoz6”: a toxikus hatds becslésére hasznalt valtozd, amely kiilonbdz6 szamitasi
modokkal az éléanyag leirasara szolgald barmelyik mért paraméterbdl levezethetd. Ebben a
modszerben a hatasvaltozok a szaporodasi sebesség, illetve a szaporulat, amelyek kozvetleniil
az ¢léanyag mérésével, vagy pedig az emlitett helyettesitd mérészamok valamelyikének
mérésével kaphatok meg.

Hiajlagos szaporodasi sebesség”: egy mérési paraméter (ebben a vizsgalati modszerben az
¢léanyag mennyiségének valtozdsa) természetes alapu logaritmusainak kiilonbségébdl és a
valtozashoz tartozo id6tartambol képzett hanyadosként definialt hatasvaltozo.

»Szaporulat”: az ¢léanyag vizsgalat alatti mennyiségi novekedésének a kifejezésére hasznalt
mérési valtozo értéke; az expozicios 1id6 végén mért valtozoérték minusz az expozicios ido
kezdetén mért valtozoérték.

A VIZSGALAT ALKALMAZHATOSAGA

Ez a vizsgalati modszer legegyszeriibben olyan vizoldhat6 anyagokra hasznalhato, amelyek a
vizsgalati koriilmények kozott valoszinlileg a vizben maradnak. Az illékony, erdsen
adszorbealodo, szines, vizben rosszul oldodo, esetleg a tadpoldatban 1év6 tapanyagok vagy
asvanyi anyagok felvételére hatassal 1évé anyagok esetében sziikség lehet a leirt modszer
bizonyos modositasara (pl. zart rendszer, a vizsgalathoz hasznalt eszk6zok kondicionalasa).
Néhany megfeleldo modositashoz utmutatas talalhatéd az irodalomban (2), (3) és (4).

A VIZSGALAT ELVE

A vizsgalat célja egy adott anyag altal az édesvizi mikroalgakra és/vagy cianobaktériumokra
gyakorolt hatasok meghatarozasa. A  vizsgalt anyag exponencialisan szaporodd
organizmusokra hat egyszeres (batch) tenyészetekben, szokasosan 72 oran keresztiil. A
viszonylag rovid vizsgalati id6tartam ellenére tobb generaciora kiterjedd hatasok vizsgalhatok.

A rendszerben fellépé hatas az, hogy csokken a szaporodas a vizsgalt anyag kiilonb6zo

koncentracidinak kitett algatenyészetekben (kisérleti egységek). A hatas értékelése a
koncentraci¢ fiiggvényében torténik, dsszehasonlitva a szaporodast a parhuzamos, nem kezelt
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kontrolltenyészetekben észlelt szaporodassal. A rendszerben a toxikus hatasok teljes
kifejlédéséhez (optimalis érzékenység) a tenyészetek szamara korlatlan exponencialis
szaporodast kell biztositani — megfeleld tapkorilmények és folyamatos vildgitas mellett —
elegendden hosszt ideig ahhoz, hogy mérni lehessen a fajlagos szaporodasi sebesség
csokkenését.

A szaporodas €s szaporodasgatlas mennyiségi meghatarozadsahoz mérni kell az alga éléanyag-
tomegét az id6 fliggvényében. Az ¢ldanyag mennyisége definicid szerint szaraz tomeg/térfogat,
pl. mg alga/liter tapoldat. A szaraz tOmeg mérése azonban bonyolult, ezért helyettesitd
paraméterek hasznalatosak. Ezek koziil a sejtszdm a leggyakrabban hasznalt paraméter.
Tovabbi helyettesitd paraméterek lehetnek a sejttérfogat, a fluoreszcencia, az optikai slirliség
stb. A mért helyettesité paraméterek és az él6anyag-tomeg kozotti atszamitasi tényez6t ismerni
kell.

A kisérlet végpontja a szaporodas gatlasa, az ¢ldanyag-tomeg expoziciés ido alatti
novekedésének logaritmikusaként kifejezve (atlagos fajlagos szaporodasi sebesség). A kisérleti
oldatsorozattal mért atlagos fajlagos szaporodasi sebességekbdl meg kell hatarozni azt a
koncentraciot, amely a szaporodasi sebességet adott x%-os (pl. 50%-o0s) mértékben gatolja, és
azt E,Ci-ként (pl. E,Cs) kell kifejezni.

E modszernek az EU szabalyozasi keretén beliil torténd alkalmazasahoz az eredményeket a 2.2
pontban leirt okokbol kifolyolag az atlagos fajlagos szaporodasi sebesség alapjan kell
kiszamitani. Ebben a vizsgalati modszerben hasznalt masik hatasvaltozo a szaporulat, amely
sziikséges lehet néhany orszdgban az adott hatosagi eldirdsok teljesitéséhez. A szaporulat
definicié szerint az expozicios id6 végén €s az expozicidos id6 kezdetén meglévd éléanyag
tomegének kiilonbsége. A kisérleti oldatsorozatban mért szaporulatbdl meghatarozasra kertil az
a koncentracio, amely a szaporulatot adott x%-o0s (pl. 50%-0s) mértékben gatolja, és azt E,Cy-
ként (pl. E,Cs) kell kifejezni.

Emellett statisztikai modszerekkel meghatarozhaté az észlelheté hatast okozd legkisebb
koncentracié (LOEC) és az észlelhetd hatast még nem okozo6 koncentracié (NOEC).

INFORMACIOK A VIZSGALT ANYAGROL

A Kkisérleti koriilmények kialakitasahoz hasznosak lehetnek egyes informaciok a vizsgalt
anyagrol, mint pl. szerkezeti képlet, tisztasag, fényérzékenység, stabilitds a kisérleti
koriilmények kozott, fényabszorpcios tulajdonsdgok, pK, ¢és az atalakuldsi vizsgalatok
eredményei, beleértve a bioldgiai lebonthatdsagot vizben.

A vizben vald oldhatosagot, az oktanol/viz megoszlasi hanyadost (P,,) és a vizsgalt anyag
gbznyomasat ismerni kell, valamint rendelkezésre kell allnia egy, a kisérleti oldatban jelen 1évo
anyag mennyiségi meghatarozasara alkalmas validalt modszernek, dokumentalt visszanyerési
hatasfokkal és kimutatési hatéarral.

REFERENCIAANYAG

A vizsgalati eljaras ellendrzéseként a  kisérlet elvégezhetd referenciaanyaggal
(referenciaanyagokkal), példaul a nemzetkozi korvizsgalatban (4) hasznalt 3,5-diklér-fenollal.
A kalium-bikromat szintén hasznalhaté referenciaanyagként, zoldalgak esetében. Tanacsos
legalabb kétszer egy évben kisérletet végezni a referenciaanyaggal.
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A VIZSGALAT ERVENYESSEGE
A vizsgalat érvényességéhez a kovetkezo kritériumoknak kell teljesiilniiik:

- A kontrolltenyészetekben a ¢éléanyag mennyiségének exponencialisan kell ndvekednie,
legalabb 16-szorosara a 72-6ras kisérleti id6 alatt. Ez 0,92 nap'-es fajlagos szaporodasi
sebességnek felel meg. A leggyakrabban hasznalt fajoknal a szaporodasi sebesség
rendszerint jelent6sen nagyobb ennél (lasd 1. fiiggelék). Ez a kritérium az 1. fiiggelékben
felsoroltaknal lassabban szaporodd fajok alkalmazasa esetében nem feltétleniil teljesiil.
Ebben az esetben a kisérleti id6t meg kell hosszabbitani, hogy legalabb 16-szoros
szaporodast kapjunk a kontrolltenyészetekben ugy, hogy a szaporodas mindvégig
exponencialis marad a kisérlet ideje alatt. A kisérlet ideje lerdvidithetd (de legalabb 48
oranak kell lennie), hogy a korlatlan exponencialis szaporodds a kisérlet alatt végig
fennalljon, feltéve hogy megmarad a legalabb 16-szoros szaporodas.

- A szakaszonkénti (0.—1., 1.-2. és 2.-3. nap a 72 oras kisérletnél) fajlagos szaporodasi
sebesség atlagos variacios egyiitthatoja a kontrolltenyészeteknél (lasd 1.2 pont, ,,variacios
egyiitthat6”) nem haladhatja meg a 35%-ot. A szakaszonkénti fajlagos szaporodasi sebesség
kiszamitasara vonatkozoan lasd a 2.2.1 pont masodik bekezdését. Ez a kritérium a
parhuzamos kontrolltenéyszetekre szamitott variacios egyiitthato atlagértékére vonatkozik.

- Az atlagos fajlagos szaporodasi sebesség variacios egyiitthatdja a kisérleti id6 alatt a
parhuzamos kontrolltenyészetekben semmikor sem haladhatia meg a 7%-ot a
Pseudokirchneriella subcapitata fajjal és Desmodesmus subspicatus fajjal folytatott
vizsgalatokban. A tobbi, kevésbé gyakran vizsgalt faj esetében ez az érték nem lehet
nagyobb 10%-nal.

A MODSZER LEIRASA

Felszerelés

A tapoldatokkal érintkezésbe keriilo kisérleti eszkozoknek ¢és mas felszereléseknek teljes
egészében livegbol, vagy kémiailag semleges mas anyagbdl kell késziilnilik. Alaposan at kell
mosni Oket, biztositandd, hogy szerves vagy szervetlen szennyezések ne befolyasolhassak az
algék szaporodasat, vagy a tapoldat dsszetételét.

A kisérleti eszkozok altalaban olyan méretii iiveglombikok, amelyek a vizsgalat soran végzett
mérésekhez megfeleld térfogata tenyészetet képesek befogadni, és biztositjak a kivant mértéki
CO,-atadast a kornyezeti levegobdl (lasd az 1.8.9 pont masodik bekezdését). Figyelni kell arra,
hogy a folyadéktérfogat elegendd legyen az analitikai meghatarozasok elvégzéséhez (lasd az
1.8.11 pont 6tddik bekezdését).

Ezentul sziikséges néhany, vagy az 6sszes az alabbi eszkdzok koziil:

- TenyésztOberendezés: tenyésztoszekrény vagy -fillke ajanlott, amelyekben a véalasztott
inkubacios homérsékletet £2°C pontossaggal tarthato.

- Fénymér6 berendezés: fontos megjegyezni, hogy a fényeré mérési modszere, és foleg az
érzékeld (kollektor) tipusa hatdssal lesz a mért értékre. A mérésekhez gomb alaku (4 )
érzékeld (amely a mérési sik alatti és feletti barmely sz6gbdl érkez6 kdzvetlen és visszavert
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fényre reagal), vagy félgomb alaki (2 ) érzékeld (amely a mérési sik feletti barmely
sz0gbdl érkezd fényre reagal) hasznalata preferalt.

- Az alga éléanyag-tomegének meghatarozasara alkalmas berendezés: az ilyen élGanyag
mérésére a leggyakrabban hasznalt helyettesité modszer, a sejtszamlalas elvégezhetd
elektronikus részecskeszamlalo, Biirker-kamraval ellatott mikroszkop, vagy aramlasos
citométer segitségével. Mas helyettesité paraméterek mérhetk aramlasos citométerrel,
fluoriméterrel, spektrofotométerrel vagy koloriméterrel. Célszerii kiszamitani a sejtszam és
a szaraz tomeg kozotti atszamitasi tényezot. Spektrofotométer hasznalata esetén sziikséges
lehet legaldbb 4 cm fényuttal rendelkezd kiivettdk hasznalatara, hogy a modszer kis
¢léanyag-koncentracioknal is hasznalhaté méréseket szolgaltasson.

Vizsgalt organizmusok

A nem kitapadd mikroalgak és cianobaktériumok tobb faja hasznalhato. Az 1. fiiggelékben
felsorolt torzsekrél mar bizonyitottak, hogy megfelelden hasznalhatok ennek a vizsgalati
modszernek az eljarasai soran.

Mas faj hasznalata esetén a torzset és/vagy az eredetet dokumentélni kell. Igazolni kell, hogy a
vizsgalathoz kivalasztott alga exponencidlis szaporodasa a kisérlet ideje alatt mindvégig
fennmarad az adott koriilmények kozott.

Tapoldat

Két valaszthaté tapoldat, az OECD-tapoldat és az AAP-tipoldat ajanlott. Ezeknek a
tapoldatoknak az Osszetétele a 2. fliggelékben lathatd. Figyelembe kell venni, hogy a két
tapoldat kiindulasi pH-értéke és pufferkapacitasa (a pH-novekedés szabalyozasa) eltérd. Ennek
megfeleléen az alkalmazott tapoldattdl fliggéen a vizsgalati eredmények kiilonbozoek
lehetnek, kivaltképp disszociald anyagok vizsgalata soran.

Bizonyos célokhoz (pl. fémek és kelatképzo szerek vizsgalatakor, vagy ha a kisérlet kiilonb6z6
pH-értékeken torténik) a tapoldat modositasara lehet sziikség. A modositott tapoldat
hasznalatat részletesen ismertetni és indokolni kell (3)(4).

Kiindulasi él6anyag-koncentracié

A kiindulasi éléanyagnak minden vizsgalt tenyészetben ugyanannyinak és megfeleléen
kevésnek kell lennie, hogy exponencialis novekedhessen végig az expozicids ido alatt, a
tapanyagok elfogyasanak veszélye nélkiil. A kiindulasi él6anyag mennyisége nem lépheti tul a
0,5 mg szaraz tomeg/l értéket. Az aldbbi kiindulasi sejtkoncentraciok ajanlottak:

Pseudokirchneriella subcapitata: 5-10°- 10" sejt/ml
Desmodesmus subspicatus 2-5x 10° sejt/ml
Navicula pelliculosa 10* sejt/ml
Anabaena flos-aquae 10* sejt/ml
Synechococcus leopoliensis 5-10°= 10" sejt/ml
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A vizsgalt anyag -koncentracioi

Az a koncentraciotartomany, amelyben a  hatasok  valdoszinlleg  fellépnek,
koncentracidtartomany-meghatarozasi vizsgalatok eredményei alapjan allapithaté meg. A
végleges meghatarozo vizsgalathoz legalabb 6t, 3,2-nél nem nagyobb kvodciensli mértani
sorozat szerinti koncentraciot kell kivalasztani. Olyan anyagok esetében, ahol a koncentracio-
hatas gorbe lapos, nagyobb kvociens hasznalata lehet indokolt. A koncentracidsorozatnak
lehetdleg az algaszaporodasi sebesség 5-75%-os gatlasat okozo tartomanyt kell lefednie.

Parhuzamos tenyészetek és kontrolltenyészetek

A vizsgalatot ugy kell megtervezni, hogy minden vizsgalt koncentraciéra harom parhuzamos
tenyészetet tartalmazzon. Ha az NOEC meghatarozasa nem kovetelmény, a vizsgalat ettdl
eltérd lehet ugy, hogy a koncentraciok szama nagyobb lesz, az egy koncentraciohoz tartozo
parhuzamos tenyészetek szama pedig kisebb. A parhuzamos kontrolltenyészetek szamanak
legalabb haromnak kell lennie, és idealisan kétszer annyinak, mint az egyes vizsgalt
koncentraciokhoz tartozo parhuzamos tenyészetek szama.

Kiilon oldatsorozatot lehet késziteni a vizsgalt anyag koncentracidinak analitikai
meghatarozasahoz (lasd az 1.8.11 pont negyedik és hatodik bekezdését).

Ha a vizsgalt anyag oldhatova tételéhez oldoszert kell hasznalni, akkor a vizsgalatnak tovabbi
kontrolltenyészeteket is tartalmaznia kell, amelyekben az oldoszernek ugyanabban a
koncentracioban kell jelen lennie, mint a vizsgalt tenyészetekben.

Az oltétenyészet elkészitése

A tapoldattal 2—4 nappal a kisérlet kezdete eldtt oltotenyészetet kell késziteni, hogy a vizsgalt
algdk hozzaszokjanak a kisérleti kortilményekhez, és hogy exponencialis szaporodasi fazisban
legyenek a kisérleti oldatok beoltasakor. Az alga éléanyag-mennyiségét gy kell beallitani,
hogy a kisérlet kezdetéig az exponencialis szaporodas érvényesiiljon az oltdtenyészetben. Az
oltotenyészetet a kisérleti tenyészetekkel megegyezd koriilmények kozott kell inkubélni. Mérni
kell az éléanyag mennyiségének novekedését az oltotenyészetben, ellendrizendd, hogy a
vizsgalt torzsnek az adott tenyésztési koriilmények kozotti szaporodasa a megfeleld
tartomanyon beliil marad-e. Az algatenyésztési eljaras egy példaja a 3. fliggelékben talalhato.
Elkeriilend6 a kisérlet alatt az egyidejii sejtosztddast, sziikség lehet esetleg az oltdtenyészet egy
masodik szaporitasi 1épésére is.

A Kkisérleti oldatok elkészitése

Minden kisérleti oldatnak azonos koncentracioban kell tartalmaznia a tapoldatot és a vizsgalt
a vizsgalt anyag torzsoldatanak, a tapoldatnak és az oltotenyészetnek az Osszekeverésével kell
eldallitani. A torzsoldatokat altalaban a vizsgalt anyagnak a kisérleti oldattal valo feloldasaval
kell elkésziteni.

Oldészerek  (pl. aceton, tercier butilalkohol és dimetil-formamid) hasznalhatok

hordozbanyagként a vizben rosszul oldédé anyagoknak a kisérleti oldatba juttatasahoz (2)(3).
Az oldodszer-koncentracié nem haladhatja meg a 100 pl/l-t, és az olddszert a kisérletsorozatban
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hasznalt minden tenyészethez (beleértve a kontrolltenyészeteket is) azonos koncentracidban
hozz4 kell adni.

Inkubéacio

A Kkisérleti lombikokat légateresztd dugoval kell lezarni. A lombikokat razds utdn a
tenyésztoberendezésbe kell helyezni. A kisérlet folyaman az algaknak lebegniiik kell, és eld
kell segiteni a CO,-atadast. Ebbdl a célbol folyamatos razast vagy keverést kell alkalmazni. A
tenyészeteket 21-24°C tartomanyon beliili homérsékleten kell tartani, £2°C-os pontossaggal
szabalyozva. Az 1. fliggelékben nem szereplo fajok, pl. a trépusi fajok esetében nagyobb
hémérséklet lehet megfeleld, feltéve hogy az érvényességi kritériumok teljesiilnek. Ajanlott a
lombikok véletlenszerii elrendezése majd naponkénti athelyezése az inkubatorban.

A kisérlet soran a kontrolloldatban a pH nem ndhet 1,5 egységnél tobbel. Fémek, és a kisérlet
pH-ja koriili értéken részlegesen disszociald vegyiiletek esetében sziikséges lehet a pH-
eltolodas korlatozasa a reprodukalhatd és jol definialt eredmények érdekében. A 0,5 pH-
egységnél kisebb eltolodas biztositasa technikailag kivitelezhetd és a kornyezeti leveg6bol az
oldatba torténé CO,-bevitel megfelel6 sebességének biztositasaval, példaul a razas
intenzitasanak novelésével, elérhetd. Masik lehet6ség a CO,-igény csokkentése a kiindulasi
¢léanyag mennyiségének vagy a kisérlet idejének csokkentésével.

A feliiletnek, ahol a tenyészetek inkubalasa torténik, folytonos egyenletes fluoreszcens
megvilagitast (pl. ,hideg-fehér” vagy ,nappali” fény) kell kapnia. Az alga- és
cianobaktériumtorzsek fényigénye eltéré. A fényer6t gy kell megvalasztani, hogy az
megfeleljen a vizsgalt organizmusnak. A javasolt z6ldalga-fajokra a kisérleti oldatok szintjén a
fényer6t a 60—120 pE-m™>s” tartomanybol kell kivalasztani, a megfeleld érzékelovel a
fotoszintetikusan hatékony, 400-700 nm-es hulldmhossz-tartomédnyban mérve. Néhany faj,
foként az Anabaena flos-aquae jol novekszik kisebb fényeré mellett, és a nagyobb fényerd
kérosithatja. Ezekre a fajokra a 40-60 pE-m™>s’' tartomanyba es6é atlagos fényerét kell
valasztani. (A luxban kalibralt fénymérd berendezéseknél a hideg fehér fényre megadott 4440
— 8880 luxos tartomany felel meg az ajanlott 60—120 pE-m™s™'-es fényerdnek). A fényer6 az
inkubacios teriileten £15%-nal jobban nem térhet el az atlagtol.

A Kisérlet idotartama

A kisérlet hossza szokasos esetben 72 6ra. Hasznalhaté azonban rovidebb vagy hosszabb
kisérleti id6tartam is, feltéve, hogy az 1.7 pontban eldirt dsszes érvényességi kritérium teljestil.

Mérések és analitikai meghatarozasok

Az alga éléanyag-mennyiségét a kisérlet ideje alatt minden lombikban legalabb naponta meg
kell hatarozni. Ha a mérések a kisérleti oldatbdl pipettaval vett kis térfogati mintakkal
torténnek, ezeket a mintdkat nem kell visszajuttatni a lombikba.

Az ¢éldanyag mennyiségének mérése mikroszkopos manudlis sejtszamlalassal vagy
elektronikus részecskeszamlalassal (sejtszamlalas és/vagy élGanyag térfogata) torténik.
Alternativ eljarasok, pl. aramlasos citometria, in vitro vagy in vivo klorofillfluoreszcencia
(6)(7), vagy optikai slriiség mérése is hasznalhato, feltéve, ha igazolni lehet az él6anyag-
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1.8.12

tomeggel fennalld kielégité korrelaciot az ¢léanyag-tomegnek a kisérletben el6fordulo
tartomanyaban.

Az oldatok pH-jat a kisérlet kezdetén és végén meg kell mérni.

Amennyiben az alkalmazott koncentracidtartomanyban a vizsgalt anyag meghatarozasahoz
rendelkezésre all analitikai modszer, akkor a kisérleti oldatokat elemezni kell a kiindulasi
koncentraciok ellenérzése, illetve annak ellenérzése céljabol, hogy a kisérletben hasznalando
koncentraciok mindvégig fennallnak-e a kisérlet soran.

Elegendd lehet a vizsgalt anyag egy alsd és felsé koncentracid-hatarértékének, valamint a
valoszinii, hogy a kisérlet soran a koncentracido kevesebb, mint 20%-kal tér el a névleges
értékt6l. Ha nem valdszinli, hogy a koncentraciok a névleges érték 80-120%-an beliil
maradnak, ajanlott az Osszes kisérleti koncentracio mérése a kisérlet kezdetén és végén.
Illekony, instabil és er0sen adszorbealddo anyagoknal tovabbi mintavétel ajanlott 24 éranként
végzendd elemzéshez a kisérlet folyaman mindvégig, hogy az anyagveszteség még jobban
meghatarozhat6é legyen. Ilyen anyagoknal tovabbi parhuzamos tenyészetek sziikségesek. A
parhuzamos tenyészet lombikjabol elvégezni az egyes kisérleti koncentraciokra (vagy a
parhuzamos tenyészetek egyesitésével készitett mintabol).

A kifejezetten a vizsgalat folyaman eléalld kisérleti koncentraciok méréséhez készitett
oldatokat a kisérlethez hasznaltakkal megegyez6 modon kell kezelni, azaz ezeket is be kell
oltatni algaval és a kisérleti koriilményekkel azonos koriilmények kozott inkubélni kell. Ha az
elvalasztast lehetOleg az algdk kiiilepedéséhez elegendd, de kis fordulatszamil centrifugalassal
kell végezni.

Ha egyértelmi, hogy a vizsgalt anyag koncentracidja kielégitd modon a névleges koncentracid
vagy a mért kezdeti koncentracid = 20%-an beliil marad a kisérlet soran, akkor az eredmények
értékelése alapulhat a névleges értéken vagy a mért kezdeti koncentracio értékén. Ha a
névleges vagy a mért kezdeti koncentraciotdl valo eltérés nagyobb mint +20%, akkor az
eredmények értékelésének alapja a kisérlet alatti koncentraciok mértani atlaga, vagy a vizsgalt

crcr

Az algaszaporodas gatlasanak vizsgalata dinamikusabb vizsgalati rendszer, mint a legtobb
hasonlo, a vizi toxicitdst méré rovid idGtartamu vizsgalat. Ennek kdvetkeztében a tényleges
kisérleti koncentraciokat esetleg nehezen lehet meghatarozni, foleg kis koncentraciok esetén,
és ha a vizsgalt anyag abszorbealodik. Ilyen esetekben az, ha a vizsgalt anyag a novekvo
¢éléanyagban valo adszorpcidja miatti eltiinik az oldatbol, nem jelenti azt, hogy eltavozott a
vizsgalt rendszerbdl. A kisérlet eredményeinek elemzése soran ellendrizni kell, hogy a vizsgalt

crcr

crer

fenn, akkor az eredmények elemzését megfeleld lehet a kiindulasi (névleges vagy mért)
koncentracidkra alapozni.

Tovabbi vizsgalatok
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1.8.13

1.8.14

2.1

Az oltétenyészet normalis és egészséges fenotipusanak ellendrzésére, illetve és a kisérlet végén
az algdk esetleges abnormalis fenotipusanak (ami lehet a vizsgalt anyag hatésa)
megallapitasara mikroszkopos vizsgalatokat célszerti végezni.

Hatarérték-vizsgalat

Bizonyos koriilmények kozott, példaul amikor egy elézetes vizsgalat azt jelzi, hogy a vizsgalt
anyagnak nincs toxikus hatasa 100 mg-I" koncentricidig, vagy a kisérleti oldatban val6
oldhatésaga hataraig (amelyik a kettd koziil kisebb), hatarérték-vizsgalat végezhetd, amely egy
kontrollcsoport és egy kezelt csoport (100 mg-1'-es vagy az oldhatosagi hatarral megegyezé
koncentracidval) szaporodasi viselkedésének 6sszehasonlitasat jelenti. Hatarozottan ajanlott ezt
a kisérletben hasznalt koncentracio mérésével alatdmasztani. A hatarérték-vizsgalatra érvényes
az Osszes kordbban leirt kisérleti koriilmény és érvényességi kritérium, kivéve, hogy a kezelt
parhuzamos tenyészetek szamanak legalabb hatnak kell lennie. A kontroll- és a kezelt csoport
hatasvaltozoit az atlagok Osszevetésére hasznalhato statisztikai analizissel (pl. Student-féle t-
proba) lehet elemezni. Ha a két csoport szérasnégyzetei nem egyenldek, akkor egyenlGtlen
szorasnégyzetekre korrigalt t-probat kell végezni.

Elvaltozas erdsen szinezett anyagok esetén

A besugarzast (fényerd) az e vizsgalati modszerben meghatarozott legfelsdbb tartomanyban,
vagyis 120uE m” s™' vagy e folott kell elvégezni.

A fényutat a kisérleti oldatok mennyiségének a csokkentésével (5-25 ml tartomanyban) le kell
roviditeni.

Megfelelo keverési eljarassal (példaul mérsékelt razassal) ) kell biztositani, hogy a vizsgalt
algatenyészet felszine gyakran legyen kitéve erés sugarzasnak.

ADATOK

A SZAPORODASI GORBEK SZERKESZTESE

A Kkisérleti lombikokban 1év6 éléanyag mennyiségét ki lehet fejezni a mérésre hasznalt
helyettesité paraméter (pl. sejtszam, fluoreszcencia) mértékegységében is.

Tablazatba kell foglalni a vizsgalt tenyészetekben és a kontrolltenyészetekben a becsiilt
¢éloanyag-koncentraciokat, a vizsgalt anyag koncentracidival és a legalabb egész orakra
kerekitett mérési idépontokkal egyiitt, és ezek alapjan kell megszerkeszteni a szaporodasi
gorbéket. Ebben az els6 szakaszban hasznalhaté akar logaritmikus, akar linedris skala, a
logaritmikus skala azonban kotelezo, és altalaban jobban megjeleniti a kisérleti iddszak alatt a
szaporodasi viselkedésben bekovetkez eltéréseket. Megjegyzendd, hogy logaritmikus
abrazolas esetén az exponencialis szaporodas egyenes vonalat ad, és hogy a vonal meredeksége
adja meg a fajlagos szaporodasi sebességet.

A gorbék segitségével meg kell vizsgalni, hogy a kontrolltenyészetek a vizsgalat soran
mindvégig exponencialisan szaporodtak-e, a vart sebességgel. Kritikusan meg kell vizsgalni
minden adatpontot és a gorbék lefutdsat, valamint ellendrizni kell az adatsorokat és eljarasokat
a lehetséges hibak tekintetében. Foéleg azokat az adatok igényelnek ellendrzést, melyeknél az
eltérés valoszinilileg szisztematikus hibabol ered. Ha nyilvanvald, hogy eljarési hiba tortént,
illetve ennek nagy a valdszinlisége, akkor az adott adatpontot érvénytelenként meg kell jelolni,

54



2.2

2.2.1

és ki kell zarni a tovabbi statisztikai elemzésb6l. (Ha a két vagy harom parhuzamos
tenyészetbdl az egyik lombik algakoncentracidja nulla, az azt jelezheti, hogy a lombik nem
megfelelden lett beoltva, vagy megtisztitva). Az érvénytelenként elvetett adatpontoknal az
elvetést egyértelmiien indokolni kell a mérési jegyzokonyvben. Csak eljarasi hiba (ritka) lehet
elfogadhatd indok, egyszerli pontatlansag nem. Az érvénytelen adatpontok azonositisara
szolgalo statisztikai modszerek csak korlatozottan hasznalhatoak az ilyen tipusu problémakra,
¢és nem helyettesitik a szakért6i megitélést. Az érvénytelen adatpontokat (ilyenként megjeldlve)
célszer(i megtartani az adatpontok kozott, feltlintetve azokat a késGbbi grafikus vagy tablazatos
megjelenitések soran.

HATASVALTOZOK

A vizsgalat célja a vizsgalt anyag altal az alga szaporodéasara gyakorolt hatds meghatarozasa.
Ez a vizsgalati modszer két hatasvaltozot ir le, mivel a tagorszagoknak kiilonb6zo
preferenciaik és szabalyozasi igényeik vannak. Ahhoz, hogy a vizsgalati eredmények minden
tagorszagban elfogadhatoak legyenek, a hatasokat ki kell értékelni az alabb leirt mindkét
hatasvaltozoval [(a) és (b)].

(a) Atlagos fajlagos szaporodasi sebesség: ez a hatisvaltozo az él6anyag tomegének a kisérlet
alatt bekovetkez0 logaritmikus novekedése alapjan szamithato, egy napra vetitve.

(b) Szaporulat: ez a hatasvaltoz6 a kisérlet végén mérhetd ¢l6anyag-tomeg minusz a kiindulasi
¢éléanyag-tomeg.

E modszernek az EU szabalyozasi keretén belill térténd alkalmazasahoz az eredményeket az
alabb leirt okokbol kifolydlag az atlagos fajlagos szaporodési sebesség alapjan kell
kiszamitani. Meg kell jegyezni, hogy e két hatasvaltozoval szamitott toxicitasértékek nem
hasonlithatéak 0Ossze, és a vizsgalati eredmények felhasznalasa soran a ketté kozotti
kiilonbségnek tudatdban kell lenni. Az atlagos fajlagos szaporodasi sebességen alapuld EC,
értekek (E,Cy) a két megkozelités matematikai alapjanak kovetkeztében altalaban nagyobbak a
szaporulaton alapulé eredményeknél (E,C,), ha e vizsgalati modszer kisérleti feltételei
teljesiilnek. Ez nem a két hatasvaltozd érzékenysége kozotti eltérésként értelmezendo,
egyszeriien az értékek matematikailag eltéréek. Az 4tlagos fajlagos szaporodasi sebesség
koncepcioja az algak korlatozas nélkiili tenyészetekben torténé altalanos exponencialis
szaporodasi sémajan alapszik, ahol a toxicitas mértéke a szaporodasi sebességre gyakorolt
hatasok alapjan becsiilhetd, fiiggetleniil a kontrolltenyészet fajlagos szaporodési sebességének
abszolut értékétdl, a koncentracio-hatas gorbe meredekségétol, vagy a kisérlet idétartamatol.
Ezzel szemben a ,,szaporulat” hatasvaltozon alapuld eredmények filiggenek az emlitett tobbi
valtozotol. Az E,C, fiigg az egyes vizsgalatokban hasznalt algafajok fajlagos szaporodasi
sebességétol és a legnagyobb fajlagos szaporodasi sebességétol, ami a fajok, s6t még
kiilonb6z6 algatorzsek kozott is eltérd lehet. Ez a hatasvaltozo nem hasznalhaté az algafajok,
de még a kilonbozo torzsek mérgez0 anyagokkal szembeni érzékenységének
Osszehasonlitasara sem. Noha tudomanyos szempontbdl a toxicitds becsléséhez az atlagos
fajlagos szaporodasi sebesség hasznalata preferalt, e vizsgalati modszer a szaporulaton alapulo
toxicitasbecsléseket is tartalmazza, hogy kielégitse a néhany orszagban érvényben 1évo
hatosagi eldirasokat.

Atlagos szaporodasi sebesség
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Az adott idb6szakra vonatkozo atlagos fajlagos szaporodasi sebesség az egyes
kontrolltenyészetekre és kezelt tenyészetekre az éléanyag mennyiségének logaritmikus
novekedéseként szamithato ki a kovetkezo egyenletbol:

In x-In x; )
Hij =——"—" (nap”)

it

- Wi : azatlagos fajlagos szaporodasi sebesség i-t6l j idépontig;
- X; : azéldanyag mennyisége i iddpontban;

- X; : azéléanyag mennyisége j idépontban.

Minden kezelt és kontrollcsoportra ki kell szamitani egy atlagot a szaporodasi sebességre,
valamint meg kell becsiilni a szorasnégyzetet.

Az atlagos fajlagos szaporoddsi sebességet ki kell szdmolni a teljes kisérleti id6szakra
(altalaban 0.-3. nap), kezdeti értékként a névlegesen beoltott éldanyagot, nem pedig a mért
kezdeti értéket hasznalva, mert ilyen modon altaldban nagyobb pontossag érhetd el. Ha az
¢loanyag mérésére hasznalt mérdeszkoz lehetdvé teszi az oltd éldanyag kis mennyiségének
megfelelden pontos meghatarozasat (pl. aramldsos citométer), akkor hasznalhatd a mért
kezdeti él6anyag-koncentracid. A szakaszonkénti szaporodasi sebességet is meg kell allapitani
a vizsgalat minden egyes napjara vonatkozoan (0.—1., 1.-2. és 2.-3. nap), ugyanigy szamitva,
mint a fajlagos szaporodasi sebességet, és meg kell vizsgalni, hogy a kontrolltenyészet
szaporodasi sebessége allandé marad-e (lasd érvényességi kritériumok, 1.7 pont). Az els
napon kapott, a teljes atlagos fajlagos szaporodasi sebességnél szignifikdnsan kisebb fajlagos
szaporodasi sebesség késési (lag) fazist jelez. Mig a késési (lag) fazis az elOtenyészet
megfeleld  adagolasdval  minimalizalhatdé  és  gyakorlatilag  kikiiszobolheté — a
kontrolltenyészetekben, addig a vizsgalt anyagnak kitett tenyészetekben a késési (lag) fazis a
kezdeti toxicitas-stressz utani helyreallast, vagy pedig a vizsgalt anyagnak az expozicio elején
torténd elveszése (beleértve az ¢éldanyagba torténd szorpciot) miatti kisebb gatld hatast
jelezhet. Ebbdl kovetkezden a szakaszonkénti szaporodasi sebesség hasznalhatdo a vizsgalt
anyagnak a kisérlet soran mutatott hatdsainak az értékeléséhez. A szakaszonkénti szaporodasi
sebesség ¢és az atlagos szaporodasi sebesség kozotti lényeges killonbségek az allando
exponencialis szaporodastol vald eltérést jelzik, és azt, hogy a szaporodasi gorbék alapos
vizsgalata indokolt.

A szaporodasi sebesség szazalékos gatlasa az egyes kezelt parhuzamos tenyészetekre
vonatkozdan az alabbi egyenletbdl szamithato ki:

%I, = He =Hr 100
He

ahol:
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%I, : atlagos szaporodasi sebesség szazalékos gatlasa;
uc : atlagos szaporodasi sebesség atlaga () a kontrollcsoportban;

ur : atlagos szaporodasi sebesség atlaga a kezelt parhuzamos tenyészetben.

Ha a kisérleti oldatok oldoszer felhasznalasaval késziilnek, oldoszer nélkiili
kontrolltenyészetek helyett oldoszeres kontrolltenyészeteket kell hasznélni a szdzalékos gatlas
szamitasakor.

Szaporulat

A szaporulatot az egyes kontrolltenyészetekre és kezelt tenyészetekre gy kell kiszadmitani,
hogy a kisérlet végén mért éléanyag-tomegbdl kivonjuk a kiinduldsi éldéanyag-tomeget.
Minden kisérleti koncentraciora és kontrolltenyészetre vonatkozdan ki kell szamitani a
szaporulatra egy atlagot, valamint meg kell becsiilni a szorasnégyzetet. Az egyes kezelt
parhuzamos tenyészetekre a szaporulatra vonatkozo szazalékos gatlas (% 1y) az alabbiak
szerint szamithato ki:

(Ye—Tr)

c

% L= %100

ahol:
% 1y : szazalékos szaporulatgatlas;

Y. : aszaporulat atlaga a kontrollcsoportban;

Y, : aszaporulat értéke a kezelt parhuzamos tenyészetekben.

A KONCENTRACIO-HATAS GORBE SZERKESZTESE

fliggvényében, és alaposan meg kell vizsgalni a gorbét, figyelmen kiviil hagyva azokat az
adatpontokat, amelyek az els6 szakaszban érvénytelenként lettek megjelolve. Egy egyenest kell
illeszteni az adatpontokra kézzel vagy szdmitdgépes interpolacidval, ami egy elsé benyomast
ad a koncentracio-hatas Osszefiiggésr6l, majd ezutan kifinomultabb moddszert, lehetdleg
szamitogépes statisztikai moddszert kell hasznalni. Az adatok tervezett felhasznalasanak,
mindségének (pontossaganak) és mennyiségének, valamint a rendelkezésre allo adatelemzo
eszkozok fiiggvényében lehet ugy donteni (és néha jol meg lehet indokolni), hogy ezen a
szinten befejezddik az adatelemzés és a meghatarozo értékek, azaz az ECsy és az ECyq (és/vagy
EC,) egyszerlien leolvashatok a kézzel illesztett gorbérdl (lasd még alabb a stimulacios
hatasokroél sz616 pontot). A kovetkezok indokolhatjak a statisztikai modszer mell6zését:

- Az adatok nem megfeleléek ahhoz, hogy szamitogépes moddszerrel tovabbi, még
megbizhatobb eredmény sziilessen, mint a szakért6i megitéléssel — ilyen esetekben néhany
szamitdgépes program nem is képes megbizhatdo megoldast adni (az iteracié nem konvergal
stb.).

- Stimulacids szaporodasi viselkedés nem kezelheté pontosan a rendelkezésre allo
szamitdgeépes programokkal (lasd alabb).
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STATISZTIKAI ELTJARASOK

A cél kvantitativ koncentracio-hatas 0sszefliggés eldallitasa regresszidanalizissel. Hasznalhato
sulyozott linearis regresszio, a hatasadatok példaul probit, logit vagy Weibull egységekbe
torténd linearis transzformacidja utan (9), de célszerli elénybe részesiteni a nem linedris
regresszios technikakat, amelyek jobban kezelik az elkeriilhetetlen adatszabalytalansagokat és
az egyenletes eloszlastol vald eltéréseket. Akar a nulla gatlés, akér a teljes gatlas kozelében a
transzformacidé megsokszorozhat bizonyos szabalytalansagokat, ami hib4s elemzést
eredményezhet (9). Meg kell jegyezni, hogy a transzformacioval kapott probit, logit vagy
Weibull egységeket hasznaldé szabvanyos elemzési modszerek kvantalt adatok (pl. halalozas
vagy tulélés) hasznalatara vannak tervezve, €s a szaporodasi adatokkal vagy az ¢ldanyagra
vonatkozd adatokkal vald alkalmazasukhoz modositani kell dket. Az EC, értékek folytonos
adatokbol torténé meghatarozasara szolgalo specidlis eljarasokat lasd az irodalomban, (10),
(11) és (12). A nem linearis regresszio haszndlatarol a 4. fiiggelékben talalhato részletesebb
informacio.

Az EC, értékek pontbecsléseinek kiszamitasahoz a koncentracio-hatas Osszefliggést kell
hasznalni minden elemzendd hatasvaltozora. Lehet6ség szerint minden ilyen becsléshez meg
kell hatarozni a 95%-0s megbizhatosaghoz tartozé hatarokat. A hatdsvaltozok regresszids
modellhez valo illeszkedésének josagat grafikusan vagy statisztikai moddszerrel kell
megallapitani. A regresszidanalizist az egyedi parhuzamos tenyészetekkel kapott adatokkal kell
elvégezni, nem pedig a kezelt csoportok atlagaival. Ha azonban a nem linearis gorbeillesztés
bonyolult vagy nem sikeriil az adatok tal nagy szorasa miatt, a problémat meg lehet keriilni a
csoportatlagok regresszidanalizésével, ami egy gyakorlati mod a feltehetd érvénytelen
adatpontok hatasanak csokkentésére. Ennek a lehetdségnek a haszndlatat a szokasos eljarastol
valo eltérésként fel kell tiintetni a mérési jegyzokodnyvben, hivatkozva arra, hogy a
gorbeillesztések az egyedi parhuzamos tenyészeteknél kapott adatokkal nem adtak jo
eredményt.

Az EC;s becsiilt értékeit és a megbizhatdsagi hatarokat visszatevéses mintavétellel (,,bootstrap”
modszer) egyiitt alkalmazott linearis interpolacioval (13) is megkaphatjuk, ha a rendelkezésre
allo regresszids modellek/modszerek nem hasznalhatok a kapott adatokkal.

Az LOEC ¢s ennélfogva az NOEC becsléséhez is, illetve a vizsgalt anyag altal a szaporodasi
sebességre gyakorolt hatdsnak a becsléséhez szorasnégyzet-elemzési (ANOVA) eljarasok
segitségével 0ssze kell hasonlitani a kezelt csoport atlagait. Ezutan az egyes koncentraciok
atlagat Ossze kell hasonlitani a kontrolltenyészetek atlagdval megfeleld tobbszords adat-
Osszehasonlitd vagy trendelemzé modszer segitségével. A Dunnett- vagy a Williams-féle
modszer hasznalhato lehet erre a célra (14)(15)(16)(17)(18). Meg kell allapitani, hogy fennall-e
a szorasnégyzetnek az ANOVA moddszerben feltételezett homogenitasa. Ez torténhet
grafikusan vagy formalis probaval (18). A Levene- és Bartlett-féle probak megfeleldek ehhez.
Ha a szoérasnégyzet homogenitasanak kovetelménye nem teljesiil, az néha az adatok
transzformacioval nem korrigalhatd, akkor fontoldra kell venni az olyan modszerekkel végzett
elemzést, mint példaul a redukald Jonkheere trendprobéak (step-down Jonkheere trend tests). Az
NOEC meghatarozasahoz tovabbi utmutatas is talalhat6 az irodalomban (12).

Az 0jabb keleti tudomanyos eredmények az NOEC-koncepcié elhagyasanak ajanlasahoz és az

EC, regresszion alapuld pontbecsléssel torténd meghatarozasaval valod helyettesitéséhez
vezettek. Ehhez az algavizsgalathoz még nem allapitottak meg megfeleld x értéket. A 10-20%-
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os tartomany azonban megfelelonek tlinik (a valasztott hatasvaltozotol fiiggden), és célszerii
mind az ECyy-et, mind az EC,-at megadni a mérési jegyz6konyvben.

SZAPORODASSTIMULACIO

Kis koncentraciok mellett néha szaporodasstimulécio (negativ gatlas) figyelhetd meg. Ezt vagy
a hormesis (kétfazist reagalas) jelensége (,toxikus anyag altal kivaltott stimulacio), vagy a
vizsgalt anyaggal egyiitt az alkalmazott asvanyi sokat tartalmazo tapoldatba keriilt
szaporodasserkentd tényezOk okozhatjdk. Megjegyzendd, hogy a szervetlen tapanyagok
hozzdadasanak nem lehet semmilyen kozvetlen hatasa, mert a kisérleti oldatnak a kisérlet
folyaman végig feleslegben kell tartalmaznia a tapanyagot. Kis doézisu stimulaciéo gyakran
figyelmen kiviil hagyhat6 az ECs, kiszdmitasa soran, hacsak mértéke nem rendkiviil nagy. Ha
azonban rendkiviil nagy mértékii, vagy pedig kis x értékre kell ECi-et szamitani, akkor
specialis eljarasokra lehet sziikség. Lehet6ség szerint keriilni kell a stimulacios hatasok torlését
az adatelemzésbol, és ha a rendelkezésre allo gorbeilleszto szoftver nem képes kezelni a kisebb
mértékli stimuldcidkat, akkor visszatevéses mintavétellel (,,bootstrap” modszer) egyiitt
alkalmazott linearis interpolacié hasznalhatd. Ha a stimulacio rendkiviil nagy, akkor mérlegelni
lehet hormesismodell alkalmazasat (19).

NEM A TOXIKUS ANYAG ALTAL KIVALTOTT SZAPORODASGATLAS

A fényt abszorbeald anyagok a szaporodasi sebesség csokkenését okozhatjak, hiszen az
arnyékolas csokkenti a kapott fény mennyiségét. Az ilyen jellegli fizikai hatasokat a kisérleti
korilmények modositasaval el kell valasztani a toxikus hatasoktol, és az elébbit kiilon kell
dokumentalni. Utmutatas az irodalomban talalhaté, (2) és (3).

DOKUMENTACIO

MERESI JEGYZOKONYV
A mérési jegyzOkonyvnek az alabbiakat kell tartalmaznia:

Vizsgalt anyag:

- fizikai jelleg és a vonatkozé fizikai és kémiai tulajdonsagok, beleértve a vizoldhatdsagi
hatarértéket is,

- kémiai azonositas, beleértve a tisztasagot is.

Vizsgalt fajok:

- atdrzs, a szallitd vagy az eredet, €s az alkalmazott tenyésztési koriilmények.

Kisérleti koriilmények:
- akisérlet kezdetének idGpontja és a kisérlet id6tartama,

- a kisérlet kivitelezésének leirasa: kisérleti eszkozok, a tenyészetek mennyisége, az
¢éloanyag stirlisége a vizsgalat kezdetén,

- atapoldat osszetétele,
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kisérleti koncentraciok és parhuzamos tenyészetek (pl. parhuzamos tenyészetek szama,
kisérleti koncentraciok szama és az alkalmazott mértani sor),

a kisérleti oldatok készitésének leirasa, beleértve az oldoszerek hasznalatat stb.,
tenyésztokésziilék,

fényero és -mindség (fényforras, homogenitas),

homérséklet,

kisérleti koncentraciok: a névleges kisérleti koncentraciok és a lombikokban 1év6 vizsgalt

crer

matrixra vonatkozdan a mérési jegyzékonyvben fel kell tiintetni a modszer visszanyerési
hatékonysagat és a mennyiségi meghatarozas hatarértékét,

minden eltérés ettdl a vizsgalati modszertdl,

az ¢éléanyag tomegének meghatarozasi modszere, valamint a mért paraméter €s a szaraz
tomeg kozotti korrelacio bizonyitéka.

Eredmények:

pH-értékek minden kezelés kezdetén és végén,

az ¢éléanyag tdmege minden lombikban és minden mérési pontban, valamint az él6anyag
mérésének modszere,

szaporodasi gorbék (az él6anyag mennyiségének abrazolasa az id6 fliggvényében),

szamitott hatasvaltozok minden kezelt parhuzamos tenyészetre, atlagokkal és variacids
egyiitthatokkal a parhuzamos tenyészetekre,

a koncentracio-hatés osszefliggés grafikus abrazolésa,

toxicitasbecslés a hatasvaltozokra, pl. ECsy, ECig, ECy és a kapcsolodd megbizhatdsagi
intervallumok. Az LOEC és az NOEC, ha ezek kiszamitisa megtortént, és a
meghatarozasukhoz hasznalt statisztikai modszer,

az ANOVA modszer hasznalata esetén a kimutathatd hatas mértéke (pl. a legkisebb
szignifikans kiilonbség),

barmilyen észlelt szaporodasstimulacio a kezelt rendszerekben,
barmilyen mas észlelt hatas, példaul az algak morfoldgiai valtozasa,

az eredmények targyalasa, beleértve az ett6l a vizsgalati modszert6l vald eltérés
eredményeképpen a vizsgalat kimenetelére gyakorolt hatdsokat.
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1. FUGGELEK

A VIZSGALATHOZ BIZONYITOTTAN ALKALMAS TORZSEK

Zoldalgak

- Pseudokirchneriella subcapitata, (régebbi elnevezéssel Selenastrum capricornutum), ATCC 22662,
CCAP 278/4, 61.81 SAG

- Desmodesmus subspicatus (régebbi elnevezéssel Scenedesmus subspicatus) 86.81 SAG

Kovamoszatok

- Navicula pelliculosa, UTEX 664

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

A torzsek eredete

Az ajanlott torzsek egyfaju algatenyészetként beszerezhetéek az alabbi tdrzsgylijteményekbdl
(abécésorrendben):

ATCC: American Type Culture Collection
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

USA

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

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria LA22 OLP

UK

Sammlung von Algenkulturen
Albrecht-von-Haller-Institut
Universitéit Gottingen
Nikolausberger Weg 18
D-37073 Géttingen
GERMANY

UTEX Culture Collection of Algae

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

the University of Texas at Austin
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Austin, Texas 78712

USA

A javasolt fajok fenotipusa és jellemzdi

P, D- N. A flos- io oliensi
subcapitata | subspicatus | pelliculosa | aquae P P
Hajlott, Ovalis, Ovalis
Fenotipus csavar't fokent' Palcak s’e]‘Fekbol Palcak
egyedi egyedi allo
sejtek sejtek fonalak
Méret
(hossz x szélesség | 8—14x2-3 7-15x3-12 | 7,1x3,7 4,5x3 6x1
) pm
Sejttérfogat 40-60' 60-80' | 40-50'  [3040' |25
(um/sejt)
Sejt szaraz 0mege 5 3108 | 34510 | 34x10° | 1-2x10° | 2-3x10°
mg/sejt)
Szaporoddsi | | 5 g 4 12-1,5 |14 LI-14  |20-24
sebesség” (nap™)

"Elektronikus részecskeszamlaloval mérve
2 7 " ’ ’
A méretb6l szamitva

’Leggyakrabban tapasztalt szaporodasi sebesség OECD-tapoldatban kb. 70 pE-m™s™ fényintenzitasnal és
21°C-on

Egyedi ajanlasok a vizsgalathoz ajanlott fajok tenyésztésére és kezelésére

Pseudokirchneriella subcapitata és Desmodesmus subspicatus

Ezeket a zoldalgakat altalaban konnyl fenntartani kiilonféle tapoldatokban. A megfeleld tapoldatrol a
tenyészetgylijteményektdl szerezhetd be informacio. A sejtek altalaban kiilonalloak, és a sejtstirliség
konnyen mérhetd elektronikus részecskeszamlaloval vagy mikroszkoppal.

Anabaena flos-aquae

Torzstenyészet fenntartasara szamos tapoldat hasznalhato. Kiilonosen fontos, hogy megujitaskor
elkeriiljik az egyszeres (batch) tenyészet tGlfutasat az exponencialis fazison, mert azutan mar nehéz
helyreallitani a tenyészetet.

Az Anabaena flos-aquae fonaltelepekben fejlodik. Ezek mérete a tenyésztési koriilményekkel valtozik.
Mikroszkopos vagy elektronikus részecskeszamlaloval végzett éléanyag-meghatarozashoz fontos lehet

ezeknek a telepeknek a feltorése.

Részmintak ultrahangos kezelése hasznalhatdé a lancok feltorésére, hogy csokkenjen a sejtszamlalas
valtozékonysaga. A fonalak révidebb szakaszokra toréséhez sziikségesnél hosszabb ultrahangos kezelés
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roncsolhatja a sejteket. Az ultrahangos kezelés intenzitasanak és hosszanak minden kezelésnél azonosnak
kell lennie.

A viltozékonysag kompenzalasanak eldsegitése céljabol elegendden nagy szamli mezoben kell a
szamlalast végezni a hemocitométerben (legalabb 400 sejt). Ez noveli a mikroszkopos
stiriségmeghatarozas megbizhatosagat.

Elektronikus részecskeszamlalo hasznalhatdé az Anabaena teljes sejttérfogatanak meghatarozasahoz, a
sejtfonalak Ovatos ultrahangos széttdrése utan. Az ultrahang energiajat tigy kell beallitani, hogy elkeriiljiik
a sejtek roncsolasat.

Orvénykeveré segitségével vagy hasonlo alkalmas modszerrel biztositani kell, hogy a lombikok beoltasara
alkalmazott algaszuszpenzi6é megfelelden el legyen keverve és homogén legyen.

A lombikokat kb. 150/perc fordulatszamt korpalyas, vagy lengémozgasi razdasztalra kell helyezni. Mas
megoldasként szakaszosan keverés is hasznalhatd az Anabaena 0sszetapadasi hajlamanak csokkentésére.
Ha 0Osszetapadas torténik, tlgyelni kell arra, hogy az ¢l6anyag-mérésekhez sziikséges mintak
reprezentativak legyenek. Az Osszetapadt algdk szétvalasztasdhoz erételjes keverés lehet sziikséges a
mintavétel elott.

Synechococcus leopoliensis

A torzstenyészet fenntartasara kiilonféle tapoldatok hasznalhatok. A megfelelé tapoldatrol a
tenyészetgylijteményektdl szerezhetd be informacio.

A Synechococcus leopoliensis kiilonallo palca alaka sejtek formajaban szaporodik. A sejtek nagyon
kicsik, ami megneheziti az ¢éléanyag-meghatirozashoz sziikséges mikroszkopos sejtszamlalast. Jol
hasznalhatok a kb. 1 pm méretli részecskék szamlasara alkalmas elektronikus részecskeszamlalok. In vitro
fluorometriai mérések szintén alkalmazhatdak.

Navicula pelliculosa

A torzstenyészet fenntartdsara kilonféle tapoldatok hasznalhatok. A megfelelé tapoldatrol a
tenyészetgyljteményektdl szerezhetd be informacio. Figyelni kell arra, hogy a tapoldatban lennie kell
szilikatnak.

A Navicula pelliculosa bizonyos koriilmények kozott telepeket hozhat Ilétre. A lipidtermelés
kovetkeztében az algasejtek néha hajlamosak rétegekben Osszegyiilni a felszinen. Ilyen koriilmények
kozott az éléanyag mennyiségének meghatarozasahoz leveendé mintak esetében specialis intézkedések
sziikségesek ahhoz, hogy a mintak reprezentativak legyenek. Erdteljes razas, pl. 6rvénykeverd hasznalata
lehet sziikséges.
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2. FUGGELEK

TAPOLDATOK

A kovetkez6 két tapoldat egyike hasznalhato:

OECD-tapoldat: Az OECD TG 201 jeli eredeti tapoldat, megfelel az ISO 8692-nek is.
Az USA Kornyezetvédelmi Hatosdganak (EPA) AAP-tapoldata, megfelel az ASTM-nek is.

Ezeknek a tapoldatoknak az elkészitése soran laboratoriumi reagenseket vagy analitikai tisztasagl
vegyszereket, és ionmentesitett vizet kell hasznalni.

Az AAP-tapoldat (USA EPA) és OECD TG 201 jelii tapoldat dsszetétele.

Komponens EPA OECD
mg/l mM mg/l mM
NaHCO; 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO; 25,5 0,300
NH,CI 15,0 0,280
MgCl,-6(H,0) |12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl,-2(H,0)  |4,41 0,0300 18,0 0,122
MgSO,-7(H,0) |14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCly-6(H,0) {0,160 0,000591  {0,0640 0,000237
OI)\IaﬁDTA'z(HZ 0,300 0,000806 (0,100 0,000269*
H;BO; 0,186 0,00300 0,185 0,00299
MnCl,-4(H,0) (0,415 0,00201 0,415 0,00210
ZnCl, 0,00327 0,000024  [0,00300 0,0000220

CoCl-6(H,0)  [0,00143 0,000006  |0,00150 0,00000630
Na;MoO4-2(H:0\5 15776 0,000030  |0,00700 0,0000289
0,0000000
7

)

CuCL.2(H,0) [0,000012 0,00001 0,00000006
pH 7,5 8,1

* Az EDTA/vas moélarany kissé nagyobb 1-nél. Ez megakadalyozza a vas kicsapodasat, és
ugyanakkor a kelatképzddés a nehézfém-ionokkal a leheto legkisebb lesz.

A Navicula pelliculosa kovamoszattal végzett vizsgalat soran mindkét tdpoldathoz Na,SiO;-9H,0-t kell
adni gy, hogy a koncentracio 1,4 mg Si/l legyen.
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A tapoldat pH-jat akkor kell mérni, amikor egyenstly van az oldat karbonattartalma és a kornyezeti

levegdben 1évé CO, parcialis nyomasa kozott. Kozelitd Osszefiiggés a 25°C-on mért pH és a molaris
bikarbonatkoncentracio kozott:

pHeq = 11,30 + log [HCO;]

15 mg NaHCOs/l-rel pHeq = 7,5 (EPA-tapoldat), és 50 mg NaHCO;/I-rel pHeq = 8,1 (OECD-tépoldat).
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A Kkisérleti oldatok elemi osszetétele

Kémiai elem |EPA OECD
mg/l mg/l

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

Tapanyagok Koncentracio a térzsoldatban
1. torzsoldat: makrotapanyagok

NH,CI 1,5g1"
MgCl,-6H,0 121"
CaCl,-2H,0 1,8 gl
MgS0,-7H,0 1,5g1"
KH,PO, 0,16 g1
2. torzsoldat: vas

FeCl;-6H,0 64 mg-1"
Na,EDTA-2H,0 100 mg1"'
3. térzsoldat: nyomelemek

H;BO; 185 mg-1"
MnCl,-4H,0 415 mg1"
ZnCl, 3mgl’
CoCl,-6H,0 1,5 mg 1"
CuCl,-2H,0 0,01 mg1"
Na,Mo0O,-2H,0 7 n’lg-l'1

4. torzsoldat: bikarbonat

NaHCO; 50 g I
Na,Si05-9H,0

A torzsoldatokat membransziiréssel (atlagos porusatméré 0,2 um ) vagy autoklédvban (120°C, 15 perc)
sterilizalni kell. Az oldatokat 4°C-on, s6tét helyen kell tarolni.
A 2. és 4. térzsoldatokat nem szabad autoklavban kezelni, hanem membransziiréssel kell 6ket sterilizalni.

Készitsiik el a tapoldatot az 1.—4. torzsoldatokbdl vett megfeleld térfogatok és viz dsszekeverésével:

Adjunk kb. 500 ml sterilizalt vizhez:
e 10 ml-taz 1. torzsoldatbol
e 1 ml-t az 2. térzsoldatbol
e 1 ml-t az 3. torzsoldatbol

e | ml-taz4. torzsoldatbol

Toltstk fel az oldatot 1000 ml-re sterilizalt vizzel.

Varjuk meg, hogy a tapoldat egyensulyba keriiljon a kornyezetben 1évé CO,-vel, sziikség esetén
buborékoltassunk at az oldaton steril, szlrt levegdt néhany oran keresztiil.
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AZ AAP-TAPOLDAT ELKESZITESE

Al.l Adjunk az A1.2.1-A1.2.7 pontokban felsorolt térzsoldatok mindegyikébdl 1-1 ml-t kb.
900 ml ionmentesitett vagy desztillalt vizhez, majd higitsuk fel 1 literre.

Al.2 A makrotapanyagok torzsoldatainak készitéséhez oldjuk fel az alabbiakat 500 ml ionmentesitett
vagy desztillalt vizben. Az A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3 és A1.2.4 pontokban szereplo reagensek egyesitheték
egy torzsoldatba.

Al1.2.1 NaNO;—12,750 g.

Al.2.2 MgCl,-6H,0—6,082 g.

A1.2.3 CaCly2H,0—2,205 g.

A1.2.4 Mikrotapanyagok torzsoldata—(lasd A1.3).

Al.2.5 MgSO,7H,0—1,350 g.

Al.2.6 K;HPO,—0,522 g.

A1.2.7 NaHCO;—7,500 g.

A1.2.8 Na,SiO39H,0—Lasd Al.1 megjegyzés.

Al.1. megjegyzés: Csak kovamoszatfajokhoz alkalmazando. Beadhato kozvetleniil (202,4 mg) vagy
torzsoldat formajaban ugy, hogy 20 mg/1 Si legyen a tapoldatban a végkoncentracio.

Al3 A mikrotapanyagok torzsoldatanak elkészitéséhez oldjuk fel az alabbiakat 500 ml
ionmentesitett vagy desztillalt vizben:

A1.3.1 H;BO5—92,760 mg.

A1.3.2 MnCl,-4H,0—207,690 mg.

A1.3.3 ZnCl,—1,635 mg.

A1.3.4 FeCl;6H,0—79,880 mg.

A1.3.5 CoCl,6H,0—0,714 mg.

A1.3.6 Na;MoO,2H,0—3,630 mg.

A1.3.7 CuCl,-2H,0—0,006 mg.

A1.3.8 Na,EDTA-2H,0—150,000 mg.
[Dinatrium(etilén-dinitrilo)tetraacetat].

A1.3.9 Na,SeO,5H,0—0,005 mg. Lasd Al.2 megjegyzés.

Al.2 megjegyzés. Csak kovamoszatfajok torzstenyészetének tapoldataban alkalmazando.

Al4 Allitsuk be a pH-t 7,5 +0,1 értékre 0,1 N vagy 1,0 N NaOH-dal vagy HCI-dal.

Al.S Szlirjik a tapkozeget steril edénybe, vagy 0,22 uwm-os membranszirén ha
részecskeszamlalot hasznalunk, vagy 0,45 pm-os sziiron ha nem részecskeszamlalot hasznalunk.

Al.6 Felhasznalasig taroljuk a tapoldatot sotét helyen, kb. 4°C-on.
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3. FUGGELEK
PELDA ALGATENYESZTESI ELJARASARA

Altalanos megjegyzések

A kovetkez6 eljarason alapuld tenyésztés célja algatenyészetek eldallitasa toxicitasvizsgalatokhoz.

Az algatenyészetek bakterialis fert6zédésének elkeriilése érdekében megfelel6 modszereket kell hasznalni.
Tiszta (axenikus) tenyészetek kivéanatosak lehetnek, de egyfaju algatenyészeteket kell 1étrehozni ¢€s

felhasznalni.

Minden beavatkozast steril koriilmények kozott kell végezni, elkeriilendé a baktériumokkal, vagy mas
algakkal torténd szennyezddést.

Eszkozok és anyagok

Lasd ,,Vizsgalati modszer: Felszerelés”.
Eljarasok algatenyészetek eldallitasahoz

Tapoldatok készitése:

A tapoldat minden tapsdjat tomény torzsoldatként készitjiik, és sotét hideg helyen taroljuk. Ezeket az
oldatokat szliréssel vagy autoklavban sterilizalni kell.

A tapoldat a megfelelé mennyiségli térzsoldat desztillalt vizhez valo hozzaadasaval késziil, iigyelve arra,
hogy ne torténjen befertézodés. Szilard taptalajhoz 0,8% agart kell adni.

Torzstenyészet:

A torzstenyészetek kicsi algatenyészetek, melyeket rendszeresen friss tapoldatba juttatunk, hogy
kiindulasi anyagként szolgaljanak a vizsgalathoz. Ha a tenyészeteket nem hasznaljuk rendszeresen, agarral
toltott ferde kémcesovekben szélesztjiik ket. Ezeket a tenyészeteket legalabb kéthavonta egyszer atvissziik
friss taptalajra.

A torzstenyészetek kitenyésztése a megfeleld taptalajt (térfogat kb. 100 ml) tartalmazé Erlenmeyer-
lombikokban torténik. Ha az algakat 20°C-on, folyamatos megvilagitas mellett inkubaljuk, heti atoltas
sziikséges.

,Oreg” tenyészetbdl olyan mennyiségét kell atvinni steril pipettaval a friss taptalajt tartalmazo lombikba,

hogy a gyorsan szaporod6 fajok esetén a kezdeti koncentracidé 100-szor kisebb legyen, mint az ,,0reg”
tenyészetben.
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A faj szaporodasi sebessége a szaporodasi gérbébol hatarozhaté meg. Ha ez ismert, akkor megbecsiilhetd
az a sliriiség, amelynek elérésekor a tenyészetbdl at kell vinni az 0j tapoldatba. Ezt azel6tt kell elvégezni,
mieldtt a tenyészet eléri a pusztulasi fazist.

Elbtenyészet:

Az elbtenyészet célja, hogy a vizsgalathoz hasznalt tenyészet beoltasahoz megfelel6 mennyiségli algat
adjon. Az elétenyészetet a kisérleti koriilmények kozott inkubaljuk és akkor hasznaljuk fel, amikor még
exponencialisan szaporod6 fazisban van, szokasosan 2—4 napos inkubacids idGszakot kovetden. A
deformalt vagy abnormalis sejteket tartalmazo algatenyészeteket ki kell selejtezni.
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4. FUGGELEK
ADATELEMZES NEM-LINEARIS REGRESSZIOVAL

Altalanos szempontok

Az algaszaporodasi és mas mikrobiologiai szaporodasi vizsgalatokban a hatds — az éléanyag novekedése —
természeténél fogva folyamatos azaz metrikus valtozé — folyamatsebesség, ha a szaporodasi sebességet
hasznaljuk, illetve annak id6 szerinti integralja, ha az él6anyag tomegét valasztjuk. Mindkettd olyan nem
kezelt, parhuzamos kontrollmintdkban fellépd, megfeleld hatas atlagdhoz van viszonyitva, amelyek
maximalisan reagaltak az adott koriilményekre — az algas vizsgalatoknal ezek koziil meghatarozo tényezo
a fény és a homérseklet. A rendszer statisztikai eloszlast, azaz homogén, és az ¢éléanyag kontiniumnak
tekinthetd, nem pedig 6nallo sejteknek. Ilyen rendszereknél a jellemzd hatds szordsnégyzet-eloszlasa
kizarolag a kisérleti tényezoktél (amelyeket jellemzben a log/mormal vagy a normal hibaeloszlas ir le)
fiigg. Ezzel szemben, a jellemz6 biologiai kisérletek kvantalt adatokkal szolgalnak, amelyeknél az 6nalld
organizmusok tlirésérél (ami jellemzden binomialis eloszlasu) gyakran feltételezik, hogy az a
meghatarozé komponens a szorasnégyzetben. A kontrollmintaban fellépd hatasok ekkor nullaval, vagy a
hattérszinttel egyenléek.

Egyszerli esetben a normalt vagy relativ valasz, r, monoton csdkken 1-t6]1 (nulla gatlas) 0-ig (100-
szazalékos gatlas). Megjegyzendd, hogy minden hatassal egylitt jar egy belso hiba, és hogy a megjelend
negativ gatlasok csak véletlen hiba eredményeként szamolhatok.

Regressziéanalizis

Modellek

A regresszioanalizis célja, hogy egy matematikai regresszios fliggvény — Y=£(C), vagy még gyakrabban
F(Z), ahol Z=log C — formajaban mennyiségileg leirja a koncentracio-hatas gorbét. A fiiggvény inverze, a
C= ' (Y), segitségével kiszamithatok az EC, értékek, koztiik az ECs, EC1o és ECy, valamint ezekre a
95%-0s megbizhatosadghoz tartozo hatarok. Tobb egyszerli matematikai fiiggvény bizonyitottan jol leirja
az algakkal végzett szaporodasgatlasi vizsgalatokban kapott koncentracio-hatds Osszefliggéseket. Ilyen
fliggvény példaul a logisztikai egyenlet, az aszimmetrikus Weibull-egyenlet, és a log/normal eloszlasi
fiiggvény, amelyek mind szigmoid gorbék, melyek aszimptotikusan kozelitenek 1-hez, ha C — 0- hoz,
illetve 0-hoz, ha C — a végtelenhez.

Ujabban ajanlott a folytonos kiiszobérték-fiiggvényre alapulé modellek (mint pl. a Kooijman-modell a
”populaciondvekedés gatlasara”, Kooijman és mtsai, 1996) hasznalata, akar az aszimptotikus modellek
alternativajaként. Ez a modell feltételezi, hogy egy adott kiiszobérték, ECO+, alatt a koncentracidknak
nincs hatasa, és ennek a kiiszobértéknek a meghatarozasa a koncentracid-hatas gorbe egy, a kezdépontban

koncentraciotengely metszésével torténik.
Megjegyzendd, hogy az analizis lehet a legkisebb négyzetek 0sszegének modszere (allando
szorasnégyzetet feltételezve), vagy a sulyozott legkisebb négyzetek modszere, ha a szoérasnégyzet

heterogenitasa kompenzalva van.

Eljaras
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Az eljaras a kovetkezO: valasztani kell egy megfeleld fliggvényt, az Y=f(C)-t, és nem linearis
regresszioval ra kell illeszteni az adatpontokra. Lehetdség szerint az egyes lombikokbol szdrmazo
méréseket hasznaljuk, ne pedig a parhuzamos minték atlagait, hogy a lehet6 legtobb informaciot nyerjiik
ki az adatokbol. Ha viszont a szordsnégyzet értéke nagy, akkor a gyakorlati tapasztalatok azt mutatjak,
hogy a parhuzamos mintak atlagai szilardabb matematikai becslést eredményezhetnek (amelyet csak
kevéssé befolyasolnak az adatokban meglévé véletlen hibdk), mint a minden egyes megtartott adatpont
hasznalata.

Az illesztett gorbe és a mért adatok megszerkesztése utan meg kell vizsgalni, hogy a gorbe illeszkedése
megfelel6-e. Az killonbségek elemzése kiilondsen hasznos eszkdz lehet erre a célra. Ha a koncentracio-
hatas pontokra val¢ illesztéshez valasztott fliggvény nem irja le jol a teljes gorbét, vagy annak egy adott,
alapvetden fontos részét — mint példaul a kis koncentracioknal jelentkezé hatasokat — akkor egy masik
illesztési megoldast kell valasztani, a szimmetrikus helyett példaul aszimmetrikus gorbét, mint pl. a
Weibull-fliggvényt. Negativ gatlds esetén probléma lehet példaul a logaritmikus/normal eloszlasi
fiiggvénnyel, ekkor szintén egy masik regressziofiiggvényt kell hasznalni. Az ilyen negativ értékek
nullaval vagy kis pozitiv szammal torténd helyettesitése nem ajanlott, mert torzitja a hibaeloszlast.
Célravezetobb lehet masik illesztést haszndlni az érintett szakaszokra — példaul arra, ahol a
szaporodasgatlas kis mértékii —, egy adott EC,,, x €érték meghatarozasa céljabol. Az illesztési egyenletbdl
ki kell szamitani (inverz szamitassal, C=f'(Y)) az EC, jellemzé pontértékeit, és a mérési
jegyzOkonyvben meg kell adni legalabb az ECsy-re és egy vagy két EC,, -re kapott értékeket. A
gyakorlati tapasztalat azt mutatja, hogy az algas vizsgalatok pontossaga altalaban elfogadhatéan pontos
becslést tesz lehetéveél10%-os gatlasi szinten ha van elég adatpont — kivéve, ha zavard tényezoként
stimulacié fordul el6 kis koncentracioknal. Az ECyy-becslés pontossaga gyakran Iényegesen jobb, mint az
EC,o-¢, mert az EC, rendszerint a koncentracio-hatas gorbe kozépso, kozelitdleg linedris szakaszara esik.
A szaporodasstimulacié miatt néha nehéz az ECj4-et értelmezni. Osszefoglalva, noha az EC,, altalaban
kielégité pontossaggal meghatarozhatd, mindig ajanlott az EC,, feltiintetése is a mérési jegyzOkonyvben.

Sulyozo tényezdk

A tapasztalati szorasnégyzet altalaban nem allandd, és rendszerint tartalmaz egy proporcionalis tagot,
ezért eldnyds rutinszeriien sulyozott regresszidt végezni. Az ilyen analizishez hasznalt stlyozo tényezok
altalaban forditottan aranyosak a szorasnégyzettel:

W; = 1/Var(r))

Sok regresszidelemzd programban lehetdség van a sulyozott regresszidanalizisre Ugy, hogy a stlyozo
tényezok egy tabldzatban vannak felsorolva. Kényelmi szempontbdl a sulyozd tényezdket célszerii
normalni, megszorozva 6ket n/Z w; -vel (ahol n az adatpontok szdma), hogy az Osszegiik egyenld legyen

1-gyel.

A hatasvaltozok normalasa

A kontrollmintaval kapott hatdsok atlagaval torténd normalas elvi problémakat vet fel és meglehetdsen
bonyolult szérasnégyzet-szerkezethez vezethet. Ha a szaporodasgatlas szazalékos meghatarozasahoz a
kapott hatasértékeket elosztjuk a kontrollmintaval kapott hatasok atlagaval, tovabbi hibat visziink be, amit
a kontrollminta atlaganak hibéja okoz. Ha ez a hiba nem elhanyagolhat6an kicsi, akkor a regressziéhoz és
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a megbizhatosagi hatdrokhoz hasznalt sulyozd tényezoket korrigdlni kell a kontrollmintak
kovariancidjaval (17). Megjegyzendd, hogy nagyon fontos a kontrollmintikkal kapott hatasértékek becstilt
atlaganak a pontossaga, hogy a leheto legkisebb legyen a relativ hatds altalanos szorasnégyzete. Ez a
szorasnégyzet a kovetkezo:

az 1 also index az i-dik koncentraciokat, a 0 alsé index pedig a kontrollmintakat jeloli
Y; = Relativ hatas =/t =1 - 1=1 (C)
szorasnégyzettel:
Var (Y;) = Var (1/1o) T (2Y;/ O 1) Var(r) + (0 Y/ O 10)*- Var (1)
és mivel
(OY/Or)=lryand (D Y;/ Do) =14/15°
normadl eloszlast adatoknal és m; ;, m, parhuzamos mintakkal:
Var(r; ) = 0%/my
a relativ hatas, Y, teljes szorasnégyzete igy a kovetkezo:
Var(Y;) = 0%(ro" my) + r*- 0%/r," my

A kontrollmintak atlaganak hibaja forditottan ardnyos az atlagolt parhuzamos kontrollmintdk szamanak
négyzetgyokével, és néha indokolt lehet régebbi adatok is felhasznalni és igy nagy mértékben csdkkenteni
a hibat. Mas megoldasként mellézhetd az adatok normaldsa és az illesztést az abszolut hatasértékekre kell
elvégezni, beleértve a kontrollminta hatisadatait i1s, de ekkor ujabb paraméterként be kell vezetni a
kontrollminta hatasértékét, amelyre nem lineéris regresszidval el kell végezni az illesztést. A szokasos 2-
paraméteres regresszidegyenlet esetén ehhez a modszerhez 3 paraméter illesztése sziikséges, ¢s igy tobb
adatpontot igényel, mint az elére bedllitott kontrollminta-hatas segitségével normalt adatokon végzett nem
linearis regresszio.

Inverz megbizhatosagi intervallumok

A nem linearis regresszid megbizhatosagi intervallumainak inverz becsléssel torténd kiszamitasa
meglehetdsen bonyolult és a szokasos statisztikai szamitogépes programcsomagokban ez a lehetdség nem
1s all rendelkezésre. A koriilbeliili megbizhatosagi hatarok megkaphatok szokdsos nem linearis regresszios
programmal, a paraméterek megvaltoztatdsaval (Bruce and Versteeg, 1992), ami a matematikai
egyenletnek az atirasat jelenti a kivant pontbecslésekkel, pl. az ECp-zel és az ECs-nel mint
megbecsiilendd paraméterekkel. (Legyen a fliggvény I = f (a, B, koncentracio) és a definiald egyenletek, £
(a, B, ECi0)=0,1 és f(a, B, ECs)=0,5 felhasznalasaval helyettesitsik be az f(a, B, koncentracio)
fiiggvényt egy ekvivalens g (EC,,, ECs, koncentracio) fiiggvénnyel.

Kozvetlenebb szamitas (Andersen és mtsai, 1998) végezheto az eredeti egyenlet megtartasaval €s az r; €s
1o atlagok koriili Taylor-sorfejtés felhasznalasaval.

Ujabban a visszatevéses mintavételes (bootstrap) modszerek valtak népszeriivé. Ezek a modszerck mért

adatokat, és véletlenszam-generator altal irdnyitott gyakori mintavételt hasznilnak a tapasztalati
szorasnégyzet eloszlasanak becslésére.
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1.1

V. Melléklet

C.25. AEROB MINERALIZACIO FELSZINI VIZEKBEN — VIZSGALAT A
BIOLOGIAI LEBONTAS SZIMULALASARA

MODSZER

Ez a mdédszer megegyezik az OECD TG 309 (2004) (1) jelt modszerrel.

BEVEZETES

A vizsgalat célja az aerob természetes vizben, kis koncentracioban jelenlévo vizsgalati anyag
biologiai lebontasa id6étartamanak meghatarozasa, és a megfigyelések reakciokinetikai
kifejezések szerinti szamszeriisitése. Maga a szimulacido egy laboratoriumi, rdzé-lombikos
egymenetes vizsgalat, amelynek a segitségével természetes felszini vizek (édes-, brakk- vagy
tengerviz) mintaiban jelen 1év0 szerves anyagok aerob biologiai lebontasanak sebessége
megadhato. A modszer alapja az ISO/DIS 14592-1 (2), de magaban hordozza a C.23 és a C.24
(3)(4) modszerek egyes elemeit is. Lehetdség van arra, hogy hosszu vizsgalati id6 esetén az
egymenetes milkodtetést félfolyamatos muiikodtetésre valtoztassuk a vizsgalati mikrokozmosz
romlasanak megelézése céljabol. A szimulacios vizsgalat alapvetd célja a felszini vizben jelen
1évo vizsgalni kivant anyag mineralizacidjanak meghatarozasa, ahol a mineralizacio a lebontas
kinetikéja kifejézésének az alapjat képezi. Emellett azonban a vizsgalat masodlagos célja, hogy
informaciot szolgaltasson az elsédleges lebontasrdl és a keletkez6 f6 transzformacios
termékekr6l. Ez utobbiak azonositasa, ¢és amennyiben lehetséges, koncentracidjuk
szamszerlisitése a nagyon lassan mineralizalodé anyagok (pl. ha a teljes maradvany '*C izotép
felezési ideje meghaladja a 60 napot) esetében kiilondsen fontos. Az analitikai megkdtésekbol
kovetkezéen a fo transzformacios termék azonositasahoz és mennyiségi meghatarozasahoz a
vizsgalati anyagot jellemzéen magasabb koncentracioban (pl. > 100 pug/1) kell alkalmazni.

Ebben a vizsgalatban alacsony koncentracio alatt olyan koncentracioértéket értiink (pl. kisebb,
mint 1-100 pug/l), amely elég alacsony ahhoz, hogy biztositsa azt, hogy a vizsgalatban kapott
biologiai lebontasi kinetika jol tiikkrozze a kdrnyezetben varhatd kinetikat. A vizsgalathoz
hasznalt természetes vizben taldlhatdé bioldgiailag lebonthatdé szén szubsztratok teljes
mennyiségéhez képest a vizsgalati anyag csak kis koncentracidban van jelen, és csak
masodlagos szubsztratként fog szolgalni. Ez maga utan vonja, hogy a varhatd biologiai
lebontasi kinetika elsdrendii (nem-ndvekedési kinetika), és hogy a vizsgalati anyag lebontasa
kometabolizmussal torténhet. A kinetika els6rendiiségébdl kovetkezik, hogy a lebontas
folyamatosan csokken. A valddi elsérendii kinetikdban a specifikus lebontdsi sebességi
allando, a k, fiiggetlen az id6t6l és a koncentraciotdl. Vagyis k értéke nem valtozik jelentdsen
egy kisérlet soran,és a kiilonbozé kisérletekben éppen alkalmazott vizsgalati anyag
megegyezik a koncentracido iddegységenkénti relativ valtozasaval: k= (1/C) - (dC/dt). Bar
rendesen az eldirt kritériumok teljesiilése mellett az elsdrendi kinetika varhato, lehetnek
bizonyos koriilmények, amelyek kozott mas kinetikak megfeleldbbek. Az elsérendi kinetikatol
valo eltérést tapasztalhatunk, ha tomegatviteli jelenség, példaul a diffuziésebesség hatarozza
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1.2

meg a biotranszformacid sebességét, és nem a biologiai reakcid sebessége. Ezek az adatok
azonban majdnem mindig leirhatdéak pszeudo-elsérendi kinetikaval, ha bevezetiink egy
koncentracio-fiiggd sebességi allandot is.

A kisérletek megtervezését és a kapott eredmények értelmezését megkonnyiti, ha a vizsgalat
megkezdése elott megfelelé informaciok (pl. szabvanyos szlrdvizsgalatokbol) allnak
abiotikus lebontasarol, a transzformacidés termékekr6l ¢és vonatkozd fizikokémiai
tulajdonsagaikrol. A teljes biologiai lebontas mértékének meghatarozasat a '*C-jelslt vizsgalati
anyag alkalmazasa, és annak a vizsgalat végén kapott fazismegoszlasa teszi lehetové. Jeloletlen
vizsgalati anyag alkalmazésa esetén a teljes biologiai lebontas mértékének megallapitasa csak
akkor lehetséges, ha a vizsgalati anyag koncentracidja magas €s a fo transzformacios termékek
ismertek.

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Elsdodleges biolégiai lebontds: Egy kémiai anyagban a mikroorganizmusok altal 1étrehozott
szerkezeti valtozas (transzformacid), amely a kémiai azonossag elvesztésével jar.

Funkcionalis biolégiai lebontas: Egy kémiai anyagban a mikroorganizmusok altal 1étrehozott
szerkezeti valtozas (transzformacio), amely a kiindulasi anyag egy specifikus tulajdonsaganak
elvesztésével jar.

Teljes aerob biologiai lebontas: Egy kémiai anyag oxigén jelenlétében torténd,
mikroorganizmusok altali lebontasa szén-dioxidda, vizzé és a jelen 1évé barmely mas elem
asvanyi soiva (mineralizacid), valamint j biomassza és szerves mikrobidlis bioszintézis-
termékek 1étrehozasa.

Mineralizacio: Egy vegyli vagy szerves anyag oxigén jelenlétében  torténd,
mikroorganizmusok 4ltali lebontasa szén-dioxidda, vizzé és a jelen 1év6 barmely maés elem
asvanyi soiva.

Lappangasi fazis: A vizsgalat kezdetétdl addig eltelt id6, amig a lebontast végz6 mikrobak
adaptacioja megtorténik, €s a vegyi anyag vagy a szerves anyag biologiai lebontasanak mértéke
a detektalhato szint folé emelkedik (pl. a legmagasabb elméleti biologiai lebontas 10%-a, vagy
ennél kisebb érték a mérési modszer pontossagatol fiiggben)

A legmagasabb biolégiai lebontasi szint: A vizsgalt vegyi vagy szerves anyag bioldgiai
lebontasanak mértéke szazalékban, amely felett tovabbi biologiai lebontas a vizsgalat folyaman
mar nem torténik.

Elsédleges szubsztrat: A természetes szén- ¢és energiaforrasok 0Osszessége, amely a
mikrobialis biomassza ndvekedésére €s fenntartasara forditodik.

Masodlagos szubsztrat: Egy olyan, kis koncentracidban jelen 1€év0 szubsztratkomponens,
amelynek a lebontasa csak elhanyagolhatéan kis szén- és energiaforrast jelent az érintett
mikroorganizmus szamara, a f6 komponensek (elsddleges szubsztrat) lebontasaval szolgaltatott
szén- és energiaforrashoz viszonyitva.
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Lebontasi sebességi allando: Egy elsérendd, vagy pszeudo-elsérendii kinetikus sebességi
allando, k (nap™), ami a lebontasi folyamatok sebességét jelzi. Egymenetes kisérletben k a
lappangési fazis vége utan nyert lebontési gorbe kezdeti szakaszabol kovetkeztetheto.

Felezési ido, t;, (nap): Az elsérendi reakcio sebességének leirasara hasznalt kifejezés. A
koncentracié felére csokkenéséhez sziikséges iddintervallum. A felezési id6 és a lebontasi
sebességi allando a ty, = In2/k egyenlet szerint aranylik egymashoz.

Lebontasos felezési id6, DTsy (map): A biologiai lebontasi vizsgalat eredményének
szamszerlsitésére hasznalt kifejezés. Az a lappangasi fazist is tartalmazo iddintervallum,
amely az 50%-os biologiai lebontasi érték eléréséhez sziikséges.

Mennyiségi meghatarozas hatara (LOD) és a mérhetéségi hatar (LOQ): A mennyiségi
meghatarozas hatara (LOD) az adott anyagnak az a koncentracidja, amely alatt az anyag
egyértelm{l azonositasahoz sziikséges jel nem kiilonboztethetd meg az analitika hattérzajatol. A
mérhetdségi hatar (LOQ) az adott anyagnak az a koncentracidja, amely alatt a koncentracio
nem hatarozhat6é meg elfogadhato pontossaggal.

Oldott szerves széntartalom (DOC): A vizminta szerves széntartalmanak az a része, amely
nem tavolithatd el meghatérozott fazis szétvalasztassal (pl. 15 percig tarté 40000 ms>-es
centrifugalassal vagy 0,2-0,45 um pérusatmérdjii membranon keresztiil torténd sziiréssel).

Teljes szerves "*C aktivitas (TOA): A szerves széntartalomhoz tartozo teljes '*C aktivitas.

Oldott szerves '*C aktivitis (DOA): Az oldott szerves széntartalomhoz tartozo teljes
"C aktivitas.

Szemcsés szerves '*C aktivitais (POA): A szemcsés szerves széntartalomhoz tartozo teljes
14 s
C aktivitas.

A VIZSGALAT ALKALMAZHATOSAGA

Ez a szimulacios vizsgalat kis koncentracioban alkalmazott nem illékony, vagy kis mértékben
illékony szerves anyagok vizsgalatara alkalmas. A légkdr felé nyitott (pl. vattadugdval lezart)
lombikok alkalmazésa mellett a gyakorlatban az 1 Pa-m’/mol-nal (kb. 10~ atm-m’/mol) kisebb
Henry-allando6ju anyagok tekinthetok nem illékonynak. A gbztérrel rendelkezd zart lombikok
esetében a kis mértékben illékony anyagok (Henry-allandéjuk < 100 Pa-m*/mol vagy < 10
>atm-m’/mol) is vizsgalhatoak anélkiil, hogy anyagveszteség lépne fel. A megfeleld
ovintézkedések elhagyisa esetén a '‘C-jelolt anyag elvesztése léphet fel, amikor a CO,
eltavozik a rendszerbdl. Ilyen esetekben sziikséges lehet a CO, visszatartasa egy belsd lug
abszorbenssel, vagy egy kiilsé abszorbens rendszerrel (direkt '*CO, meghatarozas; lasd 3.
melléklet). A Dbiologiai lebontasi kinetika meghatarozasahoz a vizsgalati anyag
azonban, hogy a vizben valo oldhatdsag szakirodalmi értékei jelentésen magasabbak lehetnek,
mint a vizsgalati anyag természetes vizben valo oldhatdsaga. Lehet6ség van arra is, hogy a
vizben kiilondsen gyengén oldodo vizsgalati anyagok oldhatosagat megallapitsuk a vizsgalt
természetes vizek alkalmazasaval.

A bioldgiai lebontast szimulaldé moddszer hasznalhaté mind durva részecskéktél mentes viz

(,nyilt vizi vizsgalat”), mind pedig olyan zavaros felszini vizek esetében, amelyek pl. a
viz/liledék hatarfeliilethez kozel fordulhatnak el6 (,,lebeg6-iiledék vizsgalat”).
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1.5

A VIZSGALAT ALAPELVE

A vizsgalatot egy adagban hajtjak végre, vagy csak felszini vizben inkubalva a vizsgalati
anyagot (,nyilt vizi vizsgalat”), vagy 0,01-1 g/l sziraztomegii lebegd szilard
anyaggal/iiledékkel kiegészitett felszini vizben inkubalva a vizsgalati anyagot (lebegd iiledek
vizsgalat). Ez utobbi mddszer szimulalja a lebegd szilard anyagot vagy felkavart liledéket
tartalmazo viztestet. A lebegd szilard anyag/iiledék ilyen koncentracid-intervalluménak also
tartomanya jellemzd a legtobb felszini vizre. A vizsgalati lombikok inkubalasa aerob
korilmények kozott, razatva, kornyezeti homérsékleten, sotétben torténik. A lebontasos
kinetika meghatarozasahoz legalabb két kiilonbozé vizsgalatianyag-koncentracid alkalmazasa
sziikséges. A koncentracioknak oOtds-tizes szorzofaktorral kell eltérilik egymastol, és a
kornyezetben varhatd koncentracidtartomanyt kell mutatniuk. A vizsgélati anyag maximalis
koncentracidja nem 1épheti tal a 100 ug/l-t, de 10 ug/l alatti, vagy még Kkisebb
tesztkoncentraciokat részesitenek elényben annak biztositasahoz, hogy a biologiai lebontas
valéban elsorendii kinetikat kovessen. A minimalis koncentracié nem lehet tobb 10 pg/l-nél, de
az 1-2 ug/l, vagy az 1 ug/l-nél kisebb a legelonydsebb. Normal esetben az ilyen alacsony
koncentraciok megfelelé analizise a kereskedelmi forgalombdl beszerezhetd '“C-jelzett
anyagokkal elvégezhetd. Az analitikai modszer korlatjai miatt gyakran lehetetlen a vizsgalati
bemérési koncentracioja <100 pug/l (lasd az 1.7.2 pont masodik bekezdését). A {6
transzformacids termék azonositdsdhoz és mennyiségi meghatirozasahoz, illetve ha nem all
rendelkezésre alacsony mennyiségi meghatarozasi hatarral biro specifikus analitikai modszer, a
vizsgalati anyag magas koncentracioban is alkalmazhaté (> 100 pg/l és néha > 1 mg/l). Ilyen
esetekben a kapott eredmények nem hasznalhatdak az elsérendii lebontasi sebességi allando ¢és
a felezési 1d6 szamitasahoz, hiszen a lebontés valosziniileg nem elsdrendii kinetikat kdvet.

A lebontas nyomon kévetése megfelelé idépontokban mért maradé '*C koncentracid
mérésével, vagy specifikus kémiai vizsgélat hasznalata esetén a vizsgalati anyag maradvany
a teljes mineralizacio értékének meghatarozasat, mig a molekula kevésbé stabil részének
jelolése, valamint a specifikus vizsgalat hasznalata teszi lehetévé az elsddleges biologiai
lebontds mértékének becslését. Mindamellett a legstabilabb rész nem feltétleniil foglalja
magaban a molekula vonatkoz6 funkcids csoportjat (ami egy specialis tulajdonsaggal, pl.
toxicitassal, bioakkumulacidval stb. lehet kapcsolatos). Ebben az esetben célszerii lehet olyan
vizsgalati anyag alkalmazasa, amely a funkcionalis részen '*C-jeldlt, hogy az adott tulajdonsag
megsziinése kdvethetdvé valjon.

INFORMACIOK A VIZSGALATI ANYAGROL

Radioaktivan jelolt és nem jelolt anyagok egyarant hasznalhatoak a vizsgalat soran. Ajanlott a
“C-jeloléses technika. A jelolésnek normal esetben a molekula legstabilabb részét kell
érintenie (lasd az 1.4 szakaszt is). Egynél tobb aromas gylriit tartalmaz6 anyagok esetében
célszeri minden gylrli egy vagy tobb szénatomjanak '“C-jellése. Emellett javasolt a
kapcsolodo, konnyen lebonthaté csoportok mindkét oldalan egy vagy tobb szénatom jeldlése
is. A vizsgalati anyag kémiai és/vagy radiokémiai tisztasdgdnak >95%-nak kell lennie.
Radioaktivan jelolt anyagok esetében javasolt a kb. 50 uCi/mg (1,85 MBq), vagy még nagyobb

srer

A vizsgalati anyagokrol az alabbi informaciokkal kell rendelkezni:

- vizben val6 oldhatdsag [A.6 mddszer];
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- szerves oldoszer(ek)ben vald oldhatdsag (oldoszerrel egyiitt alkalmazott, vagy vizben
rosszul oldodo anyagok);

- disszociacios allandd (pKa), amennyiben az anyag hajlamos a protonalddasra, illetve
deprotonalodasra [OECD TG 112] (5);

- gbznyomas [A.4 modszer | és Henry-allando;
- kémiai stabilitas vizben és sotétben (hidrolizis) [C.7 mddszer].

Amennyiben vizben rosszul 0ldodé anyagot vizsgalunk tengervizben, hasznos tudni a kis6zasi
allandot (vagy ,.Setschenow-allandot”) K, amely a log (S/S”) = K® C,, egyenletbdl fejezhetd ki,
ahol S és S’ az anyag oldhatosaga édes-, illetve tengervizben és C,, a molaris sokoncentracio
érteke.

Ha a vizsgalatokat ,,lebegé iiledék vizsgalatként” végezziik el, az alabbi informaciokkal kell
rendelkezni:

- n-oktanol/viz megoszlasi egyiitthatd [Modszer A.8];

- adszorpcids egyiitthato [Mddszer C.18];

Tovabbi fontos adatok lehet:

- avizsgalati anyag kornyezeti koncentracidja, ha ez ismert, vagy becsiilt;

- avizsgalati anyag mikroorganizmusokra gyakorolt toxicitasa [C.11 modszer];

- gyors és/vagy inherens lebonthatosagardl [C.4 A-F, C.12, C.9, OECD TG 302 (5)
modszerek];

- aerob vagy anaerob lebonthatosag a talaj és tliledék/viz transzformacios kisérletekben [C.23,
C.24 modszer].

REFERENCIAANYAG

Referenciaanyagként célszeri egy aerob koriilmények kozott konnyen lebonthatd anyagot (pl.
anilin, vagy natrium-benzoat) hasznalni. Az anilin és natrium-benzoat lebontasanak véarhato
idétartama rendszerint kevesebb, mint 2 hét. A referenciaanyag hasznalataval
megbizonyosodhatunk arrol, hogy a mikrobialis aktivitas a tesztvizben bizonyos hatarokon
beliil mozog, azaz, hogy a vizminta tartalmazz aktiv mikrobidlis populéciot.
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1.7.1

1.7.2

1.8

1.8.1

MINOSEGI KRITERIUMOK

Visszanyerés (recovery)

Kozvetleniil a vizsgalati anyag hozzdadasa utan minden egyes kiindulasi vizsgalati
koncentraciot '*C aktivitisméréssel, vagy nem jelolt anyag esetén kémiai analizissel ellenGrizni
kell legalabb ellenmintdban. Ez informacioval szolgdl az analitikai modszer
alkalmazhatosagarol és ismételhetdségér6l, valamint a vizsgalati anyag eloszlasanak
homogenitasardl. A késébbi adatkiértékelések soran célszeri a kezdeti '*C aktivitas, vagy
vizsgalatianyag-koncentraciéo adattal szamolni a névleges koncentracid helyett, hiszen a
szorpcid miatti veszteségek és az adagolasi hibak ezaltal kompenzalhatoak. *C-jelslt vizsgalati
anyag esetében a kisérlet végén torténd visszanyerés értékét tomegkiegyenlitéssel adjak meg
(lasd  1.8.9.4 pont utols6 bekezdése). Idedlis esetben a radioaktivan jeldlt izotop
tomegkiegyenlitése 90 és 110% kozotti tartomanyban mozog, mig a nem jeldlt vizsgalati anyag
esetében a pontos analitikdnak 70-110% kozotti kezdeti visszanyerést kell eredményeznie.
Ezeket a szdmokat mint elérendd céltartomanyokat, és nem mint a vizsgalat elfogadhatosagi
kritériumait kell kezelni. Az analizis megbizhatosagat valaszthatoan a kiindulasinal kisebb
vizsgalatianyag-koncentraciora, vagy a f0 transzformacios termékekre is meg lehet hatarozni.

Az analitikai médszer ismételhetosége és érzékenysége

A vizsgalati anyag és a transzformacios termékek mennyiségi meghatarozasahoz az analitikai
modszer ismételhetéségét (a kiindulasi kivonas hatékonysagat is beleértve), amennyiben
sziikséges, a felszini vizminta 5 fiiggetlen kivonatanak analizisével kell ellendrizni.

Az analitikai modszernek a vizsgdlati anyagra és a transzformacids termékekre vonatkozo
mennyiségi meghatarozasi hatara (LOD) a tesztrendszerben alkalmazott kiindulasi mennyiség
legalabb 1%-a legyen. A mérhetéségi hatarnak (LOQ) az alkalmazott koncentracio 10%-aval
egyenlonek, vagy anndl kevesebbnek kell lennie. Szdmos szerves anyag €s transzformacios
termékeik kémiai analizise gyakran megkivanja a vizsgalati anyag viszonylag magas

srer

A VIZSGALATI MODSZER LEIRASA

Eszkozok

A vizsgalatok megfelel térfogat (pl. 0.5 vagy 1.0 literes), szilikon-, vagy gumidugdval lezart
kap, vagy henger alaki lombikokban, illetve CO,-biztos tetével (pl. butilgumi-szeptum)
ellatott szérumlombikokban végezhetoek. A vizsgalat megvalositdsdnak masik modja, ha
nagyszamu lombikot hasznalunk €s minden mintavételi id6pontban legalabb kétszer
feldolgozzuk a lombikok teljes tartalmat (1asd az 1.8.9.1 pont utols6 bekezdését). Radioaktivan
nem jelolt, nem illékony vizsgalati anyagok esetében gazbiztos dugodk vagy fedelek nem
sziikségesek, a kiviilrdl torténd beszennyezddéstdl megovo laza vattadugdk megfeleldek (lasd
az 1.8.9.1 pont masodik bekezdését). A kis mértékben illékony anyagok tesztelését biométer-
tipust rendszerekben végezhetjiik, a vizfazis 6vatos kevertetése mellett. A felhasznaldsukat
megelézden hovel vagy autokldvozassal a laboreszkozok sterilizalhatoak, igy a bakterialis
beszennyezddésiik kizarhaté. Ezek mellett az alabbi altalanos laboreszkozok keriilnek
felhasznalasra:

- razogép vagy magneses keverd a tesztlombikok folyamatos kevertetéséhez;

- centrifuga;
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1.8.2

1.8.3

1.8.4

- pH méré;

- turbiditasméro a zavarossag mértékének meghatarozasara;

- hevitékemence vagy mikrohullamu siit0 a szaraz tdmeg meghatarozasara;
- membransziird apparatus;

- autoklav vagy hoélégsterilizald az livegeszkozok sterilizalasahoz;

- MC-jelslt anyagokkal végzett munkahoz sziikséges felszerelés;

- miiszer a "*C-activitas megkotott CO,-t tartalmazé oldatmintakbol, vagy sziikség esetén
iiledékmintakbdl torténd mennyiségi meghatarozasahoz;

- specifikus kémiai analizis alkalmazasa esetén a vizsgalati anyag (és a referenciaanyag)
méréséhez sziikséges analitikai berendezés (pl. gazkromatograf, nagynyomasu
folyadékkromatograf).

A vizsgalati anyag torzsoldatai

A vizsgalat- és referencia anyag torzsoldatainak elkészitéséhez ioncserélt vizet hasznalunk
(lasd az 1.8.7.pont els6 bekezdését). Az ioncserélt viznek a mikroorganizmusokra toxikus
anyagoktol mentesnek kell lennie, és oldott szerves széntartalma (DOC) nem lehet tobb 1 mg/1-
nél (6).

A felszini vizminta begyiijtése és szallitasa

A felszini vizminta vételére szolgdlé mintavételi helyet mindenkor a vizsgélat céljainak
megfeleléen kell kivalasztani. A mintavételi hely kivalasztasakor figyelembe kell venni a
mezOgazdasagi, az ipari és a haztartasi eredetii korabbi hatasokat. Amennyiben ismeretes, hogy
az elmult négy évben a vizbazis a vizsgalati anyaggal, vagy annak szerkezeti analogjaival
szennyez0dott, akkor tesztviz vételére nem hasznalhato, hacsak a vizsgalatot végzonek nem
kifejezetten az a célja, hogy korabban szennyezett teriileten vizsgalja a lebontasi sebességét. A
viz pH-jat és homérsekletét a mintavételi helyszinen kell megmérni. Tovabba fel kell jegyezni
a mintavétel mélységét és a vizminta allagat is (szin és zavarossag) (lasd 3. pont). Az aerob
koriilmények jelenlétének bizonyitasahoz — hacsak ez mar a teriileten végzett el6z6 kisérletek
és azok eredményei alapjan, valamint a kiils0 megjelenés alapjan nyilvanvaldéan el nem
donthet6 — a viz ¢és az iiledék felszini rétege oxigén-koncentracidjanak és/vagy
redoxpotencialjanak mérése is sziikséges. A felszini vizet alaposan Kkitisztitott edényben
szallitsuk. A szallitas soran a minta homérséklete jelentésen nem haladhatja meg a vizsgalat
hémérsékletét. Ha a szallitds 2—3 6randl hosszabb iddt vesz igénybe, a mintat ajanlatos 4°C-ra
hiiteni. A vizminta fagyasztasa tilos.

A felszini vizminta tarolasa és elokészitése

A vizsgalatot célszer(i a mintavételt kdvetd egy napon beliil elvégezni. Ha sziikséges a minta
tarolasa, a tarolds id6tartamat minimalizalni kell, és semmilyen koriilmények kozott sem
szabad 4 hétnél tovabb tarolni. A felhasznalasig a vizmintat levegdztetés mellett tartsuk 4°C-
on. A felhasznalas elott tavolitsuk el a durva részecskéket (pl. kb. 100 um pérusméretti nylon
szirdén vagy durva szirdpapiron torténé atsziiréssel, vagy tilepitéssel).
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1.8.6

1.8.7

Uledékkel kiegészitett vizminta elokészitése (valaszthato)

A lebegéiiledékes iszap vizsgalathoz (a durva részecskéktdl az 1.8.4 pontban leirtak szerint
szliréssel megszabaditott) természetes vizmintat tartalmazo lombikokba juttassunk felszini
kozottinek kell lennie. A felszini iiledéknek a vizminta kivételi helyérdl kell szarmaznia. A
vizbazis adott kornyezetétdl fiiggden a felszini liledék lehet nagy szervesszén-tartalmu (2,5-
7,5%) és finom szerkezetli, vagy kis szervesszén-tartalmu (0,5-2,5%) és durva szerkezetl (3).
A felszini iledék elokészitésekor atlatszO milanyagesd segitségével emeljiink ki tobb
iiledékdarabot, a mintavétel utan azonnal vagjuk le a felsé aerob réteget (a felszint6l max. 5
mm-es mélységig), és egyesitsiik ezeket. Az igy kapott iiledéket nagy légterii edényben kell
szallitani, hogy az iiledék aerob korilmények kozott maradjon (ha a szallitasi id6 2—3 oranal
tobb, hiitsiik 4°C-ra). Az tiledékmintabol 10-szeres mennyiségli vizzel készitsiink szuszpenziot,
és a felhasznalasig levegdztetés mellett 4°C-on tartsuk. Ha sziikséges az iiledék tarolasa, a
tarolds id6tartamat minimalizalni kell, és semmilyen koriilmények kozott sem szabad 4 hétnél
tovabb tarolni.

Félfolyamatos eljaras (opcionalis)

Ha hosszl varakozasi idonek kell eltelnie azeldtt, hogy a vizsgalati anyag szignifikans mértéki
lebontasat lehetne mérni, akkor hosszabb inkubaciora (tobb honap) lehet sziikség. Ha ez az
anyag korabbi vizsgalatai alapjan ismert, akkor a vizsgalat félfolyamatos eljarassal kezdhetd,
ami lehetOvé teszi a tesztviz vagy szuszpenzid egy részének idordl idore torténd kicserélését
(lasd 2. melléklet). Masik megoldasként a szokdsos egymenetes vizsgdlat atalakithato
félfolyamatos vizsgalatta, ha a vizsgalati anyagnal az egymenetes eljarassal koriilbeliil 60 nap
alatt sem tapasztalunk lebontast (lasd az 1.8.8.3 pont masodik bekezdése).

A vizsgalati anyag (vagy referenciaanyag) bejuttatisa a rendszerbe

A vizben jol oldodé (> 1 mg/l) és kis illékonysagn (Henry-allandé < 1 Pa-m*/mol vagy < 10
> atm-m’/mol) anyagokbol ioncserélt vizzel (lasd 1.8.2 pont) torzsoldat készithetd. Ebbél
megfeleld mennyiséget a tesztedényekbe juttatva beallithatjuk a kivant koncentraciokat. A
hozz4adott torzsoldat térfogatat a gyakorlatilag lehetséges minimum szinten kell tartani (ha
lehetséges, a végsd folyadéktérfogat 10%-a alatt). Egy masik lehetséges modszer a vizsgalati
anyag felolddsa nagyobb térfogatli tesztvizben, ami a szerves oldoszer hasznalatanak
alternativajaként tekintheto.

Ha ez elkeriilhetetlen, a vizben rosszul oldodé nem illékony anyagok torzsoldatait illékony
szerves olddszer felhasznalasaval is eldallithatjuk, de a tesztrendszerbe juttatott oldoszer
mennyisége nem Iépheti tal az 1 tf%-ot, s nem lehet karos hatasa a mikrobas aktivitasra, vagy
a vizsgalati anyag stabilitasara a vizes oldatban. Az olddszert annyira ki kell izni az oldatbol,
hogy lehetbleg csak nagyon kis mennyiségben maradjon, ami mar jelentds mértékben nem
ha lehetséges DOC analizissel kell ellendrizni (6). Figyelmet kell forditani arra, hogy a
bejuttatott oldoszer mennyiségét az abszolut sziikséges mennyiségre korlatozzuk, €s biztositani
kell, hogy a vizsgalati anyag feloldodhasson a tesztviz végleges térfogataban. A vizsgalati
anyagnak a reakcidedényekbe torténd bejuttatasara szolgaldé mas modszereket a (7) és (8)
referencia tartalmazza. Abban az esetben, ha a vizsgalati anyaghoz szerves oldoszert adunk,
tesztvizes (mas adalék nélkiili) oldoszer-kontrollt és referencia szubsztrat-kontrollt is
alkalmazni kell. Ez utébbit hasonléan kezeljiilk, mint a vivoolddszerben oldott vizsgalati

83



1.8.8

1.8.8.1

1.8.8.2

1.8.8.3

1.8.9

1.8.9.1

anyaggal kiegészitett aktiv tesztedényeket. Az oldoszer-kontrollok célja, hogy megvizsgaljuk a
szolvens altal okozott, a mikrobapopulaciora gyakorolt lehetséges gatld hatast, amit a
referenciaanyag lebontasi kinetikéja jelez eldre.

Tesztkoriilmények

Teszthomerséklet

Az inkubacidnak soOtétben vagy szort fényben, kontrollalt hémérsékleten (+2 °C) kell
torténnie, amely lehet terepi homérséklet vagy 20-25 °C-os szobahdémérséklet. A terepi
hémérséklet a minta mintavételkor mért tényleges homérséklete, vagy a mintavételi hely
atlagos terepi hdmérséklete.

Kevertetés

A kevertetés a folyamatos razatds vagy keverés révén gondoskodik a részecskek és a mikrobak
szuszpenzioban tartasarol. A kevertetés elOsegiti a gaztérb6l az oxigén bejutasat a
folyadékfazisba, ezaltal az aerob koriilmények megfeleld6 modon fenntarthatéak. Helyezziik a
lombikokat a razogépbe (kb. 100 rpm-es kevertetés) vagy hasznaljunk magneses keverét. A
kevertetésnek folyamatosnak kell lennie. Mindazonaltal a razatisnak vagy a keverésnek a
homogén szuszpenzi6 fenntartasa mellett a lehet6 legenyhébbnek kell lennie.

A vizsgdlat idétartama

A vizsgalat id6tartama altalanos esetben nem 1épi tul a 60 napot, hacsak a félfolyamatos eljaras
szerint a vizsgalati szuszpenzidt idordl idére nem cseréljik (lasd a 1.8.6 pontot és a 2.
mellékletet). az egymenetes vizsgalati periddus is kiterjeszthetd azonban maximum 90 napra,
ha a vizsgalati anyag lebontasa az elsd 60 napon beliil megkezd6ddtt. A lebontas rendszeres
idékozonkénti nyomon kévetése a visszamarado '‘C aktivitas, vagy a kibocsatott '*CO, (lasd
1.8.9.4 pont) mérésével és/vagy a kémiai analizissel (lasd 1.8.9.5 pont) torténik. A lebontasi
folyamat értékelhet6ségéhez az inkubacios idének megfeleléen hosszinak kell lennie. A
lebontas mértékének lehetdleg 50% felett kell lennie, lassan bomld anyagoknal a lebontas
mértékének megfelelének (normadlis esetben 20% feletti lebontas) kell lennie ahhoz, hogy
biztositsa a kinetikus lebontasos sebességi allando becsiilhetdségét.

A vizsgalati rendszerben a pH-t és az oxigénkoncentracidt rendszeresen mérni kell, hacsak az
ugyanarrdl a teriiletrdl szdrmaz6 viz- és iiledékmintdkkal végzett hasonlod vizsgalatokbol
lesziirhetd tapasztalatok ezt sziikségtelenné nem teszik. Bizonyos koriilmények kozott a vizben
vagy iiledékben sokkal nagyobb koncentracidban jelen 1évo elsddleges szubsztratok
metabolizmusa elegendd CO, termelddést ¢s oxigénfogyast eredményez ahhoz, hogy a
vizsgalat soran a kisérleti koriilmények jelentésen megvaltozzanak.

Kisérleti eljaras

A lombikok elékeszitése nyilt vizi vizsgalathoz

Juttassunk megfeleld mennyiségli tesztvizet a tesztlombikokba, a lombikokat térfogatuk kb.
harmadaig toltve, de legalabb kb. 100 ml tesztvizet toltve beléjiik. Tobb lombik hasznalata
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esetén (ami lehet6vé teszi a lombik teljes tartalmanak feldolgozasat minden mintavételi
idépontban) is kb. 100 ml a kivant tesztviz-mennyiség, mivel a kis mintatérfogatok hatassal
lehetnek a lappangési fazis hosszara. A vizsgalati anyag torzsoldatbol torténd bejuttatisa az
1.8.2 és 1.8.7. pontokban leirtak szerint torténik. Hogy a lebontasi kinetika meghatarozésa és a
kinetikus lebontasos sebességi allandd szamithatova valjon, a vizsgalati anyagot legalabb két,
egymastol OtOs-tizes szorzofaktorral eltéréd koncentracioban kell hasznalni. Mindegyik
valasztott koncentracionak 100 pg/l-nél kisebbnek kell lennie, lehetéleg a < 1-10 pg/l
tartomanyban.

Zarjuk le a lombikokat a levegé és CO, szamara athatolhatatlan dugokkal vagy fedelekkel. '*C
izotoppal nem jelolt nem-illékony vizsgalati anyagok esetében elegendd laza vattadugokat
hasznalni a 1égkorboél érkezd szennyezések elkeriilésére (lasd 1.8.1 pont), feltéve hogy az
Osszes f6 transzformacios termék ismerten nem—illékony, és indirekt CO, meghatarozast (lasd
3. melléklet) alkalmazunk.

Inkubaljuk a lombikokat a valasztott homérsekleten (lasd 1.8.8.1 pont). Kiilonitsiink el
mintdkat a kémiai analizishez vagy a '*C méréshez a vizsgalat kezdetén (azaz mieldtt a
bioldgiai lebontas megindulna; 1.7.1 pont), majd végig a vizsgalat folyaman megfeleld
idokozonkeént. A mintavétel torténhet ugy, hogy minden parhuzamosbol kis mennyiségii mintat
(pl. 5 ml-es alikvotok) vesziink, vagy minden egyes mintavételi idopontban feldolgozhatjuk
teljes lombikok tartalmat. A vizsgalati anyag mineralizacidjat meghatarozhatjuk indirekt és
direkt modon is (lasd 3. melléklet). A sebességi allanddo megbizhatd becslés¢hez altaldban
legalabb 6t mintavételi pont sziikséges a lebontasi fazisban (azaz a lappangasi fazist kovetden),
hacsak nem igazolhat6, hogy harom mérési pont elégséges a gyorsan bomld anyagok esetében.
Lassan boml6 anyagoknal a lebontasos fazisban tobb mérés is konnyen kivitelezhetd, ennek
kovetkeztében a k szdmitdsdhoz tobb adatpontot hasznalhatunk. Mivel a biologiai lebontas
sebessége eltérd, egy fix mintavételi litemterv nem hatarozhaté meg, bar ha a lebontas lassu
heti egy mintavétel elvégzése ajanlatos. Ha a vizsgalati anyag lebontasa gyors, az elsé harom
napban napi egy mintat, majd ezt kdvetéen két-haromnaponta egy mintat kell venni. Bizonyos
koriilmények kozott (példaul gyorsan hidrolizalé anyagok esetében) orankénti mintavételre is
sziikség lehet. A vizsgalat megkezdése el6tt ajanlott elovizsgalatok lefolytatasa a mintavételi
intervallumok meghatarozasara. Ha a mintakat tovabbi specifikus analizisnek is ala kell vetni,
akkor tanacsos tobb mintat venni, majd az analizalandokat a kisérlet végén, a visszafelé mérés
mintak tdrolds kozbeni stabilitdsara vonatkoz6 utmutatét lasd az 1.8.9.5 pont masodik
bekezdésében).

A lombikok és mintdk szama
Allitsunk be megfeleld szamu tesztlombikot, hogy rendelkezésre alljanak a kovetezok:

minden egyes vizsgalati anyag-koncentraciohoz legalabb két parhuzamos (lehetdleg
legalabb 3), vagy minden egyes koncentracidhoz szadmos tesztlombik, ha minden
mintavételkor teljes lombikok tartalmanak feldolgozasa torténik (Fr-vel jelolve) ;

tesztlombikok az tomegkiegyenlités-kalkulaciohoz legalabb két parhuzamosban minden
egyes tesztkoncentraciohoz (Fy-mel jeldlve);

vizsgalati anyag nélkiili vak kontroll; legalabb egy, csak tesztvizet tartalmazo tesztlombik
(Fg-mel jeldlve);
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referencia kontroll; a referenciaanyagot (pl. anilin vagy natrium-benzoat) tartalmazo
tesztlombikok két parhuzamosban (Fc-vel jeldlve). A referencia kontroll célja a mikrobialis
aktivitds minimumanak ellenérzése. Ha lehetséges, radioaktivan jeldlt referenciaanyag is
hasznalhat6, még akkor is, ha a vizsgalati anyag lebontasat kémiai analizissel kovetjiik;

- steril kontroll; egy-két sterilizalt tesztvizet tartalmazo lombik az abiotikus lebontas, vagy a

vizsgalati anyag mas, nem bioldgiai eredetli elvesztésének vizsgalatdhoz (Fs-sel jelolve). A
bioldgiai aktivitas leallithato a tesztviz autoklavozasaval (121 °C; 20 perc), mérgezé anyag
hozzaadasaval (pl. 10-20 g/l natrium-azid (NaN;), 100 mg/l higany-klorid (HgCl,), vagy
100 mg/1 formalin), vagy gammasugarzassal. HgCl, hasznalata esetén ezeket mint veszélyes
hulladékot kell artalmatlanitani. Nagy mennyiségben alkalmazott vizes iiledékeknél a steril
koriilményeket nem konnyl kialakitani, ebben az esetben ismételt (pl. haromszori)
autoklavozas javasolt. Figyelembe kell venni, hogy az autoklavozas hatasara az iiledék
szorpcios tulajdonsagai megvaltozhatnak.

- tesztvizet, referenciaanyagot ¢és tesztvizet tartalmazé oldoszer kontrollok; azonos

mennyiségll oldoszerrel és a vizsgalati anyag alkalmazasaval megegyez6 modon eldallitott
lombikok két parhuzamosban. Ennek célja az oldoszer esetleges gatld hatasanak
megallapitasa a referenciaanyag lebontasanak meghatarozasan keresztiil.

A vizsgalat megtervezése soran a vizsgalatot kivitelez6 személynek fontoldra kell vennie, hogy
szamara inkabb a nagyobb szamu kisérleti ismétlés, vagy ezzel szemben a nagyobb szamu
mintavétel a fontosabb. A sziikséges lombikok pontos szama a lebontas mérésére szolgald
modszertol fiigg (lasd az 1.8.9.1 pont harmadik bekezdését; az 1.8.9.4 pontot és a 3.
mellékletet).

Minden mintavételi idopontban minden lombikbdl két mintat (pl. Sml-es alikvotokat) kell
venni. Ha szdmos lombik hasznalatos, hogy teljes lombikok tartalmat fel lehessen dolgozni,
akkor minden mintavételi idépontban legalabb két lombikot kell felaldozni (lasd az 1.8.9.1
pont els6 bekezdését).

Lombikok eldkészitése lebegd iiledék vizsgalathoz [valaszthato]

Ha sziikséges, juttassunk megfeleld mennyiségli tesztvizet és iiledéket a tesztedényekbe (lasd
1.8.5 pont). A lombikoknak a lebegd tliledék vizsgalathoz torténd eldkészitése megegyezik a
nyilt vizi vizsgalatnal leirtakkal (lasd 1.8.9.1 és 1.8.9.2 pontok). Hasznaljunk inkabb
szérumpalackokat vagy hasonl6 alak(i lombikokat. Helyezziik a lezart lombikokat vizszintesen
a razogépbe. A nem '‘C-jeldlt, nem-illékony anyagokat tartalmazd nyitott lombikokat
nyilvanvaldan fiiggélegesen kell elhelyezni, ebben az esetben magneses keverés, vagy liveggel
bevont magnesrudak hasznalata ajanlott. Ha sziikséges, a megfeleld aerob koriilmények
eléréséhez levegdztessiik a reakcidedényeket.

Radiokemai merések

A képz6dé '*CO, mérheté indirekt, vagy direkt médon (lasd 3. melléklet). Az indirekt "“CO,
meghatarozas a tesztviz vagy szuszpenzié kezdeti '*CO, aktivitisanak, és a mintavétel
alkalméval a minta pH 2-3-ra torténd lesavanyitasa és a CO, kilizése utan mért teljes marado
aktivitasnak a kiilonbsége alapjan torténik. igy a szervetlen széntartalom is tavozik, és a
marado aktivitas a szerves anyagtol szarmazik. Ha a vizsgalati anyag atalakulasa soran illékony
f6 transzformacios termék képzédik, az indirekt '*CO, meghatérozas nem hasznalhaté (lasd 3.
melléklet). Amennyiben lehetséges, a '*CO, képz6dését minden egyes mintavételi pontban
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legalabb egy lombikban direkt modon kell mérni (1asd 3. melléklet). Ez a mddszer lehetové
teszi mind az tomegkiegyenlités, mind a bioldgiai lebontasi folyamat nyomon kovetését, de
hasznalata korlatozott a zart lombikos vizsgalatok esetében.

Ha a vizsgalat sordn a termelédé '*CO,-t direkt modon mérjiik, erre a célra a vizsgalat
kezdetekor t6bb lombikot kell beallitani. Ha a vizsgalati anyagbdl illékony 6 transzformacios
termék képzddik, ez a modszer az ajanlott. A tobbi tesztlombik tartalmat minden mérési
pontban pH 2-3-ra savanyitjuk, és a '*CO,-t belsd vagy kiilsé abszorbenssel kétjitk meg (lasd 3.
melléklet).

s

radiokromatografidasan (pl. vékonyréteg-kromatografia, RAD-TLC), vagy radiokémiai
detekcioval, HPLC (nagynyomasu folyadékkromatografia) segitségével is meghatarozhatjuk.

Opcionalisan a maradd radioaktivitas (lasd 1. melléklet), a vizsgalati anyag és a
transzformacios termék fazismegoszlasat is meghatarozhatjuk.

A vizsgalat végén a tomegkiegyenlitést direkt '*CO, méréssel kell megallapitani, olyan
fiiggetlen tesztlombikokbdl, amelyekbdl a vizsgalat folyaman nem vettiink mintakat (lasd 3.
melléklet).

Specifikus kémiai analizis

Ha lehetOség van érzékeny, specifikus analitikai modszer hasznalatdra, az elsddleges biologiai
mérésével allapithatd meg. Amennyiben jelolt vizsgalati anyagot hasznilunk (a teljes
mineralizacidé mérésére), a specifikus kémiai analizis ezzel parhuzamosan elvégezhetd, hasznos
tobblet-informacioval szolgal, és ellendrizhetjiik vele a modszert. A specifikus kémiai analizis
a vizsgalati anyag lebontasa soran keletkezd transzformacids termék mérésére is hasznalhato,
¢és ez ajanlott is olyan anyagok esetében, amelyek mineralizacios felezési ideje 60 napnal
pontban mérni kell és ki kell értékelni (koncentracidban vagy szazalékos formaban).
Altalanossagban az alkalmazott koncentracié 10%-a <, barmely mintavételi idépontban
kimutathaté transzformacios termékeket azonositani kell, hacsak nincs mas értelmii ésszer(i
indoklas. A kisérlet soran folyamatosan emelked6 koncentracioban jelen 1év6 transzformacios
termékek azonositasat is meg kell fontolni, még akkor is, ha ezek nem érik el a fenti hatart,
mivel ez a lebontassal szembeni ellendlloképességet jelezhet. Ha a vizsgalati anyag gyors
abiotikus lebontasa lehetségesnek tinik (pl. hidrolizis), akkor fontoléra kell venni a
transzformacids termékek analizisét a steril kontrollokban. A transzformacios termékek
mennyiségi és mindségi meghatarozasat az adott esetben kell eldonteni, és az indoklasokkal
egylitt a kiértékelésben kozzétenni. A szerves oldoszerrel végzett extrakcios technikakat a
megfeleld analitikai modszer eldirdsai alapjan kell elvégezni.

Minden mintat 2 és 4 °C kozott, 1égmentesen kell tarolni, ha az analizis 24 o6ran beliil
megtorténik (ajanlott). Hosszabb taroldsnal a mintakat -18 °C ala kell fagyasztani, vagy kémiai
modszerrel tartdsitani kell. Utobbi modszerhez a savanyitas nem javasolt, hiszen ezek a mintak
instabilak lehetnek. Ha a mintdkat 24 oran beliil nem analizaljak és hosszabb tarolasra
keriilnek, akkor egy tarolasi stabilitas-vizsgalatot kell kapcsolni a kisérlethez, hogy a vizsgalt
vegyiiletek kémiai stabilitasa -18 °C alatt vagy tartositott allapotban demonstralhato legyen.
Oldoszeres extrakcios vagy szilard fazisu extrakcios (SPE) 1épést is magaban foglalo analitikai
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modszereknél az extrakcidt azonnal a mintavétel utan, vagy a fagyasztott minta maximum 24
oraig tarto tarolasa utan el kell végezni.

Az analitikai mddszer érzékenységének fliggvényében a pont 16. sordban jelzetteknél nagyobb
mintatérfogatok lehetnek sziikségesek. A vizsgalat konnyedén kivitelezheté 2-3 literes
lombikokban egy literes teszttérfogatokkal, amely lehetévé teszi kb. 100 ml minta levételét.

ADATOK ES DOKUMENTALASUK
AZ EREDMENYEK KEZELESE

Az adatok abrazolasa

Kerekitsiik a mintavételi idopontokat egész orakra (hacsak az anyag lényeges mértékii
lebontasa nem percek kérdése), de ne egész napokra. Abrazoljuk a vizsgalati anyag becsiilt
anyagok esetében) az 1d6 fliggvényében mind linearis, mind fél-logaritmikus skalan (lasd 1.a,
1.b abra). Ha lebontés jatszodik le, hasonlitsuk 6ssze az Fr lombikok eredményeit az Fg
lombikokéval. Ha a vizsgalati anyagos lombikok (Fr) eredményeinek atlaga kevesebb, mint
10%-kal tér el a steril lombikokétdl (Fs), akkor megallapithatd, hogy a tapasztalt lebontas
alapvetGen abiotikus. Amennyiben az Fglombikokban a lebontas kisebb mértékii, az értékekkel
korrigaljuk az Fr lombikoknal kapott értékeket (kivonassal), hogy becsiilni tudjuk a biologiai
lebontas mértékét. Ha a {6 transzformacios termékek valaszthatod analizisét elvégeztiik, akkor
ezek keletkezését €s fogyasat is abrazolni kell a vizsgalati anyag fogyasa mellett.

Hatarozzuk meg a lappangasi fazis t; hosszat a lebontasi gérbébdl (fél-logaritmikus abrazolas)
ugy, hogy extrapolaljuk ennek linedris részét a zErd lebontasig, vagy ugy, hogy meghatarozzuk
a 10%-os lebontashoz sziikséges idot (lasd 1.a, 1.b abra). A fél-logaritmikus abrabdl becsiiljiik
meg az elsérendii sebességi allandot (k) és standard hibajat az id6 fiiggvényében felvett
“C méréseknél csak a gorbének lappangasi fazis vége utdni kezdeti lineris szakaszat
hasznaljuk, és a kivalasztasnal a kisszamu, reprezentativ adatokat részesitsiikk elényben a
nagyobb szami, de bizonytalan adatokkal szemben. A bizonytalansag tartalmazza a mért
marad6 "*C aktivitasok javasolt direkt felhasznalasabol ered hibakat (Iasd lent). Ha a lebontas
kétfazisa lefutast kdvet, néha fontos Iehet két kiilonbozd sebességi allandd szamitasa. Ebbol a
célbodl a lebontési gorbe két kiilonbozo fazisa definialhat6. Az ugyanabbol a lombikbol vett
mintdk esetében a parhuzamosokban minden egyes lombikra szamitani kell a sebességi
allandot (k) és a felezési id6t (t,, = In2/k); vagy ha a lombik teljes tartalmat analizaljuk (lasd az
1.8.9.2 pont utols6 bekezdése), akkor az eredmények atlagabol. Amikor az els6 modszert
hasznéljuk, a sebességi allandot és a felezési id6t megadjuk a parhuzamosok minden egyes
esetében a lebontasi gorbe jelentdsen eltérhet az egyenestdl (fél-logaritmikus abrazolas) és az
elsdrendii kinetika érvénytelen lehet. Ennek kdvetkeztében a felezési id6 megadasanak nincs
értelme. Egy limitalt adattartomanyra azonban haszndlhaté pszeudo-elsérendi kinetika, és a
lebontasi felezési id6 DTsy (az 50%-os lebontashoz sziikséges idG) becsiilhetd. Ugyanakkor
fontos szem el6tt tartani, hogy a lebontas iddtartama a kivalasztott adattartomanyon tal a DTs,
hasznalataval nem hatarozhaté meg, mivel ez az érték csupan ennek az adatsornak a sajatja. A
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statisztikai szamitasokat és a gorbeillesztést konnyité segédeszkdzok konnyen hozzaférhetdek,
és az ilyen tipusu szoftverek alkalmazasa ajanlott is.

Specifikus kémiai analizis elvégzése esetén hatarozzuk meg a lebontasi allandokat €s felezési
idoket az elsddleges lebontasra, a teljes mineralizaciora leirtak szerint (lasd fent). Ha az
elsddleges lebontas a meghataroz6 folyamat, néha a teljes lebontasi id6étartam pontjai
felhasznalhatoak. Ennek oka az, hogy szemben a '“C aktivitasméréssel, ezek a mérések
direktek.

Ha '"C-jelolt anyagot hasznilunk, a tomegkiegyenlitést a bemért kezdeti koncentraci6
szazalékaban kell kifejezni, legalabb a vizsgalat végeztével.

Marado aktivitas

Amikor a '*C —jelzett szerves anyag lebontodik, a '*C nagy része '*CO,-da alakul, mig a masik
része a biomassza ndvekedésére és/vagy extracellularis metabolitok szintézisére hasznalddik
fel. Ennek kovetkeztében az anyag bioldgiai lebontasanak maximalis szintje nem eredményezi
széntartalmanak 100%-os atalakulasat '*CO,-d4. A "*C bioszintézis-termékekbe épiil be, majd
ezt kovetéen, a masodlagos mineralizacionak koszonhetden lassan, '*CO, formaban
felszabadul. Ezen okok miatt a maradé '*C aktivitas (a CO, kilizése utan) vagy az id6
fliggvényében felvett termelddé '‘CO, dbrazolisakor a lebontis befejezédése utan egy
ezért csupan a gorbe kezdeti szakaszat (a lappangasi fazis befejezédése utan és a kb. 50%-os
lebontasi szint elérése elott) hasznaljuk a lebontadsi sebességi allando szamitasdhoz. Ha a
vizsgalati anyag lebomlik, a teljes maradd szerves '“C aktivitas mindig nagyobb, mint a
marad¢ intakt vizsgalati anyaghoz kapcsolhatd '“C aktivitas. Ha a vizsgalati anyag elsérendii
reakci6 szerint bomlik, és egy alland6 o mennyisége CO,-d4 mineralizalodik, a '“C csokkenés
gorbéjének (teljes szerves '“C az id6 fiiggvényében) kezdeti meredeksége a-szorosa lesz a
részének) megfelelé gorbe meredekségének. A teljes szerves '‘C aktivitds korrigélatlan mért
értékeit hasznalva a szamitott lebontasi sebességi allandd ennek kovetkeztében csak oOvatos
mért radiokémiai aktivitasokbol becslé modszer a szakirodalombol ismert (2)(9)(10)(11). Az
ilyen eljarasok a legkonnyebben a gyorsan bomlé anyagokra alkalmazhatoak.

AZ EREDMENYEK INTERPRETACIOJA

Amennyiben k fiiggetlennek bizonyul az alkalmazott koncentraciétol (azaz a k szamitott értéke
kozel azonos a kiilonbozo vizsgalati anyag-koncentraciok esetén) megallapithatd, hogy az
elsdrendii sebességi allando reprezentativ az adott koriilményekre, azaz a vizsgalati anyagra, a
vizmintara és a teszthomérsékletre. Hogy az eredmények milyen mértékben altalanosithatoak
és vetithetéek ki mas rendszerekre, csak szakértdi vélemények alapjan hatarozhaté meg.
Amennyiben a vizsgalati anyagot magas koncentracioban alkalmazzuk, és igy a lebontas nem
elsorendii kinetikat kovet, az adatok nem hasznalhatéak fel elsérendii lebontasi sebességi
allando és a megfeleld felezési id6 megadasdhoz. Az ilyen adatok azonban még mindig
hasznalhatéak a teljes mineralizacidé mértékének becslésére ¢€s/vagy a transzformacios
termékek kimutatasara és mennyiségi meghatarozasara.

Amennyiben a biologiai lebontdson kiviili egyéb, a vizsgalati anyag mennyiségének
csokkenésével jaro folyamatok (hidrolizis vagy volatilizacid) sebessége ismert, ezek értékét a
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teljes koncentracié csokkenési sebességébdl a vizsgalat soran kivonva egy kozelitd biologiai
lebontasi sebességet kaphatunk. A hidrolizis-adatokhoz a steril kontrollbol vagy nagyobb

sres

A "CO, indirekt és direkt meghatarozasa (lasd 1.8.9.4 pont és 3. melléklet) csupéan a vizsgalati
anyag CO,-d4 torténd mineralizacidja mértékének mérésére hasznalhato. A '*C-jelslt vizsgalati
keletkezését radiokromatografiaval (RAD-TLC) vagy HPLC-vel analizalhatjuk. A felezési ido
direkt meghatarozasahoz sziikséges, hogy ne legyen jelen f6 transzformacios termék (definicio
szerint az alkalmazott vizsgalati anyag 10%-a <). Ha a definici6 szerint ilyen anyag jelen van,
az adatok részletes kiértékelésére van sziikség. Ez jelenthet megismételt vizsgalatot, és/vagy a
transzformacios termék azonositasat (lasd 1.8.9.5 pont elsé bekezdése), hacsak a termék sorsa
a gyakorlatban egyértelmiien meg nem allapithatd (pl. a lebontési utvonal ismerete). Mivel a
vizsgalati anyag CO,-da alakult hanyada valtoz6 (er6sen fligg a vizsgalati anyag €s mas
hozzaférhetd szubsztratok koncentraciojatol, a tesztkoriilményektél és a mikrobialis
populaciotol) ez a vizsgalat nem alkalmas a teljes biologiai lebontas kozvetlen szamitasara,
amit pl. a DOC fogyasi vizsgalatban lathatunk, de az eredmények hasonldak a respirometrias
vizsgalatbol kaphatoakkal. A mineralizaci6 mértéke igy a teljes biologiai lebontas minimalis
szintjénél kisebb, vagy azzal egyenld lesz. Hogy még teljesebb képet kapjunk a teljes bioldgiai
lebontasrol (mineralizacio és biomasszaba torténd beépiilés), a '‘C fazismegoszlasanak
analizisét a vizsgalat végén el kell végezni (lasd 1. melléklet). A "“C a diszpergalt fazisban a
bakteridlis biomasszaba beépiilt “C-bél és a szerves részecskékhez tapadt '*C-bél fog allni.

A VIZSGALAT VALIDITASA

Amennyiben a referenciaanyag nem bomlik le a vart id6tartam alatt (anilinre és natrium-
benzoatra altalaban kevesebb, mint két hét), a vizsgalat validitasa kétségbe vonhato és tovabbi
ellendrzése sziikséges, vagy a vizsgalatot j vizmintaval meg kell ismételni. A modszer egy
ISO-korméréses tesztsorozataban, amelyben Eurdpa-szerte hét laboratérium vett részt, az
anilinre alkalmas lebontasi sebességi allandé a 0,3-1,7 nap™'-es tartomanyban mozgott, 20 °C-
on 0,8 nap'-es atlaggal és + 0,4 nap”' standard hibaval (t, = 0,9 nap). A vizsgalt vizmintakra
vonatkozoan milliliterenként 10° -10° CFU-nak (telepképzé egység) megfeleld bakteridlis
biomassza-tartalmat irtak le. A lebontasi sebességek az asvanyi anyagban dasabb kodzép-
europai vizekben nagyobbak voltak, mint a skandinav oligotrof vizekben, amit a kiilonb6z6
asvanyianyag-ellatottsag, vagy a kémiai anyagokkal valo elézetes kitettség okozhat.

A kisérlet végén a teljes visszanyerésnek (anyagmérleg) 90 és 110% kozott kell lennie
radioaktivan jelolt anyagoknal, mig nem jeldlt anyagok esetében a kezdeti visszanyerésnek

(recovery) a kisérlet kezdetén 70 és 110% kozott kell lennie. Az emlitett tartomanyok azonban
csak megcélzando értékek, és nem hasznalhatok a vizsgalat elfogadhatosagi kritériumaiként.

VIZSGALATI JEGYZOKONYV

A vizsgalat tipusanak (azaz nyilt vizi vagy lebeg6 iiledék vizsgalat) egyértelmtien meg kell
jelennie a vizsgalat jegyzOkonyvében, amelynek az alabbi informaciot is tartalmaznia kell:

Vizsgalati anyag és referenciaanyag(ok):
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kozkeletli nevek, kémiai elnevezések (ajanlottak a IUPAC és/vagy CAS elnevezések), CAS

s

megjeldlésével) és a vizsgalati anyag és referenciaanyag fontos fizikokémiai tulajdonsagai
(lasd 1.5 és 1.6 pont);

- a transzformacidés termék azonositasahoz és mennyiségi meghatarozasahoz hasznalt
standardok kémiai elnevezései, CAS szdmai, szerkezeti képletei (ha az alkalmazott anyag

crer

- avizsgalati anyag és referenciaanyag tisztasaga (szennyezései);

- ajelolt vegyiilet radiokémiai tisztasaga és specifikus aktivitasa (ahol sziikséges).

Felszini viz:

A levett vizmintardl az aldbbi minimalis informaciokat kozre kell adni:

a mintavételi hely fekvése ¢€s leirasa, ha lehetséges, szennyezettségi eldtorténete;
- amintavétel idopontja;

- asvanyi anyagok (total N, ammonium, nitrit, nitrat, total P, oldott ortofoszfat);

- mintavételi mélység;

- aminta allaga (pl. szin és zavarossag);

- DOC ¢és TOC;

- BOD;

- hoémérséklet és pH a mintavétel helyén és idején;

- oxigén vagy redoxpotencial (csak abban az esetben kotelezd, ha az aerob koriilmények
megléte nem nyilvanvalo);

- ionerdsség vagy konduktivitas (tengerviz és brakk viz esetében);
- lebeg6 szilard anyagok (zavaros minta esetén);

- egyéeb, esetleg fontos informaciok a mintavétel idépontjaban a mintavétel helyszinérdl (pl. a
folydk, vagy tengeraramlatok aktualis vagy multbéli adatai, kdzeli f6 kidmlések és ezek
tipusa, id6jarasi koriilmények a mintavétel idépontjat megeldzden);

¢és valaszthatoan:

- mikrobialis biomassza (pl. akridinnarancs direkt sejtszam vagy telepképzo egység);
- szervetlen szén;

- klorofill-a koncentracid, mint az alga- biomassza specialis mérése.

Ezen tOlmenden lebegd tiledék vizsgalat végzése esetén az aldbbi informacidkat kell
rendelkezésre bocsatani az tiledékrdl:

- azliledék mintavételi mélysége;

- azlledék allaga (igymint szines, saras, iszapos, vagy homokos);
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- textura (pl. durva homok, finom homok, iszap és agyag%-ban)

- alebegd szilard anyag szaraztomege g/l-ben, TOC koncentracid vagy égetés soran fellépd
tomegcsokkenés mint a szervesanyag-tartalom mérészama;

_pH

- oxigén vagy redoxpotencidl (csak abban az esetben kotelezO, ha az aerob koriilmények
megléte nem nyilvanvalo).

Tesztkoriilmények:

- amintavétel és a laboratoriumi felhasznalas kozott eltelt id6, mintatarolas és a minta
elokezelése, a vizsgalatok kivitelezésének idépontja;

- az alkalmazott vizsgalati anyag mennyisége, tesztkoncentracio és referenciaanyag;

- avizsgalati anyag alkalmazasanak modszere, oldoszer hasznalata;

- a hasznalt felszini viz és iiledék (ha hasznaljuk) térfogata, és az egyes 1dokozonként
analizisre levett mintak térfogata;

- az alkalmazott tesztrendszer leirasa;

ha a kivitelezés nem sotétben folyik, a szort fényre vonatkozé informacio;

- informaci6 a steril kontrollok beallitasanak modszereir6l (pl. hémérséklet, az
autoklavozasok ideje és szdma);

- inkubéacids homérséklet;

- informaci6 az analitikai technikakrél, a radiokémiai mérési modszerekrdl, a
tomegkiegyenlités ellendrzésének és a fazismegoszlds mérésének (amennyiben hasznaljuk)
modszerérol;

- aparhuzamosok szama.

Eredmények:

- avisszanyerés szazaléka (lasd 1.7.1 pont);

- az alkalmazott analitikai modszer ismételhetdsége €s érzékenysége, beleértve a mennyiségi
meghatarozasi hatart (LOD) és a mérhetdségi hatart (LOQ) (lasd 1.7.2 pont);

- az Osszes mért adat (beleértve a mintavételi idopontokat) és szamitott érték tablazatos
formaban, a lebontasi gorbe minden egyes tesztkoncentraciora minden parhuzamosban, a
logaritmikus abrazolas meredekségének korrelacios koefficiense, a becsiilt lappangasi fazis
¢s az elsorendi vagy pszeudo-elsdrendii sebességi allandd (ha lehet), és a megfeleld
lebontasi felezési id6 (vagy féléletidd, ts);

- fontos értékek, mint az egyedi mintakbol kapott eredmények atlagai, pl. a lappangasi fazis
hossza, lebontasi sebességi allandd, lebontasi felezési id6 (vagy ts);

- a rendszer nem adaptalodottként, vagy adaptalddottként torténd kategorizaldsa a lebontasi
gorbe lefutasabdl, vagy a tesztkoncentracid esetleges hatasabol;

- a végsd anyagmérleg-ellendrzés eredményei €s a fazismegoszlas-mérések eredményei (ha
vannak);
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a mineralizalodott '*C aranya és specifikus kémiai analizis hasznalata esetén az elsédleges
bioldgiai lebontas végsé szintje;

az alkalmazott és f6 transzformacids termékek azonositasa, molaris koncentracidja és
szazalékos ardnya (lasd az 1.8.9.5 pont elsd bekezdése), ahol sziikséges;

a transzformacio feltételezett lebontasi Utja, ahol sziikséges;

az eredmények Gsszegzése.
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1. MELLEKLET

A "C FAZISMEGOSZLASA

Az eljaras ellenbrzéséhez a marado teljes szerves '*C aktivitas (TOA) rutinvizsgalatait ki kell egésziteni a
tomegkiegyenlités-mérésekkel, amelyek magukban foglaljak a képz3dd, abszorbenssel megkotstt '*CO,
direkt meghatarozasat is (lasd 3. melléklet). A pozitiv "*CO, termel6dés Gnmagaban kdzvetlen bizonyiték
a biologiai lebontasra, szemben az abiotikus lebontassal, vagy mas anyagvesztési mechanizmussal, mint a
volatilizacio €s a szorpcid. A biologiai lebontasi viselkedést jellemz6 hasznos tobbletinformacié nyerheto
a részecskék membransziiréssel vagy centrifugélassal torténd eltavolitasat kovetden, az oldat fazis (oldott
szerves ‘C aktivitas, DOA) és a szuszpenzi6 fazis (szuszpendalt szerves '*C aktivitas, POA) kozotti TOA
megoszlasanak mérésébdl. A POA a mikrobialis biomasszara és mas részecskékre kitapadt vizsgalati
anyagbol, és e mellett a vizsgalati anyag széntartalmanak azon részébdl all, amely a szaporodo sejtek
anyaganak szintézisére forditodik, és igy beépiil a szuszpendalt biomassza frakcioba. Az oldott '*C szerves
anyag képzddése DOA-ként mérhet6 a bioldgiai lebontas végén (a degradacio-ido gorbe telitési szakasza).

Szamitsuk ki a marado '*C fazismegoszlasat a kivalasztott, 0,22 -0,45 um-es szlir6kon atsziirt mintakban.
A szlr6 anyaga nem adszorbealhat jelentésebb mennyiségii vizsgalati anyagot (a polikarbonat filterek
megfeleloek lehetnek). Ha a vizsgalati anyag szorpcidja a filteren til nagy mértéki (a kisérletet
megel6zden tesztelni kell), hasznalatat mellozziik, helyette nagysebességli centrifugalas (2000 g; 10 perc)
hasznalhato.

A szirlettel vagy a centrifugélt mintaval jarjunk el a 3. melléklet sziiretlen mintékra leirt modszere szerint.
Oldjuk fel a membranfiltert a megfeleld szcintillacids folyadékban, és mérjiik a beiitésszamot a szokott
moédon, a kioltas korrigalasara normalisan a kiils6 standard-arany modszert, vagy mintaoxidalast
hasznalva. Ha centrifugalast hasznaltunk, reszuszpendaljuk a részecskéket tartalmazd fazist 1-2 ml
desztillalt vizben, és juttassuk szcintillacids livegesébe. Ezt kovetden mossuk még kétszer, 1-1 ml
desztillalt vizzel, és a mosovizet is juttassuk az livegcsébe. Ha sziikséges, a folyadékszcintillacios
méréshez a szuszpenzid gélbe is agyazhato.
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2. MELLEKLET

FELFOLYAMATOS ELJARAS

A nehezen boml6 anyagok megfeleld lebontasanak eléréséhez meghosszabbitott, tobb honapos inkubacid
is sziikséges lehet. A tesztidoszak hossza normal esetben nem haladhatja meg a 60 napot, hacsak az
eredeti vizminta jellemzdinek fenntartdsa nem a tesztszuszpenzié lecserélésével torténik. Mindamellett a
tesztperiddust ki lehet terjeszteni maximum 90 napra a tesztszuszpenzid lecserélése nélkiil is, ha a
vizsgalati anyag lebontasa az elsé 60 napon beliil megkezd6dott.

Hossz idejii inkubacié soran a mikrobidlis populacié diverzitdsa kiilonbdzd anyagvesztési
mechanizmusok, valamint a vizminta alapvetd asvanyisoO-tartalménak ¢és elsOdleges széntartalmu
szubsztratjainak kimeriilése miatt lecsokkenhet. A lassan bomlo anyagok esetében a lebontasi sebesség
pontos meghatarozasahoz ezért a félfolyamatos vizsgalat alkalmazasa ajanlott. Ha az el6zetes
tapasztalatok alapjan a vizsgalati anyag 20%-os lebontasanak eléréséhez egy harom honapos inkubacio
varhat6, a vizsgalatot a félfolyamatos eljarassal kell el0segiteni. A masik megoldas az lehet, hogy ha a
vizsgalati anyag lebontasa egymenetes koriilmények kozott koriilbeliil 60 nap alatt nem torténik meg,
akkor a normal egymenetes vizsgalatot a félfolyamatos vizsgalatra valtjuk. A félfolyamatos eljaras is
leallithatd és egymenetes kisérletként folytathatd, ha jellemz6 lebontas torténik (pl. > 20%).

A félfolyamatos vizsgalatban a vizsgalati szuszpenzio térfogatanak koriilbeliil harmadat kéthetente a
kiindulasi koncentraciora beallitott, vizsgalati anyaggal ellatott, frissen vett vizzel cseréljiik le. Ha az
valaszthato lebegd iiledék vizsgalatot hajtjuk végre, akkor tiledéket adunk ugyanigy cserevizhez, a kezdeti
koncentraciot (0.01 és 1 g/l kozott) hozva 1étre. A lebegd iiledék vizsgalat kivitelezése soran fontos, hogy
a rendszert teljesen felszuszpendaljuk a vizcseréhez is, valamint hogy a tartézkodasi idonek azonosnak
kell lennie a szildrd anyagokra és a vizre, mivel egyébként a kivant hasonlosdgot a homogén vizes
rendszerekkel elveszthetjiik. Ezen okok miatt a félfolyamatos eljaras alkalmazasa soran a lebegé tiledék

crer

crcr

tesztszuszpenzio részleges megujitdsaval nem lépjiik tal, ennélfogva az adaptacio jelensége, ami a
vizsgalati anyag magas koncentracidinal gyakran fellép, kikiiszobolodik. Mivel az eljaras mind re-
inokulécioval, mind a kimeriilé asvanyi anyagok és elsddleges szubsztratok poétlasaval jar, a vizsgalat
hossza alapjaban véve korlatlanul megnyujthatd. Fontos megjegyezni, hogy félfolyamatos eljaras
hozzaadott és eltavolitott vizsgalati anyag-mennyiséggel. A teljes és az oldott vizsgalati anyag-
koncentraci6 a csekély mértékben adszorbealodo vegyliletek esetében felcserélhetd egymassal. A szorpcio
az adott koriilmények kozott (0,1-1 g szilard anyag/l) a log K, <3 értékii (neutralis, lipofil vegyiiletekre
érvényes) anyagokra vonatkozoan elhanyagolhatd (< 5%). Ezt a kovetkezd szamitasi példan keresztiil
mutatjuk be. 0,1 g/l szilard anyag durvan 10 mg szénnek felel meg literenként (szénfrakcio, fc = 0,01). Ha
feltételezziik, hogy:
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Log K, (vizsgalati anyag) = 3

Koe=0,42 x Koy

Megoszlasi koefficiens, Ky= fc x Ko,

akkor a teljes koncentracié oldott frakcidja (C-viz (C,)/C-teljes (C)):

Co/Ci=1/(1 + Kgx SS) = 1(1 + Ko x fex SS)=1/(1 + 0,42 x 10°x 0,01 x 0,1 x 107) = 0,999
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3. MELLEKLET

A “CO, MEGHATAROZASA

Indirekt “CO, meghatarozas

Rutinmérésekhez az indirekt modszer altalaban a legkevésbé iddigényes és legpontosabb moddszer, ha a
vizsgalati anyag nem illékony és nem alakul at illékony transzformacios termékekke. Egyszeriien juttassuk
a szlretlen mintakat, pl. 5 ml térfogati szcintillacids tivegcsékbe. Kezdetben a megfeleld aktivitas a
mintakban 5000 dpm-10000 dpm (80-170 Bq), és a minimum kezdeti aktivitas kb. 1000 dpm. Az egy-két
csepp tomény H;PO,-val vagy HCl-val pH 2-3-ra torténd savanyitds utdn a CO,-t ki kell Gzni a
rendszerbdl. Ez kb. fél-egy oOran at tartd levegd-atbuborékoltatassal torténhet. Mas megoldasként az
iivegesék intenziven razathatok 1-2 oraig (példaul mikrotanyéros razon), vagy ovatosabb razatas mellett
egy ¢€jszakan keresztiil. A CO, kilizésének hatasfokat ellendrizni kell (a levegdztetés vagy a razatasi
periddus meghosszabbitasaval). Ezutin a vizes mintak belitésszamanak meghatarozasara alkalmas
szcintillaciés folyadékot adunk a rendszerbe, majd a minta vortexes homogenizalasa utan a radioaktivitas
folyadék szcintillacios méréssel, a vizsgalat vakok (Fg) hattéraktivitasanak kivonasadval meghatarozhato.
Hacsak a tesztviz nem nagyon szines, vagy nem tartalmaz nagy koncentracioban részecskéket, a mintak
rendes koriilmények kozott egységes kioltast mutatnak, és elegendo kiilsé standard alkalmazasaval kioltasi
korrekciot végezni. Ha a tesztviz nagyon szines, a kioltasi korrekciot belsé standard hozzaadasa révén
szlikséges kalkulalni. Ha részecske-koncentracié magas, nem mindig lehetséges homogén oldathoz vagy
gélhez jutni, vagy nagy lehet a kioltas eltérése a mintak kozott. Ilyen esetekben az alabbiakban bemutatott
tesztzagy-mérési modszert kell alkalmazni. Ha a vizsgalat mint lebegd iiledék vizsgalatot végezzik el, a
*CO, mérést indirekt modon kell elvégezni egy homogén 10 ml-es tesztviz/szuszpenzié mintabol, ahol a
fazisokat megfelel$ sebességii (pl. 40000 m/s’-en 15 percig) centrifugalassal szeparaltuk. Ezutan a vizes
fazissal a fentiek szerint jarunk el. A '*C aktivitas mérése a lebegé részecskéket tartalmazo fazisbol (POA)
ugy torténik, hogy az iiledéket kevés vizben reszuszpendaljuk, majd szcintillacios iivegesékbe juttatjuk és
szcintillacids folyadékot adunk hozza, hogy gél j6jjon l1étre (erre a célra specialis szcintillacios folyadékok
szerezhetOek be). A részecskék természetétdl (pl. szervesanyag-tartalmuk) fliggéen megvalosithato lehet a
mintak szdvet-szolubilizaloval torténd, egy €jszakan keresztiili emésztése, majd a szcintillacids folyadék
hozzédadasat megel6z6 vortexes homogenizalasa. Mas megoldasként a POA oxigénfeleslegben,
mintaoxidaloval torténd hevités segitségével is meghatarozhatdo. A mérés sordn mindig hasznalni kell
belsé standardokat, valamint sziikséges lehet kioltasi korrekciokat végrehajtani belsd standard
hozzaadasaval, minden egyes egyedi mintara vonatkozdan.

Direkt '*CO, meghatirozas

Ha a képz6d6 '*CO, t kézvetleniil mérjiik, akkor a vizsgalat kezdetekor tobb lombikot kell beallitani, majd
begyiijtéskor a vzsgalati lombikokat pH 2-3 kozé kell savanyitani minden egyes mérési pontnal, és a
"CO,-t fel kell fogni egy (a vizsgalat kezdetekor minden egyes vizsgalati lombikba behelyezett) belsd
vagy kiils6 abszorberrel. Az abszorbealdé anyag lehet lug (pl. 1 N NaOH oldat, vagy NaOH golyd),

97



etanolamin vagy egy etanolamin-alapi, kereskedelmi forgalombol beszerezhetd abszorber. A '*CO, direkt
méréséhez a lombikokat le kell zarni pl. butilgumi szeptummal.
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Marado aktivitas (a kezdeti aktivitas %-aban)
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1b. abra Példa az adatok fél-logaritmikus abrazolasara (In maradé aktivitas az idé fiiggvényében).
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I.1.

1.2.

VI. melléklet

C.26. Lemna sp. NOVEKEDESGATLASI VIZSGALATA

MODSZER

A modszer egyenértékii az OECD TG 221 (2006) jelii vizsgalataval (1). Az eurdpai unids
hatosagok széles korben egyetértenck abban, hogy az erdsen szinezett anyagok esetében a
Lemna-vizsgalat megfelel6 mddon helyettesiti az algdkon végzett vizsgalatot (2)(3).

BEVEZETES

Ez a vizsgalati modszer kiilonboz6 anyagok altal a Lemna (békalencse) nemzetséghez tartozo
édesvizi névényekre kifejtett toxikus hatds meghatarozasara szolgal. A modszer meglévo
iranymutatasokon (4)(5)(6)(7)(8)(9) alapul, de azoktol tobb kulcsfontossaghi kérdés
tekintetében, a legfrissebb kutatdsi eredmények és szakmai egyeztetések figyelembevétele
érdekében eltér. A javasolt modszer validdlasa nemzetkozi korvizsgalattal (10) tortént.

A vizsgalati médszer Lemna gibba és Lemna minor felhasznalasaval végzendd toxicitasi
vizsgalatot ir le; mindkét fajon szamos vizsgalatot végeztek, ¢s a fent emlitett szabvanyositott
vizsgalatok is ezekre vonatkoznak. A Lemna nemzetség rendszertana nehezen leirhatd, amit
tovabb bonyolit a 1étez6 fenotipusok nagy szama. Bar a Lemna nemzetségben a genetikai
eltérések a toxikus anyagokkal szembeni viselkedés valtozatossagat eredményezhetik, errdl a
valtozordl egyeldre kevés adat all rendelkezésre ahhoz, hogy az ismertetendd eljaras keretében
konkrét klon hasznalatat ajanlhassunk. Megjegyzendd, hogy a vizsgalat nem  steril
korilmények kozott zajlik, de az eljaras egyes szakaszaiban eréfeszitéseket kell tenni annak
érdekében, hogy mas €16 szervezetek zavaro hatasa a lehetd legkisebb legyen.

Az aldbbiakban részletesen ismertetjiik a vizsgalati oldat cseréjével végzett (félstatikus és
atfolydsos) és a vizsgalati oldat cseréje nélkiil végzett (statikus) vizsgalatokat. A vizsgalat
céljatol és a jogszabalyi kovetelményektol fliggden a félstatikus és az atfolyasos vizsgalat
alkalmazasat példaul az oldatbol gyorsan eltavozo (illékony, fény hatasara lebomlo, kicsapodo
vagy biologiailag lebomld) anyagok esetén érdemes megfontolni. Tovabbi irdnymutatast a (11)
irodalom tartalmaz.

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Az eljaras alkalmazasaban:

Eléanyag-tomeg: a populacioban 16v6 él6 anyag sziraz tomege. A vizsgilat soran az
¢éloanyag-tomeg helyett jellemzoen helyettesitdé mennyiségeket, példaul levélszamot vagy

levélteriiletet mériink, és ezekre a helyettesitd mennyiségekre is ,,él0anyag-tomegként”
hivatkozunk.
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Klorézis: a levélszovet sargulasa.

Klén: egy adott egyedbdl ivartalan szaporodassal 1étrejovo szervezet vagy sejt. Az azonos
klénhoz tartozo egyedek tehat genetikai szempontbdl azonosak.

Telep: egymashoz kapcsolédd anya- és leanylevelek (altalaban 2-4) Osszessége. Néha
novénynek is nevezik.

EC,: a vizsgélati oldatban feloldott vizsgalt anyag azon koncentracidja, amely adott expozicios
id6 alatt a Lemna novekedésének x %-os (példaul 50 %-os) csokkenését okozza (az expozicios
1d6t kiilon meg kell adni, ha eltér a vizsgalat rendes vagy teljes iddtartamatol). Hogy
egyértelmll legyen, hogy az EC értékét a ndvekedési sebességbdl vagy a kihozatalbol nyertiik-
e, novekedési sebesség esetén ,,E.C’-t, kihozatal esetén ,,E,C”-t irunk, majd ezt kdvetden
megadjuk a mérési valtozot, példaul: ,,E,C (levélszam)”.

Atfolyasos vizsgalat: olyan vizsgalat, amelynek soran a vizsgalati oldatot folyamatosan
cseréljuk.

Levél: a békalencse novény egyetlen kiilonallo, ,levélszerti” strukturdja. Ez a szaporoddsra
képes legkisebb egység (egyed).

Pupossag: pupos vagy duzzadt megjelenést mutato levelek.

Novekedés: a vizsgalat ideje alatt a mérési valtozoban (példaul a levélszaimban, a szaraz
tomegben, a nedves tomegben vagy a levélteriiletben) bekdvetkezd ndvekedés.

Novekedési sebesség (atlagos fajlagos novekedési sebesség): az ¢éloanyag-tomeg
logaritmikus ndvekedése az expozicids ido alatt.

Eszlelheté hatist okozé legkisebb koncentraci6 (LOEC): az a legkisebb vizsgilt
koncentracid, amely mellett adott expozicios id6 alatt az anyag statisztikailag szignifikans
mértékben (p < 0,05) csokkenti a novekedést a kontrolltenyészethez képest. Az LOEC felett
ugyanakkor minden koncentraciénak legaldbb akkora karos hatast kell eredményeznie, mint
amelyet az LOEC okoz. Ha ez a két feltétel nem elégithetd ki, az LOEC (és igy az NOEC)
megvalasztasat részletesen indokolni kell.

Mérési valtozék: minden olyan valtozo, amelyet a vizsgalat végpontjanak egy vagy tobb
kiilonb6z06 hatasvaltozo segitségével torténo kifejezése érdekében mériink. Ebben az eljarasban
mérési valtozo a levélszam, a levélteriilet, a nedves tomeg és a szaraz tomeg.

Monokultiara: egyetlen névényfajbol 4ll6 tenyészet.

Nekrozis: elhalt (példaul fehér vagy vizzel atitatott) levélszovet.

Eszlelhet6 hatast még nem okoz6 koncentracié (NOEC): az a vizsgalt koncentracio, amely
kozvetleniil az LOEC alatt helyezkedik el.

Fenotipus: az él6lény észlelhetd, génjei és a kornyezet kolcsonhatasa altal meghatarozott
jellemzoi.

Hatasvaltozok: a toxikus hatads becslésére szolgald, az éléanyag-tomeget leird mérési
valtozokbol kiilonb6z6 szamitasi modszerekkel szarmaztatott valtozok. Ebben az eljarasban
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1.3.

hatasvaltozo a ndvekedési sebesség és a kihozatal, amelyeket a levélszambol, a levélteriiletbol,
a nedves tomegbdl és a szaraz tdomegbdl mint mérési valtozokbol szarmaztatunk.

Félstatikus (oldatcserés) vizsgalat: olyan vizsgalat, amelynek sordn a vizsgalati oldatot
bizonyos idokozonként lecseréljiik.

Statikus vizsgalat: olyan vizsgalat, amelynek soran a vizsgalati oldatot nem cseréljiik le.

A vizsgalat végpontja: az az altalanos jellemzd, amelyre a vizsgdlat iranyul, és amely a
vizsgalt vegylilet hatdsara a kontrolltenyészethez képest megvaltozik. Ebben az eljardsban a
vizsgalat végpontja a novekedésgatlas, amely kiillonb6z0, egy vagy tobb mérési valtozobol
szarmaztatott hatasvaltozok segitségével fejezheto ki.

Vizsgalati oldat: az a teljes, szintetikus tapoldat, amelyben a vizsgalt ndvények a vizsgalt
anyag jelenlétében novekednek. A vizsgalt anyag altalaban oldott formaban van jelen a
vizsgalati oldatban.

Kihozatal: az ¢él6anyag-tomeget leir6 mérési valtozo értéke az expozicids id6 végén, minusz
ugyanezen valtozo értéke az expoziciods id6 kezdetén.

A VIZSGALAT ELVE

Exponencialisan novekedd, a Lemna nemzetséghez tartozd6 novénytenyészeteket
monokultaraként hét napig ndvekedni hagyunk a vizsgalt anyag kiilonb6z6 koncentracidinak
jelenlétében. A vizsgalat célja: a vizsgalat idOtartama alatt a vizsgalt anyag vegetativ
novekedésre gyakorolt hatasanak szamszer(i kifejezése alkalmasan megvalasztott mérési
valtozok értékelése alapjan. Elsddleges mérési valtozoként a levélszam szolgal. Emellett
legalabb még egy mérési valtozot (a levelek Osszteriiletét, a szaraz tomeget vagy a nedves
tomeget) is mérni kell, mert bizonyos anyagok mas mérési valtozokat sokkal inkabb
befolyasolnak, mint a levélszdmot. A vizsgalt anyag hatasainak szamszer(i kifejezése
érdekében a  vizsgdlati oldatban bekovetkezd novekedést  Osszehasonlitjuk a
kontrolltenyészetben bekdvetkezd novekedéssel, és meghatarozzuk azt az EC, (példaul ECsg)
koncentraciot, amely egy adott x %-os (példaul 50 %-os) ndvekedésgatlast idéz elo.

A vizsgalat végpontjaként a novekedésgatlds szolgal, amelyet a mérési valtozoban az
expozicids id6 alatt bekovetkezd logaritmikus novekedéssel (az atlagos fajlagos ndvekedési
sebességgel) fejeziink ki. A vizsgalati oldatokra egyenként kiszamitott atlagos fajlagos
novekedési sebességek alapjan meghatarozzuk azt az E,C, (példaul E,Csy) koncentraciot, amely
egy adott x %-os (példaul 50 %-os) novekedésgatlast idéz eld.

Az eljaras masik hatasvaltozdja a kihozatal, amelyre bizonyos orszagok esetében a jogszabalyi
kovetelmények teljesitéséhez lehet sziikség. A kihozatal a mérési valtozoknak az expozicios
id6 végén érvényes értéke és az expozicios id6 kezdetén érvényes értéke kozotti kiilonbséget
jelenti. A vizsgalati oldatokra egyenként kiszamitott kihozatalok alapjan meghatarozzuk azt az
E,Cc (példaul E,Cs9) koncentraciot, amely egy adott x %-os (példaul 50 %-os)
névekedésgatlast idéz eld.

Statisztikai eljarassal meghatarozhatd tovabba az észlelhetd hatast okozd legkisebb
koncentracié (LOEC) és az észlelhetd hatast még nem okozo koncentracié (NOEC) értéke is.
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1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.7.1.

A VIZSGALT ANYAG ADATAI

Rendelkezésre kell allnia egy olyan analitikai eljarasnak, amellyel a vizsgalati oldatban 1évo
anyag mennyisége kell6 pontossaggal meghatarozhato.

A vizsgalati koriilmények rogzitése érdekében célszeri lehet tajékozodni tobbek kozott a
vizsgalt anyag szerkezeti képletérdl, tisztasagarol, vizben vald oldhatdsagardl, vizben €s fény
hatasara tanusitott stabilitasarol, pK, ¢és K., értékérdl, gbéznyomdasardl ¢és biologiai
lebonthatosagardl. A vizben vald oldhatosagbdl és a goznyomasbol meghatarozhatd a Henry-
allando, amely megmutatja, mennyire kell arra szamitani, hogy a vizsgalat soran a vizsgalt
anyag jelentés mennyiségben eltavozik. Ennek alapjan eldonthetd, kell-e kiilon gondoskodni az
igy adodo veszteségek ellenstlyozasardl. Ha a vizsgalt anyag oldhatosagara és stabilitasara
vonatkozd informaciok bizonytalanok, célszerli ezeket a vizsgalat koriilményei, azaz a
vizsgalati oldat, hémérséklet €s fényviszonyok mellett meghatarozni.

Ha kiilonosen fontos a vizsgalati oldat pH-értékének szabéalyozasa, példaul konnyen
hidrolizal6do fémek vagy egyéb anyagok vizsgalata esetén, akkor ajanlatos a vizsgalati oldatot
pufferrel kiegésziteni (lasd az 1.7.4. szakasz els0 bekezdését). A (11) irodalom tovabbi
iranymutatast ad olyan anyagok vizsgalatahoz, amelyek fizikai-kémiai jellegzetességeiknél
fogva nehezen vizsgalhatok.

REFERENCIAANYAG

A vizsgalati eljaras referenciaanyag(ok), mint példaul a nemzetkdzi korvizsgalatban (10)
alkalmazott 3,5-diklor-fenol segitségével ellendrizhetd. Referenciaanyaggal legalabb évente
kétszer (ha ennél ritkdbban végziink vizsgélatot, akkor a vizsgalt anyag toxicitasanak
meghatarozasaval parhuzamosan mindig) ajanlott vizsgalatot végezni.

A VIZSGALAT ERVENYESSEGE

A vizsgalat akkor érvényes, ha a kontrolltenyészetben a levélszam megkett6z0dési ideje 2,5
napnal (60 Oranal) kisebb, ami hét nap alatt koriilbeliil hétszeres ndvekedést, illetve
0,275 1/nap atlagos fajlagos ndvekedési sebességet jelent. A jelen modszerben ismertetett
vizsgalati oldat és vizsgalati koriilmények alkalmazasa esetén ez a feltétel statikus vizsgalattal
kielégithetd (8). Varhatd, hogy a feltétel félstatikus és atfolydsos vizsgalat esetén is
kielégithetd. A megkett6z6dési id6 szamitasat a 2.1. szakasz ismerteti.

A MODSZER LEIRASA

Eszkozok

Minden, a vizsgalati oldattal érintkez6 eszkoz iivegb6l vagy mas, kémiailag semleges anyagbol
legyen. A tenyésztés és a vizsgalat céljara felhasznalt iivegeszkdzok sterilek legyenek, és meg
kell oket tisztitani minden olyan kémiai szennyezddéstl, amely a vizsgalati oldatba
bemosodhatna. A vizsgalati edények legyenek kelléen szélesek ahhoz, hogy a
kontrolltenyészetekben a kiilonb6z6 telepek levelei a vizsgalat végéig atfedésmentesen
novekedhessenek. Nem jelent problémat, ha a gydkér az edény aljat éri, de ajanlatos legalabb
20 mm mélységii és legalabb 100 ml térfogati vizsgalati edényeket alkalmazni. Ha ezek a
feltételek teljesiilnek, a vizsgalati edények megvalasztasa nem kritikus. A korabbiakban a kelld
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1.7.2.

1.7.3.

méretl iiveg f6zOpoharak, kristalyosito tégelyek és iiveg Petri-csészék egyarant alkalmasnak
bizonyultak. A vizsgalati edényeket a parolgas és a véletlen szennyezddések megakadalyozasa
érdekében le kell fedni oly modon, hogy a levegd cserélddhessen. A vizsgélati edény,
kiilonosen pedig a fedd lehetdleg ne keltsen arnyékot vagy okozza a fény spektralis
jellemzéinek modosulasat.

A tenyészeteket és a vizsgalati edényeket ne tartsuk egyiitt. A legjobb megoldés, ha kiilon
kornyezeti novesztokamrakat, inkubatorokat vagy helyiségeket vesziink igénybe. A
fényviszonyok és a homérsékletek szabalyozhatok legyenek, és allando szinten kell ket tartani
(lasd az 1.7.8. szakaszt).

Vizsgalt szervezet

A vizsgalat sordn Lemna gibba vagy Lemna minor egyedeket kell haszndlni. A toxicitasi
vizsgalatokhoz korabban mar felhasznalt békalencsefajok rovid leirasat az 1. fiiggelék adja
meg. A novényanyag torzsgyljteménybdl, mas laboratoriumbol vagy a tereprél nyerhetd. A
tereprol szarmazd ndvényanyag tenyészetét felhasznalas eldtt legalabb nyolc hétig a vizsgélat
soran alkalmazandoval megegyezd tapoldatban kell tartani. A tenyészet kialakitdsahoz a
ndvényanyagot nyilvanvaldo szennyezOodéstél mentes helyszinrdl kell begyljteni. A mas
laboratoriumbol vagy torzsgylijteménybdl szarmazd ndvényanyagot legalabb harom hétig kell
hasonld koriilmények kozott tartani. A mérési jegyzOkonyvben mindig rogziteni kell a
ndvényanyag eredetét és a vizsgalathoz felhasznalt fajt és klont (ha ismert).

Olyan monokultarat hasznaljunk, amelyet mas ¢él6 szervezetek, példaul algdk vagy egysejtiiek
szemmel érzékelhetd modon nem szennyeznek. Az egészséges L. minor novények kettd6—o6t
levélbol allnak, mig a L. gibba egészséges telepei akar hét levelet is tartalmazhatnak.

A vizsgalat soran felhasznalt névények mindsége és egységessége jelentdsen befolyasolja a
vizsgalat eredményeit, ezért megvalasztasuk sordn kelld gondossaggal kell eljarni. Fiatal,
gyorsan novekvo, lathatd sériiléstél és fakulastdl (klorozistél) mentes egyedeket kell
felhasznalni. A j6 minGségii tenyészetet az jellemzi, hogy nagy aranyban tartalmaz legalabb két
levélbal allo telepeket. A sok egyediilallo levél kedvezodtlen kornyezeti kdriilményekre, példaul
tapanyaghianyra utal, ezért ilyen tenyészetekbdl vett egyedeket nem szabad a vizsgalatban
felhasznalni.

Tenyésztés

Az atoltas gyakorisdganak csokkentése érdekében (példaul ha egy ideig eldrelathatéan nem
végziink Lemna-vizsgéalatokat) a tenyészet csokkentett fényviszonyok mellett és hdmérsékleten
(4-10 °C) tarthatd. A tenyésztés koriilményeit részletesen a 2. fliggelék ismerteti. Ha olyan
nyilvanval6 jeleket figyeliink meg, amelyek algak vagy mas ¢él6 szervezetek okozta
szennyezOdésre utalnak, akkor a Lemna-levelek egy részét feliileti sterilizalasnak kell alavetni,
majd masik oldatba kell athelyezni (1asd a 2. fiiggeléket), a fennmaradoé szennyezett tenyészetet
pedig hulladékként el kell tavolitani.

A vizsgalatok el6tt legalabb hét nappal elegendé mennyiségii telepet csiramentesen friss, steril

oldatba kell athelyezni, majd hét-tiz napon at a vizsgalatnak megfeleld koriilmények kozott
tartani.
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1.7.4.

1.7.5.

1.7.6.

Vizsgalati oldat

Lemna minor és Lemna gibba esetén eltérd oldatot ajanlott alkalmazni az alabbiak szerint.
Kelld koriiltekintéssel meg kell fontolni pH-puffer alkalmazéasat a vizsgalati oldatban (MOPS
(4-morfolinpropanszulfonsav, CAS-szam: 1132-61-2; EINECS-szam: 214-478-5 a L. minor és
NaHCO; a L. gibba vizsgalati oldatdban), ha gyanithat6, hogy az oldat reakcioba Iéphet a
vizsgalt anyaggal és befolydsolhatja a toxikus hatast. Az érvényességi kritériumok betartasa
mellett Steinberg-féle tapoldat (12) is alkalmazhato.

A L. minor tenyésztése és vizsgalata soran a svéd szabvany (SIS) szerinti Lemna-tapoldat
modositott valtozatat ajanlott alkalmazni. E tapoldat osszetételét a 3. fiiggelék ismerteti.

A L. gibba tenyésztése és vizsgalata sordn a 3. fiiggelék szerinti 20X—-AAP tapoldatot ajanlott
alkalmazni.

A 3. fiiggelék szerinti Steinberg-féle tapoldat ugyancsak alkalmas L. minor esetén, és az
érvényességi kritériumok betartasa mellett L. gibba esetén is alkalmazhato.

Vizsgalati oldatok

A vizsgalati oldatokat altalaban tdrzsoldat higitasaval allitjuk elé. A vizsgalt anyag
torzsoldatait altalaban gy készitjiik, hogy az anyagot tapoldatban feloldjuk.

A vizsgalt anyag legnagyobb vizsgalati koncentracidja altalaban ne haladja meg az anyag
vizsgalati koriilmények kozott érvényes vizben vald oldhatosagat. Megjegyzendd azonban,
hogy a Lemna nemzetség egyedei a viz felszinén usznak, ezért olyan anyagok hatasanak is ki
lehetnek téve, amelyek jellemzden a viz és a levegd hatarfeliiletén fordulnak el6 (példaul
vizben nehezen oldddd vagy viztaszitd anyagok, feliiletaktiv anyagok). Ilyenkor az expozicid
nem a vizsgalati oldatban 1év0 anyag kovetkeztében all eld, és a vizsgalati koncentracio a
vizsgalt anyag jellemzoit6l fiiggben meghaladhatja a vizben vald oldhatosagot. Vizben
kismértékben oldodo vizsgalt anyag esetén sziikséges lehet szerves oldo- vagy diszpergéloszer
hogy konnyebb legyen a vizsgalati anyagbol a pontos mennyiséget a vizsgalati oldathoz
adagolni, és konnyebben végbemenjen az oldodds vagy a diszperzioképzddés. Ilyen anyag
alkalmazasat lehetdség szerint keriilni kell. A segédoldoszer vagy -diszpergaloszer alkalmazasa
nem jarhat fitotoxikus hatassal. A széles korben alkalmazott oldoszerek koziil példaul az
aceton vagy a dimetil-formamid 100 ul/l koncentracidig nem okoz fitotoxikus hatast. Az
esetleg alkalmazott oldo- vagy diszpergaloszer végsd koncentracigja — amelyet a mérési
jegyzokonyvben rogziteni kell — a lehetd legkisebb legyen (legfeljebb 100 ul/l), és az oldo-
vagy diszpergaloszert a vizsgalathoz és a kontrolltenyészet esetében azonos koncentracidban
kell alkalmazni. A (11) irodalom bévebb iranymutatast ad a diszpergaloszerekre vonatkozdan.

Vizsgalati csoportok és kontrollcsoportok

A vizsgalt anyag Lemna-fajokra gyakorolt toxikus hatasanak elézetes ismerete alapjan, amely
szarmazhat példaul koncentracidtartomany-meghatarozasi vizsgalatbol, megvalaszthatok az
alkalmas vizsgalati koncentraciok. A végleges toxicitasi vizsgalatnak altalaban 6t, egymassal
mértani  sorozatot alkotd vizsgalati koncentraciora kell kiterjednie. A koncentraciok
sorozatanak hanyadosa altalaban ne legyen 3,2-nél nagyobb, de lapos koncentracio—hatas
gdrbe esetén ennél nagyobb érték lehet indokolt. Otnél kevesebb koncentracié alkalmazasat
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indokolni kell. Minden koncentracioval legalabb harom parhuzamos tenyészetet kell
megvizsgalni.

A vizsgélati koncentracidk tartomanyanak kijeldlése soran (akar a koncentraciotartomany-
meghatarozasi vizsgalatot, akar a végleges vizsgalatot megeldzden) a kovetkezdket célszerii
megfontolni.

— EC; meghatdrozasa esetén a kelld konfidenciaszint biztositdsa érdekében a vizsgalati
koncentracidknak kozre kell fogniuk az EC, értékét. Ha példaul az ECs, értéket kivanjuk
meghatarozni, akkor a legnagyobb vizsgalati koncentracidnak nagyobbnak kell lennie
ECso-nél. Ha az ECs, kiviil esik a vizsgalati koncentraciok tartomanyan, akkor a kiadodo
konfidenciaintervallumok szélesek lesznek, és eldfordulhat, hogy nem végezheto el a
modell statisztikai illesztése.

— LOEC és/vagy NOEC meghatarozasa esetén a legkisebb vizsgalati koncentracid legyen
elegendden kicsiny ahhoz, hogy a ndvekedési sebesség ne legyen jelentdsen kisebb, mint a
kontrollcsoportban. A legnagyobb koncentracié ugyanakkor legyen elegendden nagy
ahhoz, hogy a novekedési sebesség jelentdsen kisebb legyen, mint a kontrollcsoportban. Ha
ez nem teljesiil, a vizsgalatot mas koncentraciotartomannyal meg kell ismételni (kivéve
akkor, ha a legnagyobb koncentracido megegyezik az oldhatdsagi hatdrral vagy az el6irt
maximalis hatarkoncentracioval, példaul 100 mg/I-rel).

Az egyes vizsgalatok mellett kontrolltenyészeteket is kell vizsgalni a vizsgalati edényekével
megegyez0 taptalaj, levél- és telepszam, kdrnyezeti koriilmények és eljarasok alkalmazasaval,
de a vizsgalt anyag nélkiil. Segédolddszer vagy -diszpergdloszer alkalmazésa esetén egy
tovabbi kontrolltenyészet is sziikséges, amelyben az oldo- vagy diszpergaloszer azonos
koncentracidban van jelen, mint a vizsgalati edényekben. Legaldbb a koncentracionként
alkalmazott edényszdmmal megegyez6, idedlis esetben kétszer annyi parhuzamos
kontrolltenyészetet (illetdleg sziikség szerint oldoszeres edényt) kell alkalmazni.

Ha nem kivanjuk meghatarozni az NOEC értékét, a vizsgalati terv modosithatd oly modon,
hogy tobb koncentréciot, de koncentracionként kevesebb parhuzamos tenyészetet tartalmazzon.
A parhuzamos kontrolltenyészetek szama azonban ilyenkor is legalabb harom legyen.

Expozicio

Ketto—négy lathato levélbol allo telepeket a kiindulasi tenyészetbdl csiramentesen a kisérleti
edényekbe helyeziink, véletlenszerlien elosztva. A kisérleti edényekbe egyenként dsszesen 9—
12 levél keriiljon. Minden kisérleti edényben azonos szamu levél ¢€s telep legyen. A modszer
alkalmazasa ¢és a korvizsgalat soran szerzett tapasztalatok azt mutatjak, hogy a készitmények
kozotti, a novekedési sebesség alapjdn meghatarozott novekedésgatlas 4—7 %-os értékének (a
kihozatal alapjan meghatarozott novekedésgatlas 10—15 %-os értékének) megfeleld nagysagu
novekedéskiilonbség kimutatasahoz elegendd, ha készitményenként harom parhuzamos
tenyészetet és edényenként 9—12 kiindulasi levelet alkalmazunk (10).

Az inkubatorban a kisérleti edényeket véletlenszerii elrendezésben kell elhelyezni annak
érdekében, hogy a fényerdsség és a homérséklet térbeli valtozatossaga minél kisebb hatast
gyakoroljon a vizsgalatokra. A megfigyelések végzésekor (vagy gyakrabban) az edényeket
véletlenszerlien vagy blokkonkénti kiosztasi terv alapjan at kell rendezni.

Ha az eldzetesen elvégzett stabilitasvizsgalatok azt jelzik, hogy a vizsgalt anyag koncentracidja
a vizsgalat idotartama (7 nap) alatt nem tarthatod fenn (azaz a mért koncentracio a kezdeti mért
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koncentracio 80 %-a ald csokken), akkor félstatikus vizsgdlatot ajanlatos végezni. Ennek
keretében a telepeket a vizsgalat soran legalabb két alkalommal (a 3. és az 5. napon) friss
vizsgalati és kontrolloldatokba kell helyezni. A friss oldatba helyezés gyakorisdga a vizsgalt
anyag stabilitasatol fligg; nagymértékben instabil vagy illékony anyagok esetén a kozel allando
koncentracié fenntartdsa gyakoribb oldatcserét igényelhet. Bizonyos esetekben atfolyasos
vizsgalatot célszerii végezni (11)(13).

Ez az eljaras nem tartalmazza a levélre torténd felvitellel (permetezéssel) megvaldsulod
expoziciot; errl lasd a (14) irodalmat.

Inkubacios koriilmények

Folyamatos meleg- vagy hidegfehér fluoreszcens megvilagitast alkalmazzunk oly modon, hogy
a fotoszintetikusan aktiv sugarzdsban (400-700 nm), a fényforrastol a Lemmna-levelekkel
megegyez6 tavolsagban 1évé pontokban mért fényintenzitas a 85-135 pE/m’s tartomanyban
elozetesen felvett értéknek feleljen meg (ez 6500-10 000 lux értéket jelent). A vizsgalat
teriiletén a fényintenzitds az eldzetesen felvett értéktdl legfeljebb +£15 %-kal térhet el. A
fényerdsség érzékelésére és mérésére szolgadld moddszer, kiilondsen pedig a fényérzékeld
befolyasolja a mért értéket. A gdmbérzeékeldk (amelyek a mérési sik alatt és felett tetszdleges
iranybol érkezé fény mérésére alkalmasak) és a ,.koszinuszos” érzékelok (amelyek csak a
mérési sik felett tetszOleges iranybol érkezo fény mérésére alkalmasak) elényben részesitendok
az egytengelyl érzékelokkel szemben, mert a jelen modszerben eldirt tobbpontos fényforras
esetén nagyobb értékeket szolgaltatnak.

A vizsgalati edényekben a hdmérséklet 24 + 2 °C legyen. A vizsgalat soran a kontrolltenyészet
tapoldatdnak pH-értéke nem novekedhet 1,5-nél nagyobb mértékben. Az 1,5-nél nagyobb
eltérés ugyanakkor nem teszi érvénytelenné a vizsgalatot, ha kimutathatdo, hogy az
érvényességi feltételek teljesiilnek. A pH-érték eltolodasa egyes kiilonleges esetekben, példaul
instabil anyag vagy fém vizsgalata esetén fokozott koriiltekintést tesz sziikségessé. Tovabbi
iranymutatast a (11) irodalom tartalmaz.

A vizsgalat idétartama

A vizsgalat a novények vizsgalati edényekbe helyezése utan 7 nappal fejezédik be.

Mérések és analitikai vizsgalatok

A vizsgalat kezdetén meg kell szamlalni a vizsgalati edényekben 1év6 leveleket, és az értéket
fel kell jegyezni a mérési jegyzokonyvben; a szamlalas soran tigyelni kell arra, hogy a kiallo,
vizualisan elkiilonilo leveleket vegyiik figyelembe. A szabalyszerinek vagy rendellenesnek
tiingd levelek szamat a vizsgalat kezdetén, az expozicid idotartama alatt legalabb haromnaponta
(azaz a hét nap soran legalabb kétszer), valamint a vizsgalat végén kell meghatarozni. Fel kell
jegyezni a novények fejlodésében bealld valtozasokat, példaul a levélméret vagy a megjelenés
valtozasait, a nekrozisra, a klorozisra vagy a pupossagra utalo jeleket, a telepek felbomlasat
vagy az uszOképesség megsziinését, a gyodkerek hosszdnak vagy megjelenésének
megvaltozasat. Fel kell tovabba jegyezni a vizsgalati oldat jellegzetességeit (példaul oldatlan
anyag jelenléte, algaképzddés a vizsgalati edényben) is.
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A vizsgalat soran a levélszam mellett a vizsgalt anyagnak a kovetkezé mérési valtozok koziil
legalabb egy tovabbira gyakorolt hatasat is meg kell hatarozni:

(i) alevelek Ossztertilete,

(i1) széaraz tomeg,

(iil) nedves tomeg.

A levelek Osszteriilete azért elényds mérési valtozo, mert a vizsgalat kezdetén, folyaman és
végén minden vizsgalati és kontrolltenyészetre kiilon-kiilon meghatarozhat6. A szédraz és a
nedves tomeget a vizsgalat elején a vizsgalatban alkalmazandé kiinduldsi tenyészet
szempontjabdl reprezentativ mintan, majd a vizsgalat végén az egyes vizsgalati és

kontrolltenyészetek ndvényanyagan kell meghatiarozni. Ha a levélteriiletet nem mérjik, a
szaraz tdmeg mérését elonyben kell részesiteni a nedves tdmeg mérésével szemben.

A levelek Gsszteriilete, a szaraz tomeg €s a nedves tomeg a kovetkezoképpen hatarozhatéo meg:

(i) A levelek osszteriilete. A telepekben el6forduld levelek Osszteriilete meghatarozhatod
képelemzés segitségével. Videokameraval (példaul az edényt vilagitd testre helyezve)
rogzithetok a vizsgalati edény és a novények korvonalai, majd a kiaddodo kép
digitalizalhat6. Ismert teriiletli sikidomokhoz hasonlitva meghatarozhaté a vizsgalati
edényekben 1évo levelek Osszteriilete. Kell6 gondossaggal ki kell kiiszobdlni a vizsgalati
edény pereme miatti zavaras hatasat. Masik, munkaigényesebb lehet6ség, ha a vizsgalati
edényeket és a novényeket lefényképezziik, a kiadddd kdrvonalak mentén kivagjuk az
alakokat, majd levélteriilet-elemzével vagy milliméterpapiron meghatdrozzuk a
levélteriiletet. Egyéb technikdk (példdul a papirbdl kivagott teriilet egységnyi teriiletl
idomokhoz hasonlitasa a tomegek 0sszevetése alapjan) ugyancsak megoldast jelenthetnek.

(i) Széraz tomeg. A telepeket Osszegyujtjiik a vizsgélati edényekbdl, desztillalt vagy
ionmentesitett vizzel ledblitjiik Oket, leitatjuk a felesleges vizet, és a telepeket 60 °C-on
tomegallandosagig hevitjiikk. A kapcsolddd gydkereket nem tavolitjuk el. A szaraz tomeget
legalabb 0,1 mg pontossaggal kell kifejezni.

(iii) Nedves tomeg. A telepeket elézetesen megmért tomegli, kerek aljukon kis (1 mm-es)
lyukakkal ellatott polisztirol (vagy mas kémiailag semleges anyagbdl késziilt) csovekbe
helyezziik. A csoveket ezt kovetéen 3000 1/perc fordulatszamon, szobahémérsékleten
10 percig centrifugaljuk. Megmérjiik a most mar szdritott telepeket tartalmazd csovek
tomegét, és a nedves tomeget az lires csovek tomegének levonésaval nyerjiik.

A mérések és az analitikai vizsgalatok gyakorisaga

Statikus vizsgalat esetén a vizsgalat elején és végén megmérjiik az egyes készitmények pH-
értékét. Félstatikus vizsgalat esetén a pH-értéket minden oldatcsere alkalmaval meghatarozzuk
mind a friss, mind az elhasznalt oldaton.

A fényintenzitast a nodvesztokamraban, az inkubatorban vagy a vizsgalati helyiségben a
fényforrastol a Lemna-levelekkel megegyezd tavolsagban elhelyezkedd pontokban mérjiik.
Fényintenzitast a vizsgalat soran legalabb egyszer kell mérni. A ndvesztOkamraban, az
inkubatorban vagy a vizsgalati helyiségben azonos koriilmények kozott kiilon erre a célra
tartott edényben legalabb naponta mérjiik a tapoldat homérsekletét.
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2.1.

s

Statikus vizsgalat esetén a koncentraciot legalabb a vizsgalat elején és végén kell
meghatérozni.

Félstatikus vizsgalat esetén, ha a vizsgalt anyag koncentracidja varhatdan nem marad a
névleges koncentracid 20 %-os kornyezetében, akkor minden friss vizsgalati oldatot
elkészitésekor, tovabba minden lecserélt oldatot analitikai vizsgalatnak kell alavetni (lasd az
1.7.7. szakasz harmadik bekezdését). Olyan vizsgalatok esetén ugyanakkor, amelyekben a
vizsgalt anyag mért kezdeti koncentracidja ugyan nem a névleges koncentracié +20 %-os
kornyezetében van, de adatokkal kelléen bizonyithatd, hogy a kezdeti koncentraciok
megismételhetdk és stabilak (azaz a kezdeti koncentracioé 80—-120 %-os kornyezetében vannak),
akkor az analitikai vizsgalatokat elegendd csak a legkisebb és a legnagyobb vizsgalati
elegendd vizsgalati koncentracionként egy parhuzamos oldaton (vagy az edények parhuzamos
tenyészetenként egyesitett tartalman) elvégezni.

Atfolyasos vizsgalat esetén a félstatikus vizsgalathoz hasonld rendben, igy a vizsgélat elején,
felénél és végén kell mintdkat venni, de ilyenkor nincs értelme az ,elhasznalt” oldat
vizsgalatanak. Atfoly4sos vizsgalat esetén naponta ellendrizni kell az olddszer és a vizsgalt
anyag vagy a vizsgalt anyag torzsoldata adagolasi sebességeét.

crer

névleges vagy a mért kezdeti koncentracid +20 %-os kornyezetében tartani, akkor az
eredmények a névleges vagy mért kezdeti értékek alapjan elemezhetOk. Ha a névleges vagy a
mért kezdeti koncentraciotol valo eltérés meghaladja a 20 %-ot, akkor az eredményeket az
expozicid idején érvényes koncentracioértékek mértani kozépértéke vagy a vizsgalt anyag

e ey

Hatarérték-vizsgalat

Egyes esetekben, példaul ha eldzetesen elvégzett vizsgalatok azt jelzik, hogy a vizsgalt anyag
100 mg/l koncentracidig vagy az adott vizsgalati oldatban valod oldhatosagi hatarig (a kettd
koziil a kisebbikig) nem okoz toxikus hatast, akkor egy kontrollcsoport és egyetlen (100 mg/1
koncentracionak vagy az adott vizsgalati oldatban valé oldhatosagi hatarhoz tartozo
koncentracidnak megfeleld) expozicionak kitett csoport Osszehasonlitdsdaval ugynevezett
hatarérték-vizsgalat végezhetd. A vizsgalat soran fokozottan ajanlatos elemezni az expozicid
koriilmény fennallasat és érvényességi feltétel teljesiilését azzal az eltéréssel, hogy kétszer
annyi parhuzamos készitményt kell vizsgalni. A kontrollcsoportban és az expozicionak kitett
csoportban tapasztalt novekedés olyan statisztikai probaval (példaul a Student-féle t-probaval)
elemezhetd, amely a kozépértékek 6sszehasonlitasan alapul.

ADATOK ES JEGYZOKONYVEZES

MEGKETTOZODESI IDO
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2.2

A vizsgalat soran a levélszam megkettézodéséhez sziikséges T4 id6 meghatarozasadhoz és az
erre  vonatkozd  érvényességi  feltétel (lasd az 1.6. szakaszt) ellen6rzéséhez a
kontrolltenyészetek adataira a kovetkezd Osszefiiggést kell alkalmazni:

Ty= In 2/].1,,

ahol 1 a 2.2.1. szakasz els6 és masodik bekezdése szerint meghatarozott atlagos fajlagos
novekedési sebesség.

HATASVALTOZOK

A vizsgalat célja annak meghatarozasa, milyen hatast gyakorol a vizsgalt anyag a Lemna-
telepek vegetativ novekedésére. Ez a vizsgalati modszer két hatasvaltozot tartalmaz, mert a
tagallamok igényei ¢és a tagallamokban érvényes szabalyozas eltér6. Hogy a vizsgalati
eredmények valamennyi tagdllamban elfogadhatok legyenek, a hatdst mindkét aldbbi
hatasvaltozo alapjan meg kell hatarozni:

(a) atlagos fajlagos novekedési sebesség: ezt a hatdsvaltozot a levélszam logaritmuséanak,
valamint egy tovabbi mért paraméter (a levelek dsszteriilete, a szaraz tomeg vagy a nedves
tomeg) logaritmusanak napi valtozasa alapjan szamitjuk a kontrolltenyészetek és az egyes
expozicionak kitett tenyészetek figyelembevételével. Ezt a mennyiséget relativ novekedési
sebességnek is nevezik (15);

(b) kihozatal: ezt a hatasvaltozot a levélszam, valamint egy tovabbi mért paraméter (a levelek
Osszteriilete, a szaraz tomeg vagy a nedves tOmeg) értékének napi valtozasa alapjan
szamitjuk a kontrolltenyészetek ¢és az egyes expozicionak kitett tenyészetek
figyelembevételével.

Megjegyzendd, hogy a két hatasvaltozd alapjan szamitott toxicitasértékek nem hasonlithatok
egymashoz, és a vizsgalatok eredményeinek felhasznaldsa soran erre a kiilonbségre tekintettel
kell lenni. A jelen vizsgélati modszerben eldirt vizsgélati koriilmények betartasa mellett a két
szamitasi eljaras matematikai hattere kovetkeztében az atlagos fajlagos ndvekedési sebességen
alapulo EC, értékek (E,C,) altalaban nagyobbra adodnak, mint a kihozatalon alapulé EC,
értékek (E,Cy). Ezt az eltérést nem szabad Ugy értelmezni, hogy egyik hatasvaltozo
érzékenyebb lenne a masiknal; egyszeriien arrol van szd, hogy a két érték matematikailag mast
jelent. Az atlagos fajlagos ndvekedési sebesség a békalencse korlatozatlan tenyészetekben
tanusitott altalanos exponencialis ndvekedési mintdjan alapul, és a toxicitdst a ndvekedési
sebességre kifejtett hatds alapjan, a kontrolltenyészetekben tapasztalhatdo novekedési sebesség
abszolut nagysagatol, a koncentracio—hatas gorbe meredekségétol és a vizsgalat idétartamatol
fliggetleniil becsli. A kihozatalbol szarmaztatott eredmények ezzel szemben mindezektdl a
valtozoktol is fliggnek. Az E,C, fligg a békalencse egyes vizsgalatokban felhasznalt
egyedeinek fajlagos novekedési sebességétdl és a legnagyobb fajlagos ndovekedési sebességtol,
amely fajonként, sot klononként is eltérd lehet. Ez a hatasvaltozdo nem alkalmas az egyes
békalencsefajok vagy klonok toxikus hatassal szembeni érzékenységében fennallo kiilonbségek
megitélésére. Bar tudomanyos szempontbol a toxikus hatast indokoltabb az atlagos fajlagos
novekedési sebességb6l meghatarozni, ez a vizsgalati modszer a kihozatalon alapuld
toxicitasszamitast is tartalmazza, mert egyes orszagok hatalyos jogszabalyi kovetelményei ezt
is sziikségessé teszik.

A toxicitast a levélszam és egy tovabbi mérési valtozo (a levelek Osszteriilete, a szaraz tomeg
vagy a nedves tOmeg) alapjan is meg kell hatarozni, mert bizonyos anyagok egy masik mérési
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valtozot sokkal erdsebben befolyasolhatnak, mint a levélszamot. Ez a hatas nem volna
kimutathat6, ha csak a levélszambol indulnank ki.

A levélszam, valamint a tobbi feljegyzett mérési valtozo (a levelek Osszteriilete, a szaraz tomeg
vagy a nedves tomeg) értékét az egyes mérések alkalmaval a koncentracidértékek szerint
tablazatba kell rendezni. A tovabbi adatelemzés, azaz az LOEC, az NOEC vagy az EC,
meghatarozasa sordn a parhuzamos tenyészetek kiilon-kiilon vett adataibol, nem pedig az egyes
csoportok kozépértékébdl kell kiindulni.

Atlagos fajlagos novekedési sebesség

Az adott id6szakhoz tartozo atlagos fajlagos novekedési sebességet a novekedést leird valtozok
(levélszam, valamint egy tovabbi mérési valtozo: a levelek Osszteriilete, szdraz tomeg vagy
nedves tomeg) logaritmusanak novekedéseként szamitjuk a vizsgalati és a kontrolltenyészetek
minden egyes példanyara kiilon-kiilon, a kdvetkezd 6sszefliggés szerint:

o In(N;) — In(N»)
J = %

ahol:

— Mij: azatlagos fajlagos novekedési sebesség az ,,i”-tdl a ,,j”” idOpillanatig;
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— N; : a mérési valtozé értéke a vizsgalati vagy a kontrolltenyészetben az i
id6pillanatban;

— Nj : amérési valtozo értéke a vizsgalati vagy a kontrolltenyészetben a ,,j” id6pillanatban;

— t : az,i”-tdl,j”-ig terjedd idGtartam.

A vizsgélati és a kontrollcsoportok mindegyikére meg kell hatdrozni a ndvekedési sebesség
kozépértekeét és tapasztalati szordsnégyzetét.

Az atlagos fajlagos novekedési sebességet a vizsgalat teljes idotartamara (tehat ugy, hogy a
fenti Gsszefliggésben ,,i” a vizsgalat kezdetét, ,,j” a vizsgalat végét jeloli) kell meghatarozni.
Minden egyes vizsgalati koncentraciora és kontrollcsoportra meg kell hatarozni az atlagos
fajlagos novekedési sebesség kozépértékét és tapasztalati szorasnégyzetét. Emellett (példaul a
novekedési gorbék logaritmikus transzformaltjanak szemiigyre vételével) becslést adunk a
novekedési sebesség szakaszonkénti értékére is annak érdekében, hogy megitélhetd legyen a
vizsgalt anyag altal az expozicidés idészak folyaman kifejtett hatds. Ha a szakaszonkénti
novekedési sebesség és az atlagos novekedési sebesség kozott nagy kiillonbséget tapasztalunk,
az azt jelenti, hogy a novekedés mintaja erdsen eltér az allandd kitevéji exponencialis
novekedéstol, és kiillondsen ajanlott a ndvekedési gorbék részletes vizsgalata. Ilyenkor a
biztonsag javara jarunk el, ha az Gsszehasonlitast a legnagyobb gatlas idoszakaban a vizsgalt
tenyészetekben €és az ugyanebben az idészakban a kontrolltenyészetekben tapasztalt fajlagos
novekedési sebesség kozott végezziik.

A novekedési  sebesség I,  szazalékos  gatlasat  ezutdn  koncentracionként
(készitménycsoportonként) a kovetkezd osszefiiggésbol kell meghatarozni:
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2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

% 1, = = HD L 100

e
ahol:
— %I, : azatlagos fajlagos novekedési sebesség szazalékos gatlasa;
— Uc :  apukdézépértéke a kontrollcsoportban;
— ur : apkozépértéke a vizsgalt csoportban.
Kihozatal

A kihozatalra gyakorolt hatdst vizsgalati edényenként, két mérési valtozo: a levélszam és egy
tovabbi mérési valtozo (a levelek Osszteriilete, a szaraz tomeg vagy a nedves tdmeg) vizsgalat
kezdetén és vizsgdlat végén mért értekébdl szdmitjuk. A szdraz tomeg €s a nedves tomeg
esetében a kezdeti ¢l6anyag-tomeget a vizsgalati edények tartalmanak Osszedllitasahoz (lasd az
1.7.3. szakasz masodik bekezdését) hasznalt tételbél szarmazo levelekbdl vett mintan
hatarozzuk meg. Minden egyes vizsgalati koncentracio és kontrollcsoport esetén kiszamitjuk a
kihozatal kozépértékét és tapasztalati szordsnégyzetét. Az atlagos szazalékos kihozatalgatlas
(% 1) készitménycsoportonként hatiarozhato meg a kdvetkez6 osszefliggésbol:

% 1,= =0 100
ahol:
— %1, : akihozatal szazal¢kos csokkenése;
— bc : az éléanyag-tomeg végso értéke és kiindulasi értéke kozotti kiillonbség a
kontrollcsoportban;
— by : az éléanyag-tomeg végsd értéke ¢s kiindulasi értéke kozotti kiilonbség a vizsgalt
csoportban.

A koncentracio—hatas gorbék elkészitése

El kell késziteni a hatasvaltozohoz tartozo atlagos szazalékos gatlas értékét (a 2.2.1., illetve a
2.2.2. szakasz utols6 bekezdésében meghatarozott I, vagy I, értéket) a vizsgalati koncentracid
logaritmusa fiiggvényében abrazold koncentracio—hatas gorbeket.

Az EC, becslése

Az EC (példaul ECsy) becslését mind az atlagos fajlagos ndvekedési sebesség (E,Cy), mind a
kihozatal (E,Cy) alapjan el kell végezni, amelyeket viszont a levélszambol és egy tovabbi
mérési valtozobol (levelek Osszteriilete, szaraz tomeg vagy nedves tomeg) egyarant ki kell
szamitani. Ez azért sziikséges, mert egyes vizsgalati anyagok a levélszamra és a masodik
mérési valtozora eltérd hatast gyakorolnak. Ennek megfeleléen tehat minden x gatlasi szinthez
négy EC, toxicitasi paramétert allitunk eld: E,C, (levélszam); E.C, (levelek Osszteriilete, szaraz
tomeg vagy nedves tomeg); E,C, (levélszam); és E,C (levelek Osszteriilete, szaraz tomeg vagy
nedves tomeg).
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2.3.

3.1.

STATISZTIKAI SZAMITASOK

A statisztikai szamitasok célja, hogy regresszidoszamitassal kvantitativ koncentracié—hatas
Osszefliggést allitsunk eld. Lehetdség van arra, hogy a hatasadatok — példaul probit-, logit-
vagy Weibull-modell (16) szerinti — lineariz4cios transzformalasat kovetden sulyozott linedris
regressziot végezziink, de eldnydsebb inkabb nemlinearis regressziot alkalmazni, mert ez
jobban kezeli az adatok elkeriilhetetlen irregularitdsat és a sima eloszlastol valo eltérést. A
nulla és a teljes gatlds kdrnyezetében az irregularitast a transzformacio felnagyithatja, ami a
szamitas szempontjabdl eldnytelen (16). Megjegyzendd, hogy a probit-, logit- vagy Weibull-
transzformaltat alkalmazd szokdsos szamitasi modszerek elsésorban kvantalt (példaul
elhaldlozas kontra tilélés) adatok feldolgozasara alkalmasak, igy modositast igényelnek, ha a
novekedési sebességre vagy a kihozatalra kivanjuk oket alkalmazni. Az EC, értékek folytonos
adatokbol valé szamitasara alkalmas modszereket a (17), (18) €s (19) irodalom ismertet.

Az egyes hatasvaltozok elemzéséhez a koncentracio—valasz osszefliggésbdl allitsuk elé az EC,
egyes pontokban becsiilt értékét. Ha lehetséges, meg kell hatarozni az egyes becslések 95 %-os
konfidenciahatarat. A hatasadatok regresszios modellhez illeszkedésének josagat grafikus vagy
statisztikai modszerrel kell megallapitani. A regresszioszamitast az egyes vizsgalati edényeken
nyert értekekkel, nem pedig a vizsgalati csoportok kdzépértékével kell elvégezni.

Ha a rendelkezésre allo regresszids modellek/mddszerek nem alkalmasak a konkrét adatok
elemzésére, az ECsp-re vonatkozo becsléseket és a konfidenciahatarokat ,,bootstrap”
technikaval egytitt alkalmazott linearis interpolacioval (20) is eléallithatjuk.

Az LOEC, ¢s igy az NOEC becsiilt értekének eldallitdsa érdekében varianciaanalizis
(ANOVA) segitségével Osszevetjiilk az egyes készitményekhez tartozo kozépértékeket. Az
egyes koncentraciokhoz tartozd kozépértékeket ezutdn alkalmasan megvalasztott tobbszoros
Osszehasonlitd modszerrel vagy trendprobaval a kontrollcsoporton nyert kozépértékhez
hasonlitjuk. Hasznos lehet a Dunnett- és a Williams-proba alkalmazasa (21)(22)(23)(24).
Lényeges ellendrizni, hogy fennall-e az ANOVA-nak a szorasnégyzetek homogenitasara
vonatkozé feltevése. Ezt az ellendrzést grafikusan vagy formalis probaval (25) végezhetjiik.
Erre a célra a Levene- és a Bartlett-proba alkalmas. A szorasnégyzetek homogenitasara
vonatkozd feltevés nem teljesiilése gyakran kikiiszobolhetd az adatok logaritmikus
transzformaldsaval. Ha a szorasnégyzetek heterogenitasa tilsagosan szélsdségesnek bizonyul,
¢és transzformacidoval nem javithatd, akkor célszeri megfontolni példaul a lépésenkénti
Jonkheere-trendproba alkalmazasat. Az NOEC meghatarozasahoz tovabbi itmutatast ad a (19)
irodalom.

A legujabb kutatdsi eredmények alapjan az az ajanlas fogalmazhaté meg, hogy az NOEC
kiszamitasa helyett célszeriibb az EC, értékét becsiilni pontonkénti regresszioval. A jelen
Lemna-vizsgalathoz egyelore nem all rendelkezésre alkalmas x érték, bar a 10 és 20 % kozotti

tartomany megfelelonek latszik (a valasztott hatasvaltozotol fiiggben), és ajanlott mind az
EC,y, mind az EC,, értéket jegyzOkonyvbe foglalni.

JEGYZOKONYVEZES

VIZSGALATI JEGYZOKONYV

A vizsgalati jegyzOkonyv tartalmazza a kdvetkezd informaciokat:
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Vizsgalt anyag:

fizikai jelleg és fizikokémiai tulajdonsagok, vizben val6 oldhatdsagi hatér;

kémiai azonositd adatok (pl. CAS-szam), tisztasag.

Vizsgilt faj:

tudomanyos név, klon (ha ismert) és eredet.

Vizsgalati koriilmények:

alkalmazott vizsgalati eljaras (statikus, félstatikus vagy atfolyasos);
a vizsgalat megkezdésének idépontja és idGtartama;
vizsgalati oldat;

a kisérleti terv ismertetése: vizsgalati edények és fedok, oldattérfogatok, telep- és
levélszamok vizsgalati edényenként a vizsgalat megkezdésekor;

vizsgalt koncentraciok (sziikség szerint névleges és mért értékek) és a parhuzamos
tenyészetek szama koncentracionként;

a torzs- €s a vizsgalati oldatok elkészitésének modszere, az esetleg alkalmazott oldo- vagy
diszpergaldszer;

hémérséklet a vizsgalat folyaman;
fényforras, a fény intenzitasa és homogenitasa;
a vizsgalati és a kontrolloldatok pH-értékei;

a vizsgalt anyag koncentracidi és az analizis modszere a megfeleld mindség-ellendrzési
adatokkal egyiitt (az érvényesség vizsgalata, a szOras vagy az analizis konfidenciahatara);

a levélszam és a tovabbi mérési valtozok (szaraz tomeg, nedves tomeg vagy levélteriilet)
meghatarozasanak modszere;

a jelen vizsgalati modszertdl valo esetleges eltérések.

Eredmények:

nyers mérési adatok: levélszam és a tovabbi mérési valtozok minden egyes vizsgalati és
kontrolltenyészetben minden adatfelvételkor és analizis alkalmaval;

az egyes mérési valtozok kozépértékei és szorasai;

novekedési gorbék minden egyes koncentracidra (logaritmikusan transzformalt mérési
valtozokkal ajanlott megadni, lasd a 2.2.1. szakasz masodik bekezdését);

megkett6zodési id6, illetve novekedési sebesség a kontrolltenyészetben, a levélszam
alapjan;

hatasvaltozok szamitott értéke minden parhuzamos tenyészetre, tovabba vizsgalati
csoportonként a kozépérték és a szorasnégyzet;

a koncentracio—hatas 6sszefiiggés grafikus formaban;

a hatasvaltozok toxikus végpontjanak becsiilt értékei, példaul ECsy, ECiy, ECyy és a
hozzajuk tartozé konfidenciaintervallumok. Ha kiszamitottuk, az LOEC, illetve az NOEC
értéke, tovabba a szamitashoz alkalmazott statisztikai modszer;
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ANOVA alkalmazasa esetén a hatds kimutatasanak mérethatara (példaul a legkisebb
szignifikans kiilonbség);

a vizsgalatok soran észlelt esetleges novekedésserkentés;

fitotoxicitasra utald esetleges lathato jelek, valamint a vizsgalati oldatokkal kapcsolatos
észrevételek;

az eredmények szoveges Osszefoglalasa és értékelése, ezen beliil a jelen vizsgalati
modszertol valo eltérések vizsgalati eredményekre gyakorolt hatdsanak elemzése.
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1. FUGGELEK

A Lemna NEMZETSEG LEIRASA

A Lemna nemzetséghez tartozo, békalencseként kozismert vizinovények a Lemnaceae csaladba tartoznak,
amelynek négy nemzetsége szamos vilagszerte elterjedt fajt feldlel. Kiilonb6z6 megjelenésiiket és
rendszertanukat a szakirodalom kimeritden ismerteti (1)(2). A Lemna gibba és a L. minor a mérsékelt
éghajlati ovezet jellegzetes képviseldi; a toxicitasi vizsgalatokban tobbnyire ezeket alkalmazzak. Mindkét
fajnak 0sz6 vagy alameriil6, korong alaka levelei és nagyon vékony, az egyes levelek also felszinének
kozepérol eredé gyokerei vannak. A Lemna-fajok tobbnyire nem viragzanak, a szaporodas érdekében a
novények vegetativ uton 1j leveleket hoznak létre (3). Az id6sebb novényekhez képest a fiatalabbak
altalaban halvanyabbak, rovidebb gydkereik vannak és két-harom, kiilonb6z6 méretli levélbdl allnak. A
Lemna-novények kis mérete, egyszerli strukturdja, ivartalan szaporodasa és rovid generacios ideje a
nemzetség fajait kiilonosen alkalmassa teszi laboratoriumi vizsgalatokra (4)(5).

Mivel az egyes fajok eldrelathatoan eltérd mértékben lesznek érzékenyek a kiilonbozd behatisokra, az
érzékenységet kizarolag fajon beliil szabad 6sszehasonlitani.

Példak a vizsgalatokban korabban mar alkalmazott Lemna-fajokra, fajonként szakirodalmi
hivatkozasokkal

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 1 inhibition de
la croissance de Lemna minor. 10pp.

Swedish Standards Institute (SIS). (1995). Vizmindség. A novekedésgatlas meghatarozasa (7-d) Lemna
minor, békalencse. SS 02 82 13. 15pp. (svéd nyelven).

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

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

Lemna paucicostata: Nasu, Y., Kugimoto, M. (1981). Lemna (duckweed) as an indicator of water
pollution. 1. 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). Ecotoxicol. 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.
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Lemna valdiviana: Hutchinson, T.C., Czyrska, H. (1975). Heavy metal toxicity and synergism to floating
aquatic weeds. Verh.-Int. Ver. Limnol., 19:2102-2111.

A Lemna-fajok beszerzési forrasai
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2. FUGGELEK

A TORZSTENYESZETEK TARTASA

A torzstenyészetek alacsony homérsékleteken (4—10 °C) hosszabb ideig atoltas nélkiil is fenntarthatok. A
Lemna tapoldata megegyezhet a vizsgalatok soran alkalmazottal, de a torzstenyészetek mas,
tapanyagokban gazdag oldatban is tarthatok.

Id6r6l idére néhdny fiatal, vilagoszold novényt csiramentes eljardssal friss tapoldatot tartalmazo
novesztéedénybe helyeziink. A javasolt hiivosebb koriilmények kozott elegendd lehet akar hdromhavonta
is atoltast végezni.

Kémiailag tiszta (savval lemosott) és steril liveg ndvesztdedényeket alkalmazzunk, és a kezelés soran
biztositsunk csiramentes koriilményeket. A torzskultira (példaul algaval vagy gombakkal torténd)
fertozddése esetén meg kell kisérelni a szennyezd organizmusok eltavolitasat. Algak és a legtobb mas
szennyezO organizmus esetén ez feliileti fertdtlenitéssel valdsithatd meg. A fertéz6dott novényanyagbol
mintat vesziink, és a gyokereket levagjuk. A novényeket ezutan tiszta vizben intenziven megrazzuk, majd
30 masodperc és 5 perc kozotti idotartamra 0,5 térfogatszazalékos natrium-hipoklorit-oldatba meritjik. A
ndvényanyagot ezutdn steril vizben atoblitjiik, majd tobb részletben friss tapoldatot tartalmazo
novesztoedényekbe helyezziik. A kezelés eredményeképpen szamos levél elhal, kiillondsen hosszabb
expoziciods 1d6 esetén, de a fennmaradok koziil néhany altalaban fertézésmentes lesz. Ez a tenyészet a
késdbbiekben ujabbak leoltasara hasznalhato fel.
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3. FUGGELEK

TAPOLDATOK

L. minor és L. gibba esetén eltérd tapoldatot ajanlott alkalmazni. L. minor esetén a svéd szabvany (SIS)
szerinti tapoldat modositott valtozatat, mig L. gibba esetén a 20X—AAP tapoldatot javasoljuk. Az
alabbiakban megadjuk minkét tapoldat osszetételét. A tapoldatok elkészitése soran reagens vagy analitikai
tisztasadgu vegyiileteket és ionmentesitett vizet kell alkalmazni.

Svéd szabvany (SIS) szerinti Lemna-tapoldat

— Az I-V. torzsoldatot autoklavozassal (120 °C, 15 perc) vagy membransziréssel (koriilbeliil 0,2 um
porusméret) sterilizaljuk.

— A VL (és sziikség esetén a VIL.) torzsoldatot kizarélag membransziiréssel sterilizaljuk, autoklavozas

nem alkalmazhato.

— A steril torzsoldatokat hideg, sotét helyen taroljuk. Az [-V. torzsoldatot hat honap elteltével ki kell
onteni, mig a VI. (és sziikség esetén a VII.) torzsoldat eltarthatosagi ideje egy honap.

KoncentraciolKoncentracio [Kész tapoldat
[Torzsoldat Anva a a kész .
szama yag torzsoldatbantapoldatban Kémiai  Koncentracié
I NaNO; 8,50 85 Na; N 32; 14
' KH,PO4 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4
1. MgSO, - 7TH,O |15 75 Mg; S [7,4;9,8
1. CaCl, - 2H,O0 (7,2 36 Ca; C1 P9,8;17,5
v. Na,CO; 4.0 20 C 2,3
H;BO;
MnCl, - 4H,0 11,0 1,00 B 0,17
Na,MoOQO, - 10,20 0,20 Mn 0,056
v 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040
’ ZnSO, - TH,O (0,050 0,050 7n 0,011
CuSO; - SH,0 [0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO), . 0,010 0,010 Co 0,0020
6H,0
FeCly - 6H:0 1y 17 0,84 Fe 0,17
VL Nay 0,28 1,4 - -
EDTA-2H,0 ’ ’
MOPS
VII. (puffer) 490 490 — —

— Egy liter SIS szerinti tapoldat elkészitéséhez 900 ml ionmentesitett vizhez a kovetkezoket adagoljuk:

— 10 ml az I. térzsoldatbol;
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— 5 mlall térzsoldatbol;

— 5 mlalll térzsoldatbol;

— SmlalV. térzsoldatbol,;

— 1mlaz V. térzsoldatbol,;

— 5 mla VI torzsoldatbdl;

— 1 mla VIL térzsoldatbol (ha sziikséges).

Megjegyzés: A VII torzsoldatot (MOPS puffer) bizonyos vizsgalt anyagok esetében kell alkalmazni
(lasd az 1.4. szakasz utolso bekezdését).

— A pH-értéket 0,1 vagy 1 mol HCl vagy NaOH hozzdaddséval 6,5+ 0,2 értékre allitjuk, majd a
térfogatot ionmentesitett viz hozzaadasaval egy literre kiegészitjiik.
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20X-AAP tapoldat
A torzsoldatokat steril desztillalt vagy ionmentesitett vizzel készitjiik.

A steril torzsoldatokat hideg, sotét helyen taroljuk. Ilyen koriilmények kozott eltarthatosagi idejiik
legalabb 68 hét.

A 20X-AAP tapoldat eldallitasahoz 6t, tapanyagokat tartalmazo torzsoldatot (Al., A2., A3., B és C)
készitiink reagens mindségii vegyiiletek felhasznalasaval. A tapoldat eléallitasahoz kb. 850 ml
ionmentesitett vizhez 20 ml-t adunk minden torzsoldatbol. A pH-értéket 0,1 vagy 1 mol HCI vagy NaOH
hozz4adéasaval 7,5 + 0,1 értékre allitjuk, majd a térfogatot ionmentesitett viz hozzdadasaval egy literre
kiegészitjiik. Ezutan a tapoldatot egy kb. 0,2 wm porusméretli membranszlirén 4t steril edénybe szlrjiik.

A vizsgalatok céljara szant tapoldatot egy-két nappal a felhasznalas elétt kell elkésziteni annak érdekében,
hogy pH-értékiik stabilizalddhasson. A tapoldat pH-értékét felhasznalas elétt ellendrizni kell, és sziikség
esetén 0,1 vagy 1 mol HCI vagy NaOH hozz4adéaséaval a fentieknek megfelelden jra be kell allitani.

) Koncentracid aK’oncentrécic’) A esz tapoldat
Torzsolda Anyag torzsoldatban kész Kémiai Acid
t szAma » tapoldatban émiai |Koncentracio

g/ mg/l) elem (mg/1)*
NaNO; 26 510 Na; N 190; 84
Al. MgCl,-6H,O 12 240 Mg 58,08
CaCl,-2H,O 4,4 90 Ca 24,04
A2, MgSO,7H,0 | 15 290 S 38,22
A3, K,HPO,-3H,0 | 1,4 30 K; P 9,4; 3,7
H;BO;
MHC12'4HQO 0519 3,7 B 0,65
FeCl;-6H,0 0,42 8,3 Mn 23
Na,EDTA-2H, | 0,16 3,2 Fe 0,66
B 0] 0,30 6,0 - -
ZnCl, 3,3 mg/l 66 ug/l Zn 31 ug/l
CoCl,-6H,0 1,4 mg/l 29 ug/l Co 7,1 ug/l
Na,MoO,-2H, | 7,3 mg/l 145 pg/l Mo 58 ug/l
¢} 0,012 mg/1 0,24 pg/l Cu 0,080 pg/l
CuC12-2H20

C NaHCO; 15 300 Na; C 220; 43

*eltérd eldiras hianyaban

Labjegyzet:

Az elméletileg sziikséges hidrogén-karbonat-koncentraci6 (amely mellett nincs sziikség a pH-érték
jelentés mértékl utanallitasara) 15 mg/l, nem 300 mg/l. A 20X-AAP tapoldattal végzett korabbi
vizsgalatok és a jelen modszerhez kapcsolodd korvizsgalat azonban egyarant 300 mg/l-en alapult. [I.
Sims, P. Whitehouse and R. Lacey. (1999) The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Development and
Ring-testing of draft OECD Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc - Environment
Agency.]
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STEINBERG-féle tapoldat (az ISO 20079 szerint)

Koncentraciok és torzsoldatok

A modositott Steinberg-féle tapoldatot az ISO 20079 kizardlag Lemna minor esetére irja elé (mert a
szabvany csak Lemna minor alkalmazéasat engedélyezi), de korabbi vizsgalatok Lemna gibba esetén is
kedvez6 eredményekre vezettek.

A tapoldat készitése soran reagens vagy analitikai tisztasagl anyagokat és ionmentesitett vizet kell
alkalmazni.

A tépoldatot elkészithetjiik torzsoldatokbdl vagy a tizszeres toménységii oldatbol, amely maximalis
oldatkoncentraciot tesz lehetdvé kicsapodas nélkiil.

1. tablazat: pH-stabilizalt STEINBERG-féle tapoldat (Altenburger szerint médositva)

Anyag Tapoldat

Makroelemek moltomeg mg/l mmol/l
KNO; 101,12 350,00 3,46
Ca(NOs), - 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, - 7TH,O 246,37 100,00 0,41
Mikroelemek moltomeg pg/l pmol/1
H;BO; 61,83 120,00 1,94
ZnS0O, - TH,O 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,O 270,21 760,00 2,81
Dindrium-EDTA 37 24 1 500,00 4,03

2. tablazat: Torzsoldatok (makroelemek)

1. Makroelemek (50-szeres

toménységii) gl

1. térzsoldat:

KNO; 17,50
KH,PO, 4,5
K,HPO, 0,63

2. torzsoldat:
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5,00

3. torzsoldat:

Ca(NO3)2 . 4H20

14,75
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3. tablazat: Torzsoldatok (mikroelemek)

2. Mikroelemek (1 000-szeres

. e .o mg/l
tomeénységii)

4. torzsoldat:
H;BO; 120,0
5. torzsoldat:
Zl’lSO4 . 7H20 180,0
6. torzsoldat:
NazMOO4 . 2H20 44,0

7. torzsoldat:
MnCl, - 4H,0O 180,0
8. torzsoldat:
FeCl; - 6H,O 760,00
Dinatrium-EDTA-dihidrat 1 500,00

— A 2.¢s 3., illetve kiilon a 4-7. torzsoldat egyesithetd (a kivant koncentraciok figyelembevételével).

— A hosszabb eltarthatdsdg érdekében kezeljiik a térzsoldatokat autoklavban 121 °C-on 20 percig, vagy
végezziink membransziiréses (0,2 um) sterilizalast. A 8. torzsoldat esetében fokozottan ajanlott
membransziréses (0,2 um) sterilizalast végezni.

A végleges koncentraciéju (modositott) STEINBERG-féle tapoldat elkészitése

— A kicsapodas elkeriilése érdekében mintegy 900 ml ionmentesitett vizhez adjunk az 1., 2. és 3.
torzsoldatbol (2. tablazat) egyarant 20 ml-t.

— Az oldathoz adjunk a 4., 5., 6., 7. és 8. torzsoldatbol (3. tablazat) egyarant 1,0 ml-t.

— A pH-érték 5,5+0,2 legyen (ezt az értéket minél kevesebb NaOH-oldat vagy HCI hozzaadasaval
allitsuk be).

— Viz hozzaadasaval egészitsiik ki az oldat térfogatat 1000 ml-re.

— Ha a torzsoldatok sterilizaltak és megfelel6 mindségii vizet alkalmazunk, akkor tovabbi sterilizalas
nem sziikséges. Ha a végleges tapoldatot sterilizaljuk, a 8. torzsoldatot az autoklavozas (121 °C-on
20 percig) utan kell hozzaadni.

A 10-szeres toménységi (modositott) STEINBERG-féle tapoldat elkészitése ideiglenes tarolasra

— A kicsapodas elkeriilése érdekében mintegy 30 ml vizhez adjunk az 1., 2. és 3. tdrzsoldatbol (2.
tablazat) egyarant 20 mi-t.

— Azoldathoz adjunk a 4., 5., 6., 7. és 8. torzsoldatbol (3. tablazat) egyarant 1,0 ml-t. Viz hozzaadasaval
egészitsiik ki az oldat térfogatat 1000 ml-re.

— Ha a torzsoldatok sterilizaltak és megfelel6 mindségii vizet alkalmazunk, akkor tovabbi sterilizalas
nem sziikséges. Ha a végleges tapoldatot sterilizaljuk, a 8. torzsoldatot az autoklavozas (121 °C-on
20 percig) utan kell hozzaadni.

srer
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