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PRILOG I.

»A.4. TLAK PARE

1. METODA
Ova metoda odgovara smjernici OECD TG 104 (2004).
1.1. UVOD

Ova izmijenjena verzija metode A.4. (1) sadrzZi i jednu dodatnu
metodu: »Metoda efuzije: izotermalna termogravimetrija, koja je
namijenjena tvarima s vrlo niskim tlakom (do 10" Pa). U svjetlu
potreba za postupcima, posebice kad je u pitanju odredivanje tlaka
pare za tvari s niskim tlakom pare, ponovno se ocjenjuju i drugi po-
stupci u okviru ove metode u odnosu na druga podrucja primjene.

U termodinamickoj ravnoteZi tlak pare iste tvari ovisi samo o
temperaturi. Temeljna nacela opisana su na drugom mjestu (2) (3).

Ne postoji jedinstveni mjerni postupak koji bi se mogao pri-
mijeniti na cjelokupno podruéje tlakova para, koji se mogu kretati
od ispod 10" sve do 10° Pa. Ova metoda obuhvaca osam metoda za
mjerenje tlaka pare, koje se mogu primijeniti u razli¢itim podruc-
jima tlaka pare. U tablici 1. dana je usporedba razli¢itih metoda s
obzirom na primjenu i mjerno podruéje. Te se metode mogu primi-
jeniti samo na spojeve koji se ne razgraduju u uvjetima ispitivanja.
Ako se tlak pare iz tehnickih razloga ne moze odrediti nekom od
navedenih pokusnih metoda, on se moZe i procijeniti; preporucena
metoda procjene utvrdena je u Dodatku.

1.2. DEFINICIJE I JEDINICE

Tlak pare tvari definira se kao tlak zasi¢enja iznad krute ili te-
kuce tvari.

Koristi se SI jedinica za tlak, paskal (Pa). U nastavku su na-
vedene i druge jedinice koje su se koristile u proslosti, zajedno s
faktorima pretvorbe:

1 torr = 1 mm Hg = 1,333 x 10* Pa

1 atmosfera = 1,013 x 10° Pa

1 bar = 10° Pa

Jedinica za temperaturu u SI sustavu je kelvin (K). Za pretvorbu
Celzijevih stupnjeva u kelvine koristi se sljede¢a formula:

T=t+27315

gdje je T temperatura u kelvinima ili termodinamicka tempe-
ratura, a t je Celzijeva temperatura.

Tablica 1.
Tvari Procijenjena Procijenjena Preporuceno
Mjerna metoda | Kruta Teku- | oo novljivosti reproduci- podrugje
tvar | ¢ina bilnosti

Dinamicka nisko da do 25 % do25% |10°Pado2x10°Pa
metoda taliste 1do5% | 1do5% |2x10°Pado 10°Pa

10 Pa do 10° Pa

.y 0, 0,

Staticka metoda | da da | 5do10% | 5do 10 % 102 Pa do 10° Pa!
Metoda s izote- | g, | 43 | 5d010% | 5do10% | 10°Pado 10° P
niskopom a a | 5do b | 5do b a do a
Metoda efuzije:
vaganje tlaka da da | 5d0o20% | do50% 10°do 1 Pa
pare
Metoda efuzije:
Knudsenova da da | 10 do 30 % 10" do 1 Pa
Celija
Metoda efuzije:
Z‘r’r‘flf)z‘gxne da | da | 5d030% | do50% 10" do 1 Pa
trija
nszt;ﬁijaSICe' da | da | 10d030% | do50% | 10 do 10° Pa
Metoda vrieceg | g | da | 10d020% 10* do 0,5 Pa

1.3. NACELO ISPITIVANJA

Tlak pare se uglavnom odreduje pri razli¢itim temperaturama.
U ograni¢enom temperaturnom podrucju, logaritam tlaka pare ¢iste
tvari linearna je funkcija recipro¢ne termodinamicke temperature,
u skladu s pojednostavljenom Clapeyron-Clasiusovom jednadzbom:

log p = AH, + konst
8P =5 3RT '

gdje je:

p = tlak pare u paskalima

AH = toplina isparavanja u ] mol"

R = univerzalna plinska konstanta, 8,314 ] mol" K"
T = temperatura u K

1.4. REFERENTNE TVARI

Uporaba referentnih tvari nije obvezna. One prvenstveno sluze
za povremenu provjeru metode te omogucuju usporedbu rezultata
razli¢itih metoda.

1.5. OPIS METODE

1.5.1. Dinamicka metoda (Cottrellova metoda)

1.5.1.1. Nacelo

Tlak pare se odreduje mjerenjem temperature vrenja tvari pri
razli¢itim zadanim tlakovima izmedu cca 10° i 10° Pa. Ova se meto-
da preporucuje i za odredivanje temperature vrenja. U tu se svrhu
moze koristiti do temperature od 600 K. Temperature vrenja teku-

! Ako se koristi kapacitivni manometar.
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¢ina su za priblizno 0,1 °C vi$e na dubini od 3 do 4 cm nego na
povrsini zbog hidrostatskog tlaka stupca tekucine. Kod Cottrellove
metode (4) termometar se nalazi u pari iznad povrsine tekucine, a
uzavrela se tekuc¢ina neprekidno pumpa preko glave termometra.
Glava termometra prekrivena je tankim slojem tekudine koja je u
ravnoteZi s parom pri atmosferskom tlaku. Termometar stoga poka-
zuje stvarno vreliste bez gre$aka uslijed pregrijavanja i hidrostatskog
tlaka. Izvorna Cottrellova crpka prikazana je na slici 1. Cijev A sadrzi
uzavrelu tekuéinu. U dno je utisnuta platinasta Zica B, koja pospjesu-
je ravnomjerno vrenje. Bo¢na cjevcica C vodi do kondenzatora, dok
plast D onemogucuje da hladni kondenzat dode do termometra E.
Kad tekucina u A vrije, mjehurici i tekucina koji dospiju u lijevak
prolaze kroz krakove crpke F i prelijevaju se preko tijela termometra.

Slika 2.

L
i ;J—\Dr

Slika 1.

izvor Ny

Cottrellova crpka (4)

A: Termopar

B: Vakuumski pufer-volumen

C: Mjera¢ tlaka

D: Vakuum

E: Mjerna tocka

F: Grijaci element cca 150 W

1.5.1.2. Aparatura

Na slici 2. prikazana je vrlo to¢na aparatura koja radi prema
Cottrellovom nacelu. Ona se sastoji od cijevi s prostorom za vrenje
u donjem dijelu, hladilom u srednjem dijelu i ispustom i prirubni-
com u gornjem dijelu. Cottrellova je crpka smjestena u prostoru za
vrenje, koji se zagrijava elektricnom grijacem. Temperatura se mjeri
termoparom s plastem ili otpornickim termometrom, koji se umetne
kroz prirubnicu na vrhu. Ispust je spojen na sustav regulacije tlaka.
On se sastoji od vakuumske crpke, puferskog volumena, manostata
za podesavanje dotoka dusika za regulaciju tlaka i manometra.

1.5.1.3. Postupak

Tvar se stavi u prostor za vrenje. Odredeni se problemi mogu
javiti u slu¢aju kad krute tvari nisu praskaste, ali to je ponekad mo-
guce rijeiti zagrijavanjem rashladnog plasta. Aparatura se zabrtvi
kod prirubnice i tvar odzracuje. Ovom se metodom ne mogu mjeriti
tvari koje se pjene.

Zatim se podesi najnizi Zeljeni tlak i ukljuci zagrijavanje. Isto-
vremeno se temperaturni senzor prikljuci na pisac.

RavnoteZa je postignuta kad se pri stalnom tlaku biljezi stalna
temperatura vrenja. Osobito je vazno paziti da se izbjegne burno
vrenje (»bumping»). Osim toga, na hladilu mora do¢i do potpune
kondenzacije. Kod odredivanja tlaka pare krutih tvari s niskim ta-
listem treba voditi ra¢una da ne dode do zacepljenja kondenzatora.

Kad se zabiljeZi tocka ravnoteze, namjesti se visi tlak. Postupak
se nastavlja na isti nacin dok se ne dode do 10° Pa (sveukupno pri-

blizno 5 do 10 mjernih toc¢aka). Za provjeru, tocke ravnoteze treba
ponoviti pri padaju¢em tlaku.

1.5.2. Staticka metoda

1.5.2.1. Nacelo

Kod staticke metode (5) se tlak pare odreduje u termodinamic-
koj ravnotezi pri zadanoj temperaturi. Ova je metoda prikladna za
tvari i za viSekomponentne tekuc¢ine i krute materijale u podrucju
od 10 do 10° Pa, a uz poseban oprez, i u podruéju od 1 do 10 Pa.

1.5.2.2. Aparatura

Oprema se sastoji od kupelji sa stalnom temperaturom (pre-
ciznost * 0,2 K), posude za uzorak spojene s vakuumskom cijevi,
manometra i sustava za regulaciju tlaka. Komora s uzorkom (slika
3.a) spojena je s vakuumskom cijevi preko ventila i diferencijalnog
manometra (U-cijev koja sadrzi prikladnu manometarsku tekué¢inu)
koji sluzi kao nulti pokaziva¢. U diferencijalnom manometru mogu
se koristiti Ziva, silikoni i ftalati, ovisno o podrucju tlaka i kemijskim
svojstvima ispitivane tvari. Ipak, s obzirom na $tetnost za okolis,
uporabu Zive treba izbjegavati kad god je to moguce. Ispitivana tvar
se ne smije primjetno otapati u teku¢ini U-cijevi niti s njom reagira-
ti. Umjesto U-cijevi moze se koristiti mjera¢ tlaka (slika 3.b). Ziva se
u manometru moze koristiti u podru¢ju od normalnog tlaka do 10?
Pa, dok su silikonske tekudine i ftalati prikladni za tlakove ispod 102
Pa do 10 Pa. Postoje i drugi uredaji za mjerenje tlaka koji se mogu
kladni za zagrijavanje mogu se koristiti ¢ak i ispod 10"'. Temperatura
se mjeri na vanjskoj stijenki posude s uzorkom ili u samoj posudi.

1.5.2.3. Postupak

Koriste¢i aparaturu prikazanu na slici 3.a, U-cijev se napuni
odabranom teku¢inom, koja se prije o¢itavanja vrijednosti mora od-
zraditi na povidenoj temperaturi. Ispitivana tvar se stavi u aparaturu
i odzradi na snizenoj temperaturi. U slu¢aju viSekomponentnih uzo-
raka temperatura mora biti dovoljno niska da ne dode do promjene
sastava materijala. Uspostava ravnoteZe se moze ubrzati mijeSanjem.
Uzorak se moze ohladiti tekué¢im dusikom ili suhim ledom, ali tre-
ba paziti da ne dode do kondenzacije zraka ili tekuéine u crpki.
Otvori se ventil iznad posude s uzorkom i nekoliko minuta provodi
usisavanje kako bi se uklonio zrak. Postupak odzradivanja se prema
potrebi ponovi viSe puta.

Slika 3.a

1: Ispitivana tvar
2: Parna faza
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3: Visokovakuumski ventil

4: U-cijev (pomo¢ni manometar)
5: Pokaziva¢ tlaka

6: Termostatirana kupel;j

7: Uredaj za mjerenje temperature
8: Vod do vakuumske crpke

9: Odzracivanje/dusik

Slika 3.b

1: Ispitivana tvar

2: Parna faza

3: Visokovakuumski ventil
4: Mjera¢ tlaka

5: Pokaziva¢ tlaka

6: Termostatirana kupelj

7: Naprava za mjerenje temperature

Kad se uzorak zagrijava sa zatvorenim ventilom, tlak pare se
povecava. To mijenja ravnotezu tekucine u U-cijevi. Da bi se povra-
tila ravnoteZa, u aparaturu se dovodi dusik ili zrak dok se pokaziva¢
diferencijalnog tlaka ne vrati na nisticu. Tlak koji je za to potreban
moZe se o¢itati na manometru ili na preciznijem instrumentu. Taj
tlak odgovara tlaku pare tvari na temperaturi mjerenja. Ako se ko-
risti aparatura opisana na slici 3.b, tlak pare se mozZe izravno o¢itati.

Tlak pare se odreduje u odgovarajuce malim temperaturnim
intervalima (sveukupno priblizno 5 do 10 mjernih to¢aka) do Zeljene
maksimalne temperature.

Za provjeru treba ponoviti mjerenja na niskim temperaturama.
Ako se vrijednosti dobivene pri ponovljenom mjerenju ne podudara-
ju s krivuljom za rastu¢u temperaturu, moguci razlozi su:

(i) u uzorku jo§ ima zraka (npr. u slu¢aju jako viskoznih ma-
terijala) ili tvari s niskim vreliStem koje se oslobadaju prilikom za-
grijavanja;

(ii) tvar kemijski reagira u temperaturnom poducju koje se is-
pituje (npr. razlaganje, polimerizacija).

1.5.3. Metoda s izoteniskopom

1.5.3.1. Nacelo

Izoteniskop (6) se temelji na nacelu staticke metode. Kod pri-
mjene ove metode uzorak se stavlja u balon sa stalnom temperatu-

rom koji je spojen na manometar i vakuumsku crpku. Necistoce koje
su hlapljivije od tvari uklanjaju se odzra¢ivanjem na snizenom tlaku.
Tlak pare uzorka pri odabranim temperaturama izjednacava se s
poznatim tlakom inertnog plina. Izoteniskop je prvobitno izraden
za mjerenje tlaka pare nekih tekucih ugljikovodika, ali je prikladan
i za ispitivanje krutih tvari. Metoda u pravilu nije prikladna za vi-
$ekomponentne sustave. Sitne greske u rezultatima moguce su kod
uzoraka koji sadrze nehlapljive neistoce. Preporuceno podruéje je
10* do 10° Pa.

1.5.3.2. Aparatura

Primjer mjernog uredaja prikazan je na slici 4. Potpun opis
moZe se pronaci u ASTM D 2879-86 (6).

1.5.3.3. Postupak

Kad se ispituju tekucine, sama tvar sluzi kao tekucina diferen-
cijalnog manometra. U izoteniskop se stavi koli¢ina tekucine koja je
potrebna da se napuni balon i kra¢i krak manometra. Izoteniskop se
prikljuci na vakuumski sustav kako bi se vakuumirao, a zatim napuni
dusikom. Praznjenje i ¢iS¢enje sustava treba dvaput ponoviti kako bi
se uklonio preostali kisik. Napunjeni izoteniskop se stavi u vodoravan
polozaj tako da se uzorak u tankom sloju rasiri po balonu i manome-
tru. Tlak sustava se smanji na 133 Pa i uzorak polako zagrijava dok
ne zavrije (uklanjanje otopljenih plinova). Izoteniskop se zatim polozi
tako da se uzorak vrati u balon i napuni kraci krak manometra. Tlak
se odrzava na 133 Pa. IzduZeni vrh balona s uzorkom se zagrijava na
malom plamenu dok se para koja se oslobada iz uzorka ne rasiri do-
voljno da istisne dio uzorka iz gornjeg dijela balona i kraka manome-
tra u manometar, stvaraju¢i prostor ispunjen parom u kojemu nema
dusika. Izoteniskop se zatim stavi u kupelj sa stalnom temperaturom
i tlak dusika podesava dok se ne izjednaci s tlakom pare uzorka. U
ravnoteZi je tlak dusika jednak tlaku pare tvari.

Slika 4.

(Dimenzije u mm)

A: Regulacija tlaka

B: Cijev vanjskog promjera 8 mm
C: Suhi dusik u tlatnom sustavu
D: Para uzorka

E: Vr$ak

F: Tekuéi uzorak
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U slu¢aju krutih tvari, koriste se manometarske tekucine kao
$to su silikonske tekuéine ili ftalati, ovisno o podru¢jima tlaka i
temperature. Odzracena manometarska tekucina se stavi u prosire-
nje na duzem kraku izoteniskopa. Nakon toga se kruta tvar koja se
ispituje stavi u balon za uzorak i odzraci na poviSenoj temperaturi.
Izoteniskop se zatim nagne tako da manometarska tekuéina moze
otjecati u U-cijev.

1.5.4. Metoda efuzije: vaganje tlaka pare (7)

1.5.4.1. Nacelo

Uzorak ispitivane tvari se zagrije u maloj peci i stavi u vaku-
umirano zvono. Pe¢ se prekrije poklopcem na kojemu se nalaze
male rupice poznatoga promjera. Para tvari koja izlazi kroz jednu
od rupica usmjeri se u zdjelicu vrlo osjetljive vage, koja je takoder
smjestena u zvonu. Kod nekih je izvedbi zdjelica vage ulozena u
kuciste za hladenje, koje procesom vodenja topline osigurava rasap
topline prema van, i hladi se isijavanjem, tako da se izlazeca para
na njoj kondenzira. Moment mlaza pare djeluje kao sila na vagu.
Tlak pare se moze odrediti na dva nacina: izravno iz sile koja djeluje
na zdjelicu vage ili iz brzine isparavanja pomo¢u Hertz-Knudsenove

jednadzbe (2):
. ,\/ 2RT %10
P M
gdje je:

G = brzina isparavanja (kg s' m?)

M = molarna masa (g mol™)

T = temperatura (K)

R = univerzalna plinska konstanta (J mol! K)
P = tlak pare (Pa)

Preporuceno podrugje je 107 do 1 Pa.

1.5.4.2. Aparatura

Op¢e nacelo aparature prikazano je na slici 5.

Slika 5.

7 F ™ C
re § ‘<‘
(I 2L =
| r 3 =
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=] (=== '!i 2 =
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H -
il
A: Postolje
B: Instrument s pomicnom zavojnicom
C: Zvono

D: Vaga sa zdjelicom

E: Vakuumski mjerni uredaj

F: Kuciste i palica za hladenje

G: Pe¢ za isparavanje

H: Dewarova posuda s tekuc¢im dusikom
I: Mjerenje temperature uzorka

J: Ispitivana tvar

1.5.5. Metoda efuzije: Knudsenova Celija
1.5.5.1. Nacelo

Metoda se temelji na procjeni mase ispitivane tvari koja u
obliku pare istje¢e kroz mikrootvor Knudsenove Celije (8) u jedi-
nici vremena u uvjetima ultravakuuma. Masa pare moze se dobiti
odredivanjem gubitka mase celije ili kondenzacijom pare na niskoj
temperaturi i kromatografskim odredivanjem koli¢ine tvari koja je
presla u paru. Tlak pare se izra¢unava primjenom Hertz-Knudseno-
vog odnosa (vidi odjeljak 1.5.4.1.) uz faktore korekcije koji ovise o
parametrima aparature (9). Preporuceno podrudje je 10" do 1 Pa.
(10) (11) (12) (13) (14).

1.5.5.2. Aparatura

Opce nacelo aparature prikazano je na slici 6.

Slika 6.

|
|

»

—
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L~

1: Priklju¢ak na vakuum

2: Otvori platinastog otpornickog termometra ili mjerenje i
nadzor temperature

3: Poklopac vakuumskog spremnika

: O-prsten

: Aluminijski vakuumski spremnik

: Uredaj za postavljanje i skidanje efuzijskih Celija
: Poklopac na navoj

: Krilne matice

O 0 N1 N Ul W

. Vijci

10: Efuzijske ¢elije od nehrdajuceg ¢elika

11: Grijaca patrona

1.5.6. Metoda efuzije: izotermalna termogravimetrija
1.5.6.1. Nacelo

Metoda se temelji na odredivanju brzina ubrzanog isparavanja
ispitivane tvari pri poviSenim temperaturama i okolnom tlaku pri-
mjenom termogravimetrije (10) (15) (16) (17) (18) (19) (20). Brzi-
ne isparavanja v, dobivaju se izlaganjem odabranog spoja atmosferi
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spore struje inertnog plina i pracenjem gubitka mase pri definiranim
izotermalnim temperaturama T u kelvinima u odgovaraju¢im vre-
menskim razdobljima. Tlakovi pare p, izracunavaju se iz vrijedno-
sti v, na temelju linearnog odnosa izmedu logaritma tlaka pare i
logaritma brzine isparavanja. Ako je to potrebno, moZe se napraviti
ekstrapolacija na temperature od 20 i 25 °C regresijskom analizom
log p, u ovisnosti o 1/T. Ova je metoda prikladna za tvari s niskim
tlakom pare ¢ak do 10° Pa (102 mbar), s time da Cisto¢a tvari mora
biti blizu 100 % kako bi se izbjeglo pogresno tumacenje izmjerenih
gubitaka mase.
1.5.6.2. Aparatura

Op¢e nacelo pokusne aparature prikazano je na slici 7.

Slika 7.
Mikrovaga
Plin N, na -
okolnom tlaku [ )
I
Plin N, =l
|
Podesivi Rotametar | Pecnica
ventil
——
Plo¢a s uzorkom
Sorpcijska jedinica |
\ =

1

| |
% | Podesivi
ventil
Rotametar stalnog protoka sa sustavom X
viSestrukih svjetlosnih barijera Pisa¢

Sisaljka

Preko nosaca uzorka objesenog na mikrovagi u komori s nad-
ziranom temperaturom pusta se struja suhog plinovitog dusika koja
sa sobom odnosi molekule pare ispitivane tvari. Plinska struja se po
izlasku iz komore proci$éava u sorpcijskoj jedinici.

1.5.6.3. Postupak

Ispitivana tvar se homogeno nanese na povr$inu hrapave stakle-
ne ploce. U slucaju krutih tvari, plo¢a se jednoliko navlazi otopinom
tvari u prikladnom otapalu i osusi u inertnoj atmosferi. Kod mjere-
nja se ploca s premazom objesi u termogravimetrijski analizator i
nakon toga gubitak mase neprekidno mjeri u ovisnosti o vremenu.

Brzina isparavanja v, pri odredenoj temperaturi izra¢unava se
iz gubitka mase Am ploce s uzorkom pomocu sljede¢e formule:

V.= %(gcmzhl)

gdje je F povrSina nanesene ispitivane tvari, u pravilu povrsina
ploce s uzorkom, a t je vrijeme gubitka mase Am.

Tlak pare p, izraunava se na temelju funkcije brzine ispara-
vanja v,:

Logp,=C+D-logv,

gdje su C i D specifiéne konstante pokusne aparature, koje su
ovisne o promjeru mjerne komore i brzini protoka plina. Te se ko-
stante odreduju jedanput mjerenjem niza spojeva poznatoga tlaka
pare i regresijom log p, u ovisnosti o log v, (11) (21) (22).

Odnos izmedu tlaka pare p, i temperature T u kelvinima pro-
izlazi iz sljedece formule:

Logp,=A+B- 1T

gdje su A i B konstante dobivene regresijom log p, u ovisnosti
o 1/T. Uz pomoc¢ ove jednadzbe tlak pare se moze ekstrapolirati na
bilo koju drugu temperaturu.

1.5.7. Metoda zasicenja plina (23)
1.5.7.1. Nacelo

Inertni plin se pri sobnoj temperaturi provodi kroz uzorak is-
pitivane tvari ili prevodi preko njega poznatom brzinom, koja mora
biti dovoljno niska da se postigne zasicenje. Postizanje zasicenja u
plinskoj fazi je od presudne vaznosti. Tvar koja putuje s plinom se
odvaja, uglavnom pomocu sorbensa, i odreduje njezina koli¢ina. Za
kvantitativno odredivanje prenesenog materijala se umjesto odva-
janja pare i naknadne analize mogu koristiti integrirani analiticki
postupci, kao $to je plinska kromatografija. Kod izra¢unavanja tlaka
pare polazi se od pretpostavke da vrijedi zakon o idealnom plinu
i da je ukupni tlak smjese plinova jednak zbroju tlakova plinskih
komponenti. Parcijalni tlak ispitivane tvari tj. tlak pare izra¢unava se
iz poznatog ukupnog volumena plina i mase prenesenog materijala.

Postupak zasi¢enja plina moZe se primijeniti na krute i tekuce
tvari. On se moze koristiti za tlak pare do najmanje 10° Pa (10) (11)
(12) (13) (14). Metoda je najpouzdanija pri tlakovima pare ispod
10° Pa. Iznad 10° Pa opdenito se dobivaju precijenjene vrijednosti
tlaka pare, vjerojatno zbog tvorbe aerosola. Bududi da se mjerenja
tlaka pare provode na sobnoj temperaturi, nema potrebe za ekstra-
polacijom podataka od visokih temperatura koja bi mogla dovesti
do ozbiljnih gresaka.

1.5.7.2. Aparatura

Postupak zahtijeva koristenje kucista sa stalnom temperaturom.
Shema na slici 8. prikazuje kuciste u koje su smjestena tri drzaca za
krute uzorke i tri drzada za tekuce uzorke, $to omogucuje istovre-
menu analizu tri kruta uzorka ili tri tekuca uzorka. Temperatura se
odrzava unutar + 0,5 °C ili manje.

Slika 8.
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Kao inertni plin nositelj obi¢no se koristi dusik, ali ponekad
moze biti potreban i neki drugi plin (24). Plin nositelj mora biti
suh. Plinska struja se podijeli u 6 manjih struja, koje se reguliraju
igli¢énim ventilima (otvora priblizno 0,79 mm), i odvodi u kuciste
bakarnim cijevima unutarnjeg promjera 3,8 mm. Kad se tempera-
tura uravnotezi, plin protje¢e kroz uzorak i odvaja¢ sa sorbensom
te izlazi iz kucista.
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Kruti se uzorci stavljaju u staklenu cjev¢icu unutarnjeg promje-
ra 5 mm izmedu ¢epova od staklene vune (vidi sliku 9.). Na slici 10.
prikazan je drza¢ tekuceg uzorka i sustav sorbensa. Najobnovljivije
mjerenje tlaka pare tekucina postiZe se ako se tekucina nanese na
staklene kuglice ili na inertni sorbens, kao $to je silikagel, i drza¢
napuni kuglicama. Druga mogu¢nost je da se plin nositelj prevodi
preko grubog metalnog sita i propuhuje kroz kolonu tekude ispiti-
vane tvari.

vuna

Slika 9. Slika 10.
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Sustav sorbensa se sastoji od prednjeg i pomocnog dijela. Pri
vrlo niskom tlaku pare sorbens zadrzava tek male koli¢ine tvari i
adsorpcija na staklenoj vuni i staklenoj cjev¢ici izmedu uzorka i
sorbensa moze predstavljati ozbiljan problem.

Odvajaci hladeni krutim CO, jo$ su jedan ucinkovit nacin sku-
pljanja isparenog materijala. Oni ne stvaraju protutlak na koloni za
zasicenje, a odvojeni materijal se moze lako kvantitativno ukloniti.

1.5.7.3. Postupak

Brzina protoka izlaznog plina nositelja mjeri se pri sobnoj tem-
peraturi. Tijekom pokusa treba Cesto provjeravati brzinu protoka
kako bi se dobila to¢na vrijednost ukupnog volumena plina nosi-
telja. Pozeljno je neprekidno pracenje mjeratem protoka mase. Za
zasicenje plinovite faze ponekad je potrebno dugo vrijeme kontakta,
a time i prilicno male brzine protoka plina (25).

Na kraju pokusa se prednji i pomo¢ni dio sorbensa zasebno
analiziraju. Spoj se iz svakog dijela desorbira dodavanjem otapala.
Nastale otopine se kvantitativno analiziraju radi odredivanja de-
sorbirane mase iz svakog dijela. Izbor analiticke metode (takoder i
izbor sorbensa i desorpcijskog otapala) ovisi o vrsti ispitivanog ma-
terijala. Ucinkovitost desorpcije se odreduje ubrizgavanjem poznate
koli¢ine uzorka na sorbens, desorbiranjem tvari i analiziranjem do-
bivene koli¢ine. Vazno je da se kod provjere ucinkovitosti desorpcije
koristi koncentracija koja je jednaka ili sli¢na koncentraciji uzorka
u ispitnim uvjetima.

Da bi se osiguralo zasi¢enje plina nositelja ispitivanom tvari,
koriste se tri razli¢ite brzine protoka plina. Ako se izracunati tlak
pare ne mijenja s promjenom brzine protoka, smatra se da je plin
zasicen.

Tlak pare izra¢unava se pomocu sljedece jednadzbe:
p=m KT
VM

gdje je

p = tlak pare (Pa)

m = masa isparene ispitivane tvari (g)

V = volumen zasi¢enog plina (m’)

R = univerzalna plinska konstanta 8,314 (J mol! K')

T = temperatura (K)

M = molarna masa ispitivane tvari (g mol”)

Izmjerene volumene treba ispraviti za razliku u tlaku i tempe-
raturi izmedu mjeraca protoka i zasicivaca.

1.5.8. Metoda vrteceg rotora

1.5.8.1. Nacelo

U ovoj se metodi koristi rotirajuci viskozimetar ¢iji se mjerni
element sastoji od male Celi¢ne kuglice objeSene u magnetskom po-
lju koja se vrti pod utjecajem okretnih polja (26) (27) (28). Prijemne
zavojnice omogucuju mjerenje brzine vrtnje. Kad kuglica postigne
odredenu brzinu vrtnje, obi¢no oko 400 okretaja u sekundi, pobu-
da se prekida i nastupa usporavanje uslijed trenja plina. Opadanje
brzine vrtnje mjeri se u ovisnosti o vremenu. Tlak pare se izvodi iz
usporavanja Celi¢ne kuglice, koje ovisi o tlaku. Preporuceno podruc-
je je 10* do 0,5 Pa.

1.5.8.2. Aparatura

Raspored pokusne aparature prikazan je na slici 11. Mjerna
glava se nalazi u ku¢i$tu sa stalnom temperaturom koja se regulira
s to¢nos¢u od 0,1 °C. Posuda s uzorkom se stavi u zasebno kudi-
$te, gdje je temperatura takoder regulirana s to¢no$¢u od 0,1 °C.
Svi ostali dijelovi aparature se drZe na viSoj temperaturi kako bi se

sprije¢ila kondenzacija. Citava aparatura je spojena na visokovaku-
umski sustav.
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2. PODACI I IZVJESCIVANJE

2.1. PODACI

Tlak pare kod svake od prethodnih metoda treba odrediti za
najmanje dvije temperature. PoZeljno je odabrati tri ili vie tem-
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peratura u podruéju od 0 do 50 °C kako bi se provjerila linearnost
krivulje tlaka pare. U slu¢aju metode efuzije (Knudsenova ¢elija i
izotermalna termogravimetrija) i metode zasicenja plina, za mjere-
nje se umjesto temperaturnog podrucja od 0 do 50 °C preporucuje
podrucje od 120 do 150 °C.

2.2. IZVJESCE O ISPITIVANJU

IzvjeSce o ispitivanju sadrzi sljedece informacije:

- primijenjena metoda,

- to¢na specifikacija tvari (identitet i necistoce) i (prema potre-
bi) postupak prethodnog proci$c¢avanja,

- najmanje dvije vrijednosti tlaka pare i temperature — poZeljno
je tri ili viSe - u podrucju izmedu 0 i 50 °C (odnosno 120 do 150 °C),

- najmanje jedna temperatura treba biti 25 °C ili niza, ako je
to tehnicki izvedivo kod odabrane metode,

— svi izvorni podaci,

- krivulja log p u ovisnosti o 1/T,

- procjena tlaka pare na 20 ili 25 °C.

Ako se zapazi prijelaz tvari (u drugo agregatno stanje ili razla-
ganje), treba navesti sljede¢e informacije:

- vrsta promjene,

- temperatura na kojoj dolazi do promjene pri atmosferskom
tlaku,

- tlak pare na 10 i 20 °C ispod temperature prijelaza i 10 i
20 °C iznad te temperature (osim u slucaju prijelaza iz krutog u
plinovito stanje).

U izvjes¢u treba navesti sve podatke i primjedbe bitne za tu-
macenje rezultata, osobito u vezi s necisto¢ama i fizikalnim stanjem
tvari.
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DODATAK

Metoda procjene
UvoD
Procijenjene vrijednosti tlaka pare mogu se koristiti:

- za donosenje odluke o tome koja je pokusna metoda najpri-
kladnija,

- za navodenje procijenjene ili grani¢ne vrijednosti u slucaju
kad se pokusna metoda ne moze koristiti iz tehnickih razloga.
METODA PROCJENE

Tlak pare teku¢ina i krutih tvari moze se procijeniti primjenom
prilagodene Watsonove korelacije (a). Jedini pokusni podatak koji je
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potreban je uobicajeno vreliste. Metoda se moZe primijeniti u po-
drudju tlaka od 10° Pa do 10” Pa.

Podrobne informacije o metodi nalaze se u priru¢niku »Han-
dbook of Chemical Property Estimation Methods« (b). Vidi takoder
OECD Environmental Monograph No. 67 (c).

RACUNSKI POSTUPAK

Tlak pare izra¢unava se na sljede¢i nadin:

( T)m

3-2—

AH T, T
-2m

gdje je:

T = trazena temperatura

T, = uobicajeno vreliste

P = tlak pare na temperaturi T

AH = toplina isparavanja

AZ, = faktor stla¢ivosti (procijenjen na 0,97)

m = empirijski faktor koji ovisi o fizikalnom stanju na relevan-
tnoj temperaturi

Osim toga:

AH,

T = KF(SJS +R1In Tb)

b

gdje je K, empirijski faktor koji uzima u obzir polaritet tvari.
Faktori K, za nekoliko vrsta spojeva navedeni su u literaturi (b).

Prili¢no se ¢esto mozZe naici na podatke gdje je vreliste nave-
deno pri snizenom tlaku. U tom se slu¢aju tlak pare izracunava na
sljede¢i nacin:

AH,, T\"T, " T
InP =InP, + 1-{3-2—| —=-2m|3-2—| In—
P AZ RT T,] T T T

b1 1 1 1

gdje je T, vreliste pri snizenom tlaku P..

IZVJESCE
Kad se koristi metoda procjene, u izvjes¢u treba detaljno doku-
mentirati ¢itav ra¢unski postupak.
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A.22. ODREDIVANJE SREDNJEG GEOMETRIJSKOG
PROMJERA VLAKANA POMOCU DULJINE
1. METODA
1.1. UVOD

U ovoj se metodi opisuje postupak za mjerenje srednjeg geo-
metrijskog promjera pomoc¢u duljine (LWGMD - Length Weighted

Geometric Mean Diameter) umjetnih mineralnih vlakana (MMMF
- Man Made Mineral Fibres). Budu¢i da se LIWGMD vlakana s 95
% vjerojatnosti nalazi izmedu razina pouzdanosti uzorka od 95 %
(tj. LWGMD = dvije standardne greske), vrijednost koja se navodi
u izvje$¢u (ispitna vrijednost) odgovarat ¢e donjoj granici pouzda-
nosti uzorka od 95 % (tj. LWGMD - 2 standardne greske). Metoda
se temelji na azuriranoj verziji (lipanj 1994.) nacrta industrijskog
postupka za zastitu zdravlja, sigurnost i zastitu okolisa (HSE) koji
je dogovoren na sastanku izmedu ECFIA-a i HSE-a u Chesteru 26.
9. 1993. i koji je izraden za potrebe drugog medulaboratorijskog
pokusa i na temelju tog pokusa (1, 2). Ova mjerna metoda moZe se
koristiti za opisivanje promjera vlakana materijala u rasutom stanju
i proizvoda koji sadrze MMME uklju¢ujudi vatrostalna keramicka
vlakna (RCF - Refractory Ceramic Fibres), umjetna staklena vla-
kna (MMVF - Man-Made Vitreous Fibres), kristalna i polikristalna
vlakna.

Odredivanje duljinom je na¢in da se kompenzira utjecaj na raz-
diobu promjera zbog pucanja dugackih vlakana, do kojega dolazi
prilikom uzorkovanja i rukovanja materijalom. Za mjerenje razdiobe
veli¢ina promjera MMMEF Kkoristi se geometrijska statistika (geome-
trijska sredina) budu¢i da se njihove razdiobe veli¢ina obi¢no pribi-
lizavaju log-normalnoj razdiobi.

Mjerenje duljine i promjera je zamoran i dugotrajan posao, ali
ako se mjere samo vlakna koja dodiruju beskonac¢no tanku crtu u
vidnom polju SEM-a, tada je vjerojatnost da se odabere odredeno
vlakno razmjerna duljini. Buduéi da je pitanje duljine za potrebe
odredivanja duljinom time rijeSeno, potrebno je samo izmjeriti
promjer i LWGMD-2SE se tada moZe izracunati na nacin kako je
opisano.

1.2. DEFINICIJE

yeos

najmanje 3:1.
1.3. PODRUCJE PRIMJENE I OGRANICENJA

Metoda je namijenjena proucavanju razdioba promjera kod
srednjih promjera 0,5 pm do 6 pum. Veéi se promjeri mogu mjeriti
uz primjenu manjih SEM povecanja, ali se time povecavaju ograni-
¢enja metode kod finijih razdioba vlakana, dok se u slu¢aju srednjih
promjera ispod 0,5 pm preporucuje mjerenje uz pomo¢ TEM (tran-
smisijski elektronski mikroskop) mikroskopa.

1.4. NACELO ISPITNE METODE

Uzme se odredeni broj reprezentativnih uzoraka iz jezgre me-
kane ploce ili slobodnih vlakana u rasutom stanju. Vlakna u rasutom
stanju se skrate drobljenjem i reprezentativni poduzorak dispergira
u vodi. Zatim se vade alikvoti i filtriraju kroz polikarbonatni fil-
tar veli¢ine pora 0,2 pm i pripreme za pregled pod skeniraju¢im
elektronskim mikroskopom (SEM). Promjeri vlakana mjere se pod
povecanjem x 10 000 ili ve¢im? metodom presijecanja linija da bi
se dobila nepristrana procjena srednjeg promjera. Izra¢una se donji
interval pouzdanosti 95 % (na temelju jednostranog testa) tako da se
dobije procjena najnize vrijednosti srednjeg geometrijskog promjera
vlakana materijala.

1.5. OPIS ISPITNE METODE

1.5.1. Sigurnost/mjere opreza

Izlaganje ljudi lebde¢im vlaknima treba svesti na najmanju mo-
gucu mjeru te kod rukovanja suhim vlaknima koristiti digestor ili

?Ova vrijednost pove¢anja odnosi se na vlakna od 3 um. za vlakna od 6 pm
mozda je primjerenije koristiti povecanje x 5 000.
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komoru za rukovanje s rukavicama (»glove box»). IzloZenost ljudi
treba periodicki provjeravati kako bi se utvrdila u¢inkovitost zastit-
nih mjera. Kod rukovanja MMMF vlaknima treba nositi rukavice
za jednokratnu uporabu kako bi se umanjilo nadrazivanje koze i
sprijecila unakrsna kontaminacija.

1.5.2. Aparatura/oprema

— Presa i kalupi (10 MPa).

— Polikarbonatni filtri s kapilarnim porama veli¢ine pora 0,2
pm (promjer 25 mm).

- Membranski filtar od celuloznog estera veli¢ine pora 5 um,
koji se koristi kao pomoc¢ni filtar.

— Stakleni uredaj za filtraciju (ili filtracijski sustavi za jedno-
kratnu uporabu) za filtre promjera 25 mm (npr. stakleni komplet
za mikroanalizu Milipore, tip XX10 025 00).

- Svjeze destilirana voda, filtrirana kroz filtar veli¢ine pora 0,2
pm radi uklanjanja mikroorganizama.

- Uredaj za naparivanje zlata ili zlata/paladija.

— Skenirajuéi mikroskop razlu¢ivosti do 10 nm i povecanjem
x 10 000.

- Razno: spatule, skalpelski noz tip 24, pinceta, SEM cjevci-
ce, karbonsko ljepilo ili karbonska ljepljiva traka, koloidno srebro
(»silver dag).

- Ultrazvu¢na sonda ili stolna ultrazvu¢na kupelj.

— Svrdlo za uzorkovanje jezgre ili svrdlo za pluto za uzimanje
uzoraka iz MMMEF ploca.

1.5.3. Ispitni postupak
1.5.3.1. Uzorkovanje

Za uzimanje uzoraka iz presjeka tvrdih ili mekanih vlaknastih
ploca koristi se svrdlo za uzorkovanje jezgre ili svrdlo za pluto od 25
mm. Uzorci se uzimaju u jednolikim razmacima po $irini ploce, ako
se radi o plo¢ama male duljine, ili nasumicno, ako su raspolozive ve-
like ploce. Ista se oprema moze koristiti i za ekstrahiranje slucajnih
uzoraka slobodnih vlakana. Po moguénosti treba uzeti $est uzoraka
kako bi se uzele u obzir prostorne varijacije unutar materijala.

Sest jezgrovanih uzoraka zdrobi se u kalupu promjera 50 mm
pod tlakom od 10 MPa. Materijal se promijesa spatulom i ponovno
stla¢i na 10 MPa. Materijal se zatim izvadi iz kalupa i pohrani u
¢vrsto zatvorenoj staklenoj boci.

1.5.3.2. Priprema uzorka

Prema potrebi, vlakno treba ostaviti oko sat vremena u peci na
temperaturi od 450 °C da bi se uklonilo organsko vezivo.

Uzorak se podijeli na poduzorke postupkom ¢etvorenja stosca
(»cone and quarter«) (to treba uciniti u komori za zastitu od pra-
$ine).

Mala koli¢ina uzorka (< 0,5 g) se spatulom doda u 100 ml svje-
ze destilirane vode koja je profiltrirana kroz membranski filtar 0,2
pm (mogu se koristiti i drugi izvori ultraliste vode ako se dokaze
da su zadovoljavajuce kakvoce). Uzorak se dobro rasprsi uz pomo¢
ultrazvu¢ne sonde snage 100 W koja je ugodena tako da izazove
kavitaciju. (Ako sonda nije raspoloZiva, koristi se sljedeci postupak:
uzorak protresti i okrenuti, ponavljajuéi postupak 30 sekundi - pe-
tminutna obrada u stolnoj ultrazvu¢noj kupelji - jo§ 30 sekundi
protresati i okretati.)

Cim se vlakno dispergira, izvadi se odredeni broj alikvota (npr.
tri alikvota od 3, 6 i 10 ml) pipetom Sirokog grla (zapremine 2 - 5
ml).

Svaki se alikvot filtrira pod vakuumom kroz polikarbonatni fil-
tar 0,2 um i pomo¢ni MEC filtar veli¢ine pora 5 pm, koriste¢i stakle-
ni filtar-lijevak s cilindri¢nim spremnikom. U lijevak se ulije oko 5
ml filtrirane destilirane vode i alikvot polako pipetira u vodu drzeci
vrh pipete ispod meniskusa. Pipetu i spremnik treba temeljito isprati
nakon pipetiranja jer se tanka vlakna znaju nakupljati na povrsini.

Filtar se oprezno ukloni i odvoji od pomo¢nog filtra te stavi u
posudu da se osusi.

Ljuljaju¢im pokretima odreZe se jedna cetvrtina ili jedna po-
lovina dijela filtra s filtarskim talogom koriste¢i skalpel tipa 24.
Odrezani dio se pazljivo pri¢vrsti na SEM nosa¢ (»stub») pomocu
karbonske ljepljive trake ili karbonskog ljepila. Koloidno srebro tre-
ba nanijeti na najmanje tri mjesta kako bi se poboljsao elektri¢ni
kontakt na rubovima filtra i nosaca. Kad se ljepilo/koloidno srebro
osusi, na povr$inu taloga se naparivanjem nanese cca 50 nm zlata
ili zlato/paladija.

1.5.3.3. Kalibracija i rad SEM-a

1.5.3.3.1. Kalibracija

Kalibracija SEM-a treba provjeriti najmanje jedanput tjedno (u
idealnom slucaju jedanput dnevno) pomocu ovjerene resetke za ka-
libraciju. Kalibracija se provjerava u odnosu na odobreni standard;
ako izmjerena vrijednost (SEM) nije u granicama + 2 % odobrene
vrijednosti, kalibraciju treba prilagoditi i ponovno provjeriti.

Na stvarnom matriksu uzorka SEM mora imati moguénost
razlu¢ivanja barem minimalnog vidljivog promjera od 0,2 pm pri
povecanju x 2 000.

1.5.3.3.2. Rad

SEM treba podesiti na povecanje od 10 000° i osigurati uvjete
koji daju dobru razlu¢ivost i prihvatljivu kakvocu slike pri malim
brzinama skeniranja, npr. 5 sekundi po slicici. lako razli¢iti ure-
daji mogu imati razli¢ite radne postavke, za najbolju vidljivost i
razlu¢ivost kod rada s materijalima relativno niske atomske mase
uglavnom treba koristiti ubrzavajuci napon od 5 - 10 keV i uredaj
podesiti na malu veli¢inu tocke i kratku radnu udaljenost. Kad se
provodi linearna traverza, treba koristiti nagib od 0° da bi se smanji-
la potreba za ponovnim fokusiranjem, a ako SEM ima eucentri¢nu
fazu, treba koristiti eucentri¢énu radnu udaljenost. MozZe se koristiti
i manje povecanje ako materijal ne sadrzi mala vlakna (malog pro-
mjera) i promjeri vlakana su veliki (> 5 pm).

1.5.3.4. Odredivanje veli¢ine

1.5.3.4.1. Ocjenjivanje uzorka pregledom pod malim poveca-
njem

Na pocetku uzorak treba pregledati pod malim povecanjem da
bi se otkrile eventualne naznake grudanja velikih vlakana i procije-
nila gustoca vlakana. U slu¢aju pretjeranog grudanja, preporucljivo
je pripremiti novi uzorak.

Da bi se postigla statisticka to¢nost, potrebno je izmjeriti odre-
deni minimalni broj vlakana - velika gustoca vlakana se moze sma-
trati poZeljnom osobinom jer pregledavanje praznih polja oduzima
vrijeme, a ne daje nikakav doprinos analizi. Medutim, ako je filter
preopterecen, bit ¢e teSko izmjeriti sva mjerljiva vlakna, a neka se
manja vlakna mogu i previdjeti ako su sakrivena iza velikih vlakana.

Ako je gusto¢a vlakana iznad 150 vlakana po milimetru line-
arne traverze, moZe se javiti pristranost u smislu previsoke procje-
ne LWGMD. S druge strane, male koncentracije vlakana produzuju
vrijeme analize i Cesto je isplativije pripremiti uzorak ¢ija je gustoca
vlakana bliza optimalnoj gustoci nego nastaviti s brojenjem na fil-
terima s niskom koncentracijom. Kod optimalne gustoée vlakana

*Za vlakna od 3 pm, vidi prethodnu napomenu.
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treba prosje¢no dobiti otprilike jedno do dva brojiva vlakna po vid-
nom polju pri povecanju od 5 000. Ipak, optimalna gustoca ovisi
o veli¢ini (promjeru) vlakana; stoga se ispitiva¢ u odredenoj mjeri
mora osloniti na vlastitu struénu prosudbu kako bi odludio je li gu-
sto¢a vlakana pribliZzno optimalna ili nije.

1.5.3.4.2. Odredivanje promjera vlakana duljinom

Broje se samo vlakna koja dodiruju (ili sijeku) (beskonaéno)
tanku crtu na zaslonu SEM-a. Stoga treba povuéi vodoravnu (ili oko-
mitu) crtu kroz sredinu zaslona.

Druga je mogucnost da se u sredinu zaslona stavi samo tocka i
zapo¢ne kontinuirano skeniranje u jednom smjeru preko filtra. Mje-
ri se i biljezi promjer svakog vlakna razmjera stranica veceg od 3:1
koje dodiruje ili sijece tu tocku.

1.5.3.4.3. Odredivanje veli¢ine vlakna

Preporucuje se da se izmjeri najmanje 300 vlakana. Svako se
vlakno mjeri samo jedanput u tocki gdje sijece crtu ili tocku na-
crtanu na slici (ili u blizini sjeci$ta ako su rubovi vlakna skriveni).
Ako se naide na vlakna neujednacenog presjeka, uzima se u ob-
zir mjerenje koje predstavlja prosje¢ni promjer vlakna. Definiranje
ruba i mjerenje najkrace udaljenosti izmedu rubova vlakna zahtijeva
poseban oprez. Odredivanje veli¢ine moZe se provoditi izravno »on
line« ili »off-line«, na pohranjenim slikama odnosno fotografijama.
Preporucuju se poluautomatski sustavi mjerenja slike koji podatke
izravno ucitavaju u tablicu, jer se tako $tedi vrijeme i izbjegavaju
greske u prijepisu, a izratun se moZe automatizirati.

Krajeve dugackih vlakana treba pregledati pod malim poveca-
njem da bi se provjerilo da ne zavijaju natrag u vidno polje mjerenja
i ne bi bili izmjereni vi$e puta.

2. PODACI

2.1. OBRADA REZULTATA

Promjeri vlakana uglavnom nemaju normalnu razdiobu. Ipak,
logaritamskom transformacijom moze se dobiti priblizno normalna
razdioba.

Izra¢una se aritmeticka sredina (srednji InD) i standardna
devijacija (SD, ) vrijednosti logaritma po bazi e (InD) n promjera
vlakana (D).

sred. InD = XInD/n (1)

V I(InD — psred. lnD)2
SD, = _
InD n-1 (2)

Standardna devijacija se podijeli kvadratnim korijenom broja
mjerenja (n) da bi se dobila standardna greska (SE, ).

SD

InD = T
AR (3)

SE

Da bi se dobila geometrijska sredina umanjena za dvije geome-
trijske standardne greske, dvostruka standardna greska se oduzme
od srednje vrijednosti i izratuna eksponent te vrijednosti (srednja
vrijednost minus dvije standardne greske).

LWGMD - 2SE = el hD25E ) (4)

3. IZVJESCIVANJE

I1ZVJESCE O ISPITIVANJU

Izvjesce o ispitivanju sadrzi barem ove informacije:
- Vrijednost LWGMD-2SE.

- Sva odstupanja, a posebno ona koja imaju utjecaja na preci-
znost ili to¢nost rezultata, uz odgovarajuca obrazloZenja.
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PRILOG II.

B.46. TEST NADRAZIVANJA KOZE IN VITRO
NA MODELU REKONSTRUIRANE LJUDSKE
EPIDERME

1. METODA

1.1. UVOD

Nadrazivanje koZze je izazivanje reverzibilnog oste¢enja koze
nakon primjene ispitivane tvari u trajanju do najvie 4 sata [prema
definiciji u Globalno uskladenom sustavu razvrstavanja i oznacava-
nja kemikalija (GHS) Ujedinjenih naroda (UN)] (1). Ova ispitna me-
toda predvida in vitro postupak koji, ovisno o zahtjevima pruzanja
informacija, nudi moguénost da se nadrazujuce djelovanje tvari na
kozu odredi samostalnim zamjenskim testom u okviru strategije is-
pitivanja, u skladu s pristupom ocjenjivanja dokazne snage (»Weight
of Evidence Approach») (2).

Ocjenjivanje nadrazivanja koze do sada je uglavnom zahtijeva-
lo koristenje laboratorijskih Zivotinja (vidi metodu B.4.) (3). Vode¢i
ra¢una o dobrobiti Zivotinja, metoda B.4. dopusta da se kod odredi-
vanja nagrizanja/nadraZzivanja koZe primijeni strategija stupnjevitog
ispitivanja i koriste validirane in vitro i ex vivo metode, kako bi se
izbjegla bol i patnja Zivotinja. Za ocjenjivanje nagrizajuceg djelova-
nja u okviru strategije stupnjevitog ispitivanja iz metode B.4., ko-
risne su tri validirane in vitro ispitne metode odnosno smjernice
- B.40, B40.bis i TG 435 (4, 5, 6).

Ova se ispitna metoda temelji na modelima rekonstruirane
ljudske epiderme koji u cjelokupnoj svojoj izvedbi (koristenje kerati-
nocita iz ljudske epiderme kao izvora stanica, reprezentativnog tkiva
i citoarhitekture) vjerno oponasaju biokemijska i fizioloska svojstva
gornjih dijelova ljudske koZze tj. epiderme. Postupak opisan u ovoj
ispitnoj metodi omogucuje utvrdivanje opasnosti nadrazujuéih tvari
u skladu s 2. kategorijom UN GHS. Ova ispitna metoda obuhvaca i
niz referentnih normi koje se koriste za ocjenjivanje sli¢nih ispitnih
metoda i varijanti metoda na osnovi rekonstruirane ljudske epider-
me (7).

Za dvije in vitro ispitne metode (8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17) u kojima se koriste modeli rekonstruirane ljudske epiderme, koji
su dostupni na trziStu kao EpiSkin™ i EpiDerm™, ve¢ su dovriene
predvalidacijske, optimizacijske i validacijske studije. Gore spome-
nuta literatura temelji se na oznacavanju R 38. Odredeni aspekti pre-
ra¢unavanja za potrebe GHS-a obradeni su pod (25). Metode ije su
radne znacajke istovjetne metodi EpiSkin™ (validirana referentna
metoda 1) preporucuju se kao samostalni zamjenski test za in vivo
pokus na kuni¢ima za potrebe razvrstavanja nadrazujucih tvari u 2.
kategoriju GHS. Sto se ti¢e metoda Cije su radne znacajke istovjetne
metodi EpiDerm™ (validirana referentna metoda 2), one se u odno-
su na razvrstavanje nadrazujucih tvari u 2. kategoriju GHS-a prepo-
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rucuju samo kao test pretrazivanja ili kao dio strategije stupnjevitog
ispitivanja u okviru pristupa ocjenjivanja dokazne snage. Da bi se
predloZeni in vitro test nadraZivanja koZe na modelu rekonstruirane
ljudske epiderme mogao koristiti u regulatorne svrhe, potrebno je
odrediti njegovu pouzdanost, relevantnost (to¢nost) i ogranicenja s
obzirom na predlozenu uporabu i usporediti ih s validiranom refe-
rentnom metodom 1, u skladu s referentnim normama utvrdenim
u ovoj ispitnoj metodi (Dodatak).

Jos su dvije in vitro ispitne metode s modelom rekonstruira-
ne ljudske epiderme validirane u skladu sa zahtjevima ove ispitne
metode te daju sli¢ne rezultate kao validirana referentna metoda 1
(18). To su varijanta ispitne metode EpiDerm™ (varijanta referentne
metode 2) i ispitna metoda SkinEthic RHE™ (»me-too« metoda 1).

1.2. DEFINICIJE

U okviru ove ispitne metode primjenjuju se sljede¢e definicije:

Tocnost: Stupanj podudarnosti izmedu rezultata ispitne meto-
de i prihvacenih referentnih vrijednosti. Ona je mjerilo radnih zna-
¢ajki ispitne metode i jedan od aspekata relevantnosti. Izraz se éesto
koristi u istom znacenju kao »podudarnost« kako bi se oznaio udio
to¢nih rezultata metode.

Tvar za kontrolu $arze: Referentna tvar kod koje stanice tkiva
pokazuju srednji stupanj vijabilnosti.

Vijabilnost stanica: Parametar za mjerenje ukupne aktivnosti
populacije stanica, npr. sposobnost stani¢nih mitohondrijskih de-
hidrogenaza da reduciraju vitalnu boju MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-i1)-2,5-difeniltetrazolijev bromid, tiazolil plavo;), koji, ovisno o
krajnjoj tocki koja se mjeri i planu ispitivanja, korelira s ukupnim
brojem i/ili vitalno$c¢u Zivih stanica.

ET,: Vrijeme izlaganja u kojemu se vijabilnost stanica smanji
za 50 % nakon primjene markerske tvari u unaprijed odredenoj fik-
snoj koncentraciji, vidi takoder IC_.

Lazno negativna kvota: Udio svih pozitivnih tvari koje je is-
pitna metoda pogresno identificirala kao negativne. Ona je jedan od
pokazatelja radnih znadajki ispitne metode.

Lazno pozitivna kvota: Udio svih negativnih (neaktivnih) tvari
koje su pogresno identificirane kao pozitivne. Ona je jedan od po-
kazatelja radnih znacajki ispitne metode.

Beskonacna doza: Koli¢ina ispitivane tvari nanesena na kozu
koja prelazi koli¢inu koja je potrebna da se potpuno i jednoliko pre-
krije povrsina koZe.

GHS (Globalno uskladeni sustav razvrstavanja i oznacavanja
kemikalija): Sustav za razvrstavanje tvari i smjesa prema standar-
diziranim vrstama i stupnjevima fizikalnih opasnosti i opasnosti za
zdravlje i okolis, koji obuhvaca odgovaraju¢a komunikacijska sred-
stva kao $to su piktogrami, oznake opasnosti, oznake upozorenja,
oznake obavijesti i sigurnosno-tehnicki listovi, kojima se preno-
se informacije o njihovim $tetnim u¢incima s ciljem zadtite ljudi
(ukljucujuci poslodavce, radnike, prijevoznike, potroSace i pruzatelje
pomo¢i) i okolida (1), i proveden je u EU-u Uredbom (EZ-a) br.
1272/2008.

IC,: Koncentracija pri kojoj markerska tvar smanjuje vijabil-
nost tkiva za 50 % (IC, ) nakon fiksnog vremena izlaganja, vidi ta-
koder ET, .

Referentne norme: Norme na temelju validirane referentne
metode koje ¢ine osnovu za ocjenjivanje usporedivosti predlozene
ispitne metode koja je po mehanizmu i funkcionalno sli¢na validi-
ranoj referentnoj metodi. One obuhvacaju (I) bitne elemente ispitne
metode, (II) minimalni popis referentnih tvari odabranih medu tva-
rima koje su kori$tene za dokazivanje prihvatljivih radnih znacajki

validirane referentne metode i (III) usporedive razine to¢nosti i po-
uzdanosti koje mora pokazati predloZena ispitna metoda kod ocje-
njivanja primjenom minimalnog popisa referentnih tvari u odnosu
na validiranu referentnu metodu.

Pouzdanost: Pokazuje u kojoj se mjeri ispitna metoda moze
reproducibilno primijeniti unutar jednog laboratorija i izmedu vise
laboratorija u odredenom vremenu uz primjenu istog protokola.
Ona se ocjenjuje izra¢unavanjem reproducibilnosti unutar jednog
laboratorija i izmedu vise laboratorija.

Osjetljivost: Udio svih pozitivnih/aktivnih tvari koje su pravil-
no razvrstane primjenom testa. Ona je mjera to¢nosti ispitne metode
koja daje kategorijske rezultate i vaZan ¢imbenik za ocjenu relevan-
tnosti ispitne metode.

Specificnost: Udio svih negativnih/neaktivnih tvari koje su
pravilno razvrstane primjenom testa. Ona je mjera to¢nosti ispitne
metode koja daje kategorijske rezultate i vazan ¢imbenik za ocjenu
relevantnosti ispitne metode.

Nadrazivanje koZe: Izazivanje reverzibilnog ostecenja koze na-
kon primjene ispitivane tvari u trajanju do najviSe 4 sata. Nadraziva-
nje koze je lokalna neimunogena reakcija koja se javlja ubrzo nakon
podrazaja (24). Njezina glavna znadajka je reverzibilan proces koji
ukljucuje upalne reakcije i vec¢inu karakteristi¢nih klinickih znakova
nadrazivanja (eritem, edem, svrbez i bol) koji se povezuju s upalnim
procesom.

1.3. PODRUCJE PRIMJENE I OGRANICENJA

Ogranicenje testova s rekonstruiranom ljudskom epidermom u
skladu s ovom ispitnom metodom sastoji se u tome $to se pomocu
njih tvari mogu razvrstavati samo u 2. kategoriju nadrazuju¢ih tvari
u okviru sustava UN GHS. Budu¢i da oni ne omogucuju razvrstava-
nje u fakultativu 3. kategoriju prema definiciji UN GHS-a, sve ¢e
ostale tvari ostati nerazvrstane (izvan kategorije). Ovu ispitnu me-
todu treba revidirati ovisno o regulatornim potrebama i mogucéem
ukljucenju novih krajnjih to¢aka i pobolj$anja, ali i u slucaju pojave
novih zamjenskih »me-too« testova.

Ova ispitna metoda omogucuje utvrdivanje opasnosti mono-
konstituentnih nadrazujucih tvari (19), ali ne pruza odgovarajuce
informacije o nagrizanju koze. Plinovi i aerosoli se ne mogu ispiti-
vati, a smjese jo§ nisu ocijenjene u validacijskoj studiji.

1.4. NACELO ISPITIVANJA

Ispitivana tvar se topikalno nanosi na trodimenzionalni model
rekonstruirane ljudske epiderme, koji ¢ine obi¢ni ljudski epidermal-
ni keratinociti uzgojeni u svrhu dobivanja visoko izdiferenciranog
modela ljudske epiderme. Sastoji se od organiziranih bazalnih, tr-
nastih i zrnatih slojeva te viseslojnog roznatog sloja (stratum corne-
um) koji izmedu stanica sadrZi lamelarne masne slojeve rasporedene
analogno obrascu koji se susrece in vivo.

Nacelo ispitivanja s modelom rekonstruirane ljudske epiderme
temelji se na pretpostavci da nadrazujuée tvari mogu prodrijeti u
roznati sloj difuzijom i da su citotoksi¢ne za stanice u niZim slo-
jevima. Vijabilnost stanica mjeri se pretvorbom vitalne boje MTT
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid, tiazolil pla-
va; EINECS broj 206-069-5, CAS broj 298-93-1)] u plavu sol forma-
zana djelovanjem dehidrogenaza, koja se kvantitativno mjeri nakon
ekstrakcije iz tkiva (20). NadraZujuce tvari prepoznaju se po tome
$to spustaju vijabilnost stanica ispod definiranih pragova (tj. < 50
% za 2. kategoriju nadrazujucih tvari UN GHS-a). Tvari kod kojih
je vijabilnost stanica iznad definiranog praga se ne razvrstavaju (tj.
> 50 %, izvan kategorije).
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Sustavi koji se temelje na modelu rekonstruirane ljudske epider-
me mogu se Koristiti za ispitivanje krutih tvari, teku¢ina, polukrutih
tvari i voskova. Tekucine mogu biti vodene i bezvodne; krute tvari
mogu biti topljive ili netopljive u vodi. Kad god je to moguce krute
tvari treba ispitivati u obliku sitnog praha. Budu¢i da je validacijom
ispitnih sustava s modelom rekonstruirane ljudske epiderme obu-
hvaceno 58 pomno odabranih tvari koje predstavljaju $irok spektar
kemijskih razreda, ocekuje se da ¢e metode biti opée primjenjive u
svim kemijskim razredima (16). Validacijom je obuhvaceno 13 na-
drazujucih tvari iz 2. kategorije GHS-a. Valja naglasiti da u validaciju
nisu uklju¢ene nenagrizajuce kiseline, baze, soli i druge anorganske
tvari kao i neki poznati razredi organskih nadraZljivaca, kao $to su
hidroperoksidi, fenoli i povrsinski aktivne tvari, ili su uklju¢eni tek
u ogranicenoj mjeri.

1.5. DOKAZIVANJE OSPOSOBLJENOSTI

Pozeljno je da laboratoriji prije rutinske primjene validirane
metode koja ispunjava zahtjeve ove ispitne metode dokazu tehnic-
ku osposobljenost na deset preporucenih tvari, koje su navedene u
tablici 1. U okviru ove ispitne metode fakultativna 3. kategorija UN
GHS-a se ne smatra kategorijom. Da bi se nove (»me-too») ispitne
metode proizasle iz ove metode koje su strukturno i funkcionalno
sli¢ne validiranim referentnim metodama kao i varijante validiranih
metoda mogle koristiti u ispitivanjima za zadovoljavanje regulator-
nih zahtjeva, potrebno je dokazati usporedivu pouzdanost i to¢nost
nove metode primjenom referentnih normi navedenih u Dodatku
ove ispitne metode.

Tablica 1.
Tvari za provjeru tehnicke osposobljenosti, koje predstavljaju
podskup referentnih tvari iz Dodatka

Tvar CAS broj Rezultat | Agregat- Kategorija GHS
in vivo | no stanje
naftalenoctena kiselina 86-87-3 0 K izvan Kkat.
izopropanol 67-63-0 0,3 T izvan kat.
metil-stearat 112-61-8 1 K izvan kat.
heptil-butirat 5870-93-9 | 1,7 T fakultativna 3. kat
heksil-salicilat 6259-76-3 2 T fakultativna 3. kat
ciklamen-aldehid 103-95-7 2,3 T 2. kat.
1-bromheksan 111-25-1 2,7 T 2. kat.
butil-metakrilat 97-88-1 3 T 2. kat.
1-metil-3-fenil-1-piperazin | 5271-27-2 | 3,3 K 2. kat.
heptanal 111-71-7 4 T 2. kat.

1.6. OPIS METODE

U nastavku se nalazi opis elemenata i postupaka u vezi s testom
na modelu rekonstruirane ljudske epiderme za potrebe ocjenjivanja
nadrazivanja koze. Model rekonstruirane ljudske epiderme moze se
izraditi, preparirati ili nabaviti na trzi$tu (npr. EpiSkin™, EpiDerm™
i SkinEthic RHE™). Standardni ispitni protokoli za EpiSkin™, Epi-
Derm™ i SkinEthic RHE™ mogu se preuzeti na [http://ecvam.jrc.
ec.europa.eu](21, 22, 23)]. Ispitivanje se provodi na sljede¢i nacin:

1.6.1. Elementi modela rekonstruirane ljudske epiderme

1.6.1.1. Op¢i uvjeti koje model mora zadovoljiti

Za izgradnju epitela koriste se normalni ljudski keratinociti.
Ispod funkcionalnog roznatog sloja (stratum corneum) nalaze se
viSestruki slojevi vitalnih epitelnih stanica (bazalni sloj, trnasti sloj,
zrnati sloj). I sam roznati sloj je viSeslojan te sadrzi esencijalni profil
lipida kao ¢vrstu funkcionalnu barijeru koja je sposobna zaustaviti
brzi prodor citotoksi¢nih markerskih tvari, npr. natrijev dodecil-sul-
fat (SDS) ili Triton X-100. Funkcija barijere moze se ocijeniti odredi-

vanjem koncentracije markerske tvari koja smanjuje vijabilnost tkiva
za 50 % (IC,)) nakon fiksnog vremena izlaganja ili odredivanjem
vremena izlaganja koje je potrebno da se vijabilnost tkiva smanji za
50 % (ET,) nakon primjene markerske tvari u unaprijed odrede-
noj fiksnoj koncentraciji. Model mora biti dovoljno nepropustan da
sprijeci prolazak materijala oko roznatog sloja do vitalnog tkiva, jer
bi to znacilo lose modeliranje izlaganja koze. Kozni model ne smije
biti oneci$¢en bakterijama, virusima, mikoplazmama i gljivicama.
1.6.1.2. Funkcionalni uvjeti koje model mora zadovoljiti
1.6.1.2.1. Vijabilnost

Preferirani test za odredivanje stupnja vijabilnosti je MTT test
(20). Opticka gustoca (OD) ekstrahirane (otopljene) boje iz tkiva
obradenog negativnom kontrolom (NK) treba biti najmanje 20 puta
veca od vrijednosti OD samog ekstrakcijskog otapala. Potrebno je
dokumentirati da je tkivo obradeno negativnom kontrolom stabilno
u kulturi (tj. daje sli¢cna mjerenja vijabilnosti) za vrijeme trajanja
ispitnog izlaganja.

1.6.1.2.2. Funkcija barijere

Roznati sloj i njegov sastav lipida mora biti sposoban zaustaviti
brzi prodor citotoksi¢nih markerskih tvari, npr. SDS ili Triton X-100,
procijenjeno na temelju IC, ili ET,.

1.6.1.2.3. Morfologija

Histologki pregled rekonstruirane koZe/epiderme mora obav-
ljati odgovarajuce osposobljeno osoblje, koje mora dokazati da je
njezina struktura sli¢na strukturi ljudske koze/epiderme (uklju¢u-
juci videslojni roznati sloj).

1.6.1.2.4. Reproducibilnost

Treba dokazati da su rezultati metode kod primjene odredenog
modela reproducibilni u vremenu, po mogu¢nosti putem odgovara-
juce tvari za kontrolu $arZe (referentne tvari) (vidi Dodatak).

1.6.1.2.5. Kontrole kakvoc¢e (KK) modela

Svaka $arza modela epiderme mora ispuniti definirane krite-
rije za odobrenje proizvoda, medu kojima su najvazniji vijabilnost
(stavak 1.6.1.2.1.) i funkcija barijere (stavak 1.6.1.2.2.). Podru¢je
prihvatljivosti (gornja i donja granica prihvatljivosti) za IC,, od-
nosno ET, odreduje dobavlja¢ koznog modela (ili ispitivac, ako se
koristi vlastiti model). Svojstvo barijere tkiva provjerava laboratorij
po primitku tkiva. Za pouzdano predvidanje nadrazujucih u¢inaka
prihvatljivi su iskljucivo rezultati dobiveni s tkivima koja ispunjava-
ju zadane kriterije. U nastavku su kao primjer navedena podrucja
prihvatljivosti za validirane referentne metode.

Tablica 2.
Primjeri kriterija za odobrenje $arZe u okviru kontrole kakvoce

Srednja vrijednost
podrudja prihvat-
ljivosti

Donja granica
prihvatljivosti

Gornja granica
prihvatljivosti

Validirana refe-
rentna metoda 1
(18-satna obrada
SDS-om)
Validirana referen-
tna metoda 2 (1 %
Triton X-100)

IC,, = 1,0 mg/ml | IC,; = 2,32 mg/ml | IC_ = 3,0 mg/ml

ET, = 4,8 sati ET, = 6,7 sati ET, = 8,7 sati

1.6.1.3. Primjena ispitivanih i kontrolnih tvari

U svakoj obradi i kontrolama treba upotrijebiti dovoljan broj
replika tkiva (najmanje tri po ispitivanju). Bilo da se radi o teku¢ina-
ma ili o krutim tvarima, treba nanijeti dovoljnu koli¢inu ispitivane
tvari da povrsina koze bude ravnomjerno prekrivena, ali paze¢i da se
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izbjegne beskonac¢na doza (vidi tocku 1.2. Definicije), tj. najmanje 25
wW/em? ili 25 mg/cm? U slucaju krutih tvari povrsinu epiderme treba
prije nanosenja navlaZiti deioniziranom ili destiliranom vodom kako
bi se osiguralo dobro prianjanjenje uz kozu. Kad god je to mogude,
krute tvari treba ispitivati u obliku sitnog praha. Na kraju razdoblja
izlaganja ispitivanu tvar treba pazljivo oprati s povrsine koze vodenom
puferskom otopinom ili 0,9 %-tnom NaCl. Ovisno o primijenjenom
modelu rekonstruirane ljudske epiderme, razdoblje izlaganja moze biti
izmedu 15 i 60 minuta, a temperatura inkubacije izmedu 20 i 37 °C.
Za podrobnije informacije vidi standardne radne postupke (»Standard
Operating Procedures») za te tri metode (21, 22, 23).

U svakom istrazivanju treba paralelno koristiti negativne kon-
trole (NK) i pozitivne kontrole (PK) kako bi se dokazalo da se vi-
jabilnost (NK), funkcija barijere i posljedi¢na osjetljivost (PK) tkiva
kre¢u u okvirima propisanog podrucja prihvatljivosti. Predlaze se da
se kao PK tvar koristi 5 %-tna vodena otopina SDS. PredloZene NK
tvari su voda ili otopina soli puferirana fosfatom (PBS).

1.6.1.4. Mjerenja vijabilnosti stanica

Najvazniji element ispitnog postupka je da se mjerenja vijabil-
nosti ne provode neposredno nakon izlaganja ispitivanoj tvari, ve¢
nakon dovoljno dugog razdoblja inkubacije nakon obrade tijekom
koje se oprana tkiva drZe u svjezem mediju. Ova faza ostavlja do-
voljno vremena da se tkivo oporavi od blago nadrazujucih ucinaka,
ali i da se pojave jasni znakovi citotoksi¢nih uc¢inaka. U fazi opitimi-
zacije testa (9, 10, 11, 12, 13) pokazalo se da je optimalno razdoblje
inkubacije nakon obrade 42 sata te je ono koristeno i u validaciji
referentnih metoda.

Test pretvorbe MTT je kvantitativna validirana metoda za mje-
renje vijabilnosti stanica. Taj je test prikladan za trodimenzionalni
model tkiva. Uzorak koZe se stavi u otopinu MTT odgovarajuce kon-
centracije (npr. 0,3 - 1 mg/ml) i ostavi u njoj tri sata. NataloZeni
plavi formazan se zatim ekstrahira iz tkiva pomocu otapala (npr.
izopropanol, kiseli izopropanol) i koncentracija formazana izmjeri
odredivanjem vrijednosti OD na 570 nm uz pojas propustanja do
najvide + 30 nm.

Opticka svojstva ispitivane tvari odnosno njezino kemijsko dje-
lovanje na MTT mogu ometati analizu i dovesti do pogresne procje-
ne vijabilnosti (budu¢i da ispitivana tvar moze sprije¢iti ili obrnuti
proces nastajanja boje, ali ga i izazvati). To se moZze dogoditi kad se
odredena ispitivana tvar ne spere u potpunosti s koze ili prodre u
epidermu. Ako ispitivana tvar izravno djeluje na MTT ili je prirodno
obojena ili se oboji tijekom obrade tkiva, treba upotrijebiti dodat-
ne kontrole kako bi se utvrdio i ispravio utjecaj ispitivane tvari na
mjernu tehniku koja se koristi za mjerenje vijabilnosti. Podroban
opis ispitivanja izravne redukcije MTT moZe se pronadi u ispitnom
protokolu za validirane referentne metode (21, 22, 23). Nespecifi¢-
na boja (»Non-Specific Colour«, NSC) uslijed tih utjecaja ne smije
prijec¢i 30 % NK (za ispravke). Ako je NSC > 30 %, smatra se da
ispitivana tvar nije prikladna za ovu metodu.

1.6.1.5. Kriteriji za prihvacanje ispitivanja

U svakom pokusu s valjanim $arzama (vidi stavak 1.6.1.2.5.)
OD vrijednost tkiva obradenih negativnom kontrolom ukazuje na
kakvocu tkiva nakon $to su dovrSeni svi koraci dopreme i preuzi-
manja te ¢itav postupak u skladu s protokolom za ispitivanje na-
drazivanja. OD vrijednosti kontrola ne smiju biti ispod propisanih
donjih granica. Isto tako, tkiva obradena pozitivnom kontrolom
tj. 5 %-tnom vodenom otopinom SDS trebaju pokazivati zadrZanu
osjetljivost tkiva i sposobnost da reagiraju na nadrazujucu tvar u
uvjetima svakog pojedinog pokusa (npr. vijabilnost < 40 % za vali-
diranu referetnu metodu 1 1 < 20 % za validiranu referetnu metodu

2). Potrebno je definirati odgovarajuce mjere varijabilnosti izmedu
tkiva u ponavljanjima (npr. ako se koriste standardne devijacije, one
trebaju biti < 18 %).

2. PODACI

2.1. PODACI

Podatke pojedina¢nih ponavljanja u svakoj obradi (npr. vrijed-
nosti OD i izracunati postoci vijabilnosti stanica za svaku ispitivanu
tvar, zajedno s razvrstavanjem) treba prikazati u tablicnom obliku,
ukljucujuci eventualne podatke iz ponovljenih pokusa. Osim toga, za
svaki pokus treba navesti srednje vrijednosti + standardnu devijaci-
ju. Za svaku ispitanu tvar treba navesti zapazene interakcije s MTT
reagensom i obojenim ispitnim tvarima.

2.2. TUMACENJE REZULTATA

Na temelju OD vrijednosti za pojedina¢ne ispitne uzorke moze
se izracunati postotak vijabilnosti u odnosu na negativnu kontrolu,
koja je odredena kao 100 %. Potrebno je jasno utvrditi i dokumen-
tirati prijelomnu vrijednost postotka vijabilnosti stanica koja se ko-
risti za razlikovanje nadrazujucih tvari od nerazvrstanih ispitivanih
tvari 1 statisticki postupak ili postupke koji su koristeni za vredno-
vanje rezultata i identifikaciju nadrazuju¢ih tvari te dokazati njihovu
prikladnost. Prijelomne vrijednosti za predvidanje nadrazivanja u
vezi s validiranim referentnim metodama navedene su u nastavku:

Smatra se da je ispitivana tvar nadraZujuca za kozu u smislu 2.
kategorije UN GHS-a:

(i) ako je vijabilnost tkiva nakon izlaganja i inkubacije nakon
obrade manja ili jednaka (<) 50 %.

Smatra se da je ispitivana tvar izvan kategorije:

(ii) ako je vijabilnost tkiva nakon izlaganja i inkubacije nakon
obrade vi$a od (>) 50 %.

3. IZVJESCIVANJE

3.1. IZVJESCE O ISPITIVANJU

Izvjesce o ispitivanju sadrzi sljedece informacije:
Ispitivane i kontrolne tvari:

- kemijski naziv(i), npr. naziv iz nomenklature IUPAC ili CAS
naziv i CAS broj, ako su poznati,

— (istoca i sastav tvari (u masenom postotku/cima),

- fizikalno-kemijska svojstva bitna za provedbu istraZivanja
(npr. fizikalno stanje, stabilnost i hlapljivost, pH, topljivost u vodi,
ako su poznati),

- obrada ispitivanih/kontrolnih tvari prije ispitivanja, prema
potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),

- uvjeti skladistenja.

Obrazlozenje koznog modela i protokola koji je primijenjen.

Ispitni uvjeti:

- sustav stanica koji je upotrijebljen,

- informacije o kalibraciji mjernog uredaja i valnoj duljini koja
je upotrijebljena kod mjerenja vijabilnosti stanica (npr. spektrofo-
tometar),

- potpune popratne informacije o konkretnom koznom modelu
koji je koriten, uklju¢uju¢i njegove radne znacajke; to izmedu osta-
loga uklju¢uje sljedece podatke:

(i) vijabilnost;

(b) funkcija barijere;

(iil) morfologija;

(iv) reproducibilnost i predvidljivost;
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(v) kontrole kakvocée (KK) modela;

- detalji ispitnog postupka,

- ispitne doze, trajanje izlaganja i razdoblje inkubacije nakon
obrade,

- opis mogucih izmjena ispitne metode,

- uputa na postojece podatke o modelu; to izmedu ostaloga
uklju¢uje:

(i) prihvatljivost podataka o kontroli kakvoce s uputom na po-
stoje¢e podatke o $arzi;

(ii) prihvatljivost vrijednosti pozitivnih i negativnih kontrola s
uputom na srednje vrijednosti i podrucja za pozitivne i negativne
kontrole,

- opis primijenjenih kriterija vrednovanja, ukljucuju¢i obra-
zloZenje odabrane/ih prijelomne/ih vrijednosti modela predvidanja.

Rezultati:

- tabli¢ni prikaz podataka za pojedinacne ispitne uzorke,

- opis drugih zapazenih ucinaka.

Rasprava rezultata.

Zakljuéci.
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DODATAK

Ocjenjivanje radnih znacajki predlozenih in
vitro modela rekonstruirane ljudske epiderme za
ispitivanje nadraZivanja koze

UvOoD

Predlozene postupke u okviru ove ispitne metode potrebno je
ocijeniti kako bi se odredila njihova pouzdanost i to¢nost, koriste-
¢i tvari koje predstavljaju citavo podrudje vrijednosti nadrazivanja
prema Draizeu. Kod ocjenjivanja predloZenih postupaka primjenom
20 preporucenih referentnih tvari (tablica 2.) treba dobiti vrijednosti
pouzdanosti i to¢nosti usporedive s vrijednostima validirane refe-
rentne metode 1 (tablica 3.) (1). Norme to¢nosti i pouzdanosti koje
pritom treba ispuniti nalaze se u tocki L. i II. u nastavku. Obuhvace-
ne su nerazvrstane i razvrstane tvari (2. kategorija UN GHS-a) koje
predstavljaju relevantne kemijske razrede, tako da se pouzdanost
i radne znacajke (osjetljivost, specificnost, lazno negativne kvote,
lazno pozitivne kvote i to¢nost) predloZene ispitne metode mogu
usporediti s odgovaraju¢im vrijednostima validirane ispitne metode
1. Prije nego $to se ispitna metoda primijeni za ispitivanje novih
tvari treba odrediti njezinu pouzdanost kao i sposobnost da to¢no
identificira nadrazujuce tvari 2. kategorije UN GHS-a.

REFERENTNE NORME

Referentne norme obuhvacaju tri elementa I) bitne elemente
ispitne metode, II) referentne tvari i III) definirane vrijednosti toc-
nosti i pouzdanosti (2). Ove se referentne norme temelje na referen-
tnim normama koje su definirane po dovrsetku validacijske studije
nadrazivanja koze Europskoga centra za validaciju alternativnih
metoda (ECVAM) (3).

(I) Bitni elementi ispitne metode
Op¢i uvjeti koje model mora zadovoljiti

Za izgradnju epitela koriste se normalni ljudski keratinociti.
Ispod funkcionalnog roznatog sloja (stratum corneum) nalaze se
vi$estruki slojevi vitalnih epitelnih stanica (bazalni sloj, trnasti sloj,
zrnati sloj). I sam roznati sloj je viseslojan te sadrzi esencijalni profil
lipida kao ¢vrstu funkcionalnu barijeru koja je sposobna zaustaviti
brzi prodor citotoksi¢nih markerskih tvari, npr. SDS ili Triton X-100.
Funkcija barijere moze se ocijeniti odredivanjem koncentracije mar-
kerske tvari koja smanjuje vijabilnost tkiva za 50 % (IC,) nakon
fiksnog vremena izlaganja ili odredivanjem vremena izlaganja koje
je potrebno da se vijabilnost tkiva smanji za 50 % (ET, ) nakon pri-
mjene markerske tvari u unaprijed odredenoj fiksnoj ioncentraciji.
Model mora biti dovoljno nepropustan da sprijeci prolazak materi-
jala oko roznatog sloja do vitalnog tkiva, jer bi to znacilo loSe mo-
deliranje izlaganja koze. Kozni model ne smije biti oneci$¢en bakte-
rijama, virusima, mikroplazmama i gljivicama.

Funkcionalni uvjeti koje model mora zadovoljiti

Vijabilnost

Preferirani test za odredivanje stupnja vijabilnosti je MTT test
(4). OD ekstrahirane (otopljene) boje iz tkiva obradenog negativnom

kontrolom (NK) treba biti najmanje 20 puta veca od vrijednosti OD
samog ekstrakcijskog otapala. Potrebno je dokumentirati da je tkivo
obradeno negativnom kontrolom stabilno u kulturi (tj. daje sli¢na
mjerenja vijabilnosti) za vrijeme trajanja ispitnog izlaganja.

Funkcija barijere

Roznati sloj i njegov sastav lipida mora biti sposoban zaustaviti
brzi prodor citotoksi¢nih markerskih tvari, npr. SDS ili Triton X-100,
procijenjeno na temelju IC,  ili ET_.

Morfologija

Histoloski pregled rekonstruirane koZze/epiderme mora obav-
ljati odgovarajuce osposobljeno osoblje, koje mora dokazati da je
njezina struktura sli¢na strukturi ljudske koze/epiderme (uklju¢u-
ju¢i vieslojni roznati sloj).

Reproducibilnost

Treba dokazati da su rezultati metode kod primjene odredenog
modela reproducibilni u vremenu, po mogucnosti putem odgova-
rajuce tvari za kontrolu $arze (referentne tvari) (vidi definicije u
odjeljku 1.2.).

Kontrole kakvoée (KK) modela

Svaka Sarza modela epiderme mora ispuniti definirane kriteri-
je za odobrenje proizvoda, medu kojima su najvazniji vijabilnost i
funkcija barijere. Podrucje prihvatljivosti (gornja i donja granica pri-
hvatljivosti) za IC_ odnosno ET,  odreduje dobavlja¢ koznog modela
(ili ispitiva¢, ako se koristi vlastiti model). Svojstvo barijere tkiva
provjerava laboratorij po primitku tkiva. Za pouzdano predvidanje
nadrazuju¢ih u¢inaka prihvatljivi su iskljucivo rezultati dobiveni s
tkivima koja ispunjavaju zadane kriterije. U nastavku su kao primjer
navedena podrucja prihvatljivosti za validirane referentne metode.

Tablica 1.
Primjeri kriterija za odobrenje $arZe u sklopu kontrole kakvoce

Srednja vrijednost
podrudja prihvat-
ljivosti

Donja granica
prihvatljivosti

Gornja granica
prihvatljivosti

Validirana refe-
rentna metoda 1
(18-satna obrada
SDS-om)

Validirana referen-
tna metoda 2 (1%
Triton X-100)

(IT) Referentne tvari

Referentne tvari se koriste da bi se utvrdilo je li pouzdanost i
to¢nost predloZene nove in vitro ispitne metode s rekonstruiranom
ljudskom epidermom za koju je dokazano da je strukturno i funk-
cionalno dovoljno sli¢na validiranim referentnim metodama, ili koja
predstavlja neznatno izmijenjenu varijantu validirane referentne me-
tode, usporediva s pouzdano$¢u i to¢no§c¢u validirane ispitne meto-
de 1 (1). 20 referentnih tvari u tablici 2. obuhvacaju tvari iz razli¢itih
relevantnih kemijskih razreda kao i tvari iz 2. kategorije UN GHS-a.
Popis sadrzi 10 tvari iz 2. kategorije UN GHS-a, 3 tvari iz fakulta-
tivne 3. kategorije UN GHS-a i 7 nerazvrstanih tvari. U okviru ove
ispitne metode fakultativna 3. kategorija se ne smatra kategorijom.
Ove referentne tvari predstavljaju minimalni broj tvari koji se mora
koristiti kod ocjenjivanja to¢nosti i pouzdanosti predlozene metode
za ispitivanje nadrazivanja koze na modelu rekonstruirane ljudske
epiderme. U slucajevima kad tvar s popisa nije raspoloZziva, mogu se
Koristiti i druge tvari za koje su raspoloZivi odgovarajudi referentni
podaci in vivo. Minimalnom popisu referentnih tvari se prema Zelji
mogu dodati jos neke tvari koje predstavljaju druge kemijske razrede

IC,, =10 mg/ml IC,, = 2,32 mg/ml IC,, =30 mg/ml

ET50 = 4,8 sati ET50 = 6,7 sati ETSO = 8,7 sati
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i za koje su raspolozivi odgovarajudi referentni podaci in vivo, kako
bi se dodatno ocijenila to¢nost predloZene ispitne metode.

Tablica 2.
Referentne tvari za odredivanje to¢nosti i pouzdanosti modela
rekonstruirane ljudske epiderme koji se koriste u ispitivanju
nadraZivanja koze

. .| Rezultat
Fizi- L Kat. Kat.
Tvar | CASbr | PNECS | paino | 09 | GHSLa | GHS-a
br. .| vamjain | 7 T
stanje | ° 2T | in vitro | in vivo
L-brom-4-1 610 78 9 | 930-089-3 | T 0 2 kat, | 7van
klorbutan AT gt
dietil-ftalat | 84-66-2 | 201-550-6 | T 0 izvan | izvan
kat. kat.
naftalenocte- izvan | izvan
na kiselina 86-87-3 | 201-70>-8 | K 0 kat. kat.
alil-fenoksia- izvan | izvan
cetat 7493-74-5 | 231-335-2 T 0,3 Kat. Kat.
. izvan izvan
izopropanol 67-63-0 | 200-661-7 T 0,3 Kat. Kat.
4-metil-tio- izvan
benzaldehid 3446-89-7 | 222-365-7 T 1 2. kat. Kat.
metil-stearat | 112-61-8 | 203-990-4 | K | | imvan | izvan
kat. kat.
izvan falaul-
heptil-butirat | 5870-93-9 | 227-526-5| T 1,7 k tativna
at.
3. kat
heksil-sali- izvan fa.l_<ul—
. 6259-76-3 | 228-408-6 T 2 tativna
cilat kat.
3. kat
tri-izobutil- K fa.l_<ul—
fosfat 126-71-6 | 204-798-3 T 2 2. kat. | tativna
3. kat
1-dekanol 112-30-1 | 203-956-9 T 2,3 2. kat. | 2. kat.
Clklg‘e‘;fig'al’ 103-95-7 |203-161-7| T 23 | 2.kat | 2. kat.
l'brgﬁhek' 111-25-1 |203-850-2| T 27 | 2.kat. | 2.kat.
2-klormetil-
3,5-dimetil-
4-metoksipi- | 86604-75-3 | 434-680-9 K 2,7 2. kat. | 2. kat.
ridin-hidro-
klorid
a-terpineol | 98-55-5 |202-680-6 | T 2,7 2. kat. | 2. kat.
di-n-propil izvan
disulfid 629-19-6 | 211-079-8 T 3 Kat. 2 kat.
b“tlfr'i‘lflfta' 97881 | 2026151 T 3| 2.kat |2 kat.
benzenetiol,
5- (1,1- di-
o 7340-90-1 | 438-520-9 T 33 2. kat. | 2. kat.
metiletil)-2-
metil
1-metil-3-
fenil-1-pipe- | 5271-27-2 | 431-180-2 K 33 2. kat. | 2. kat.
razin
heptanal 111-71-7 |203-898-4| T 4 2. kat. | 2. kat.

* Ovih 20 referentnih tvari predstavljaju reprezentativni izbor izmedu 58 tvari
koje su koristene u validaciji referentne metode 1 (EpiSkinTM). Raspoloziv je
cjelovit popis ispitivanih tvari i kriterija za njihov odabir (5).

Tvari navedene u tablici 2. predstavljaju reprezentativni izbor
izmedu 58 tvari koristenih u medunarodnoj validacijskoj studiji na-
drazivanja koze Europskoga centra za validaciju alternativnih meto-
da (ECVAM) (1). Njihov se odabir temelji na sljede¢im kriterijima:

- dostupne su na trZitu,

- reprezentativne su za ¢itavo podruéje vrijednosti nadraziva-
nja prema Draizeu (od nenadrazujuce do jako nadrazujuce),

- imaju dobro definiranu kemijsku strukturu,

- reprezentativne su za reproducibilnost i oredvidljivu sposob-
nost validirane metode, kako je utvrdeno u validacijskom istraziva-
nju ECVAM-a,

- reprezentativne su za kemijsku funkcionalnost koja je kori-
$tena u validacijskom postupku,

- nemaju ekstremni toksi¢ni profil (npr. kancerogeno ili repro-
duktivno toksi¢no djelovanje) i nisu povezane s neprimjerno viso-
kim tro$kovima zbrinjavanja.

(II1) Definirane vrijednosti to¢nosti i pouzdanosti

Radne znalajke (osjetljivost, specifinost, lazno negativna
kvota, lazno pozitivna kvota i to¢nost) predloZene ispitne metode
moraju biti usporedive s odgovaraju¢im vrijednostima validirane
referentne metode 1 (tablica 3.), tj. osjetljivost treba biti jednaka ili
visa (=) od 80 %, specifi¢nost treba biti jednaka ili vi$a (>) 70 % i
to¢nost treba biti jednaka ili visa (=) od 75 %. One se izracunavaju
na temelju svih razvrstavanja 20 tvari dobivenih u razli¢itim labo-
ratorijima koji su sudjelovali u istrazivanju. Razvrstavanje tvari u
pojedinom laboratoriju odreduje se na temelju srednje vrijednosti
vijabilnosti iz razli¢itih ispitivanja (najmanje tri valjana ispitivanja).

Tablica 3.
Radne znacajke validirane referentne metode 1*

. Broj | Osjet- | Specifi¢- | Lazno nega- | Lazno nega- .
Ispitna metoda tvari | ljivost | nost | tivna kvota | tivna kvota Tocnost
gﬁfﬁitﬁ:‘ll 58 | 52 |71 | 128% 299% | 747 %
lﬂiﬂfiﬁiﬁi‘p 20 190% | 733% |  10% 2%67% | 817 %

! EpiSkin™
? Na temelju 13 nadrazujuih tvari 2. kat. GHS-a.

3 Na temelju 45 nadrazujuc¢ih tvari 3. kat. GHS-a ili kemikalija izvan kategorija
GHS-a.

Pouzdanost predloZene ispitne metode mora biti usporediva s
pouzdano$¢u validiranih referentnih metoda.

Reproducibilnost unutar laboratorija

Kod ocjenjivanja varijabilnosti unutar laboratorija podudarnost
izmedu razvrstavanja (2. kategorija/izvan kategorije) dobivenih u ra-
zli¢itim nezavisnim ispitivanjima 20 referentnih tvari u istom labo-
ratoriju mora biti > 90 %.

Reproducibilnost izmedu laboratorija

Ocjenjivanje reproducibilnosti izmedu laboratorija nije nuzno
ako e se predloZena ispitna metoda Koristiti samo u jednom labo-
ratoriju. Ako ¢e se metoda koristiti u vi$e laboratorija, podudarnost
izmedu razvrstavanja (2. kategorija/izvan kategorije) dobivenih u
razli¢itim nezavisnim ispitivanjima 20 referentnih tvari, po mogu¢-
nosti u najmanje tri laboratorija, mora iznositi > 80 %.
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PRILOG III.

C.3. TEST INHIBICIJE RASTA SLATKOVODNIH
ALGI I CIJANOBAKTERIJA

1. METODA
Ova metoda odgovara smjernici OECD TG 201 (2006) (1).

1.1. UVOD

Ispitne metode se periodicki preispituju i azuriraju u svjetlu
znanstvenoga napretka. Ispitnu metodu C.3. bilo je potrebno revidi-
rati kako bi se ukljucile jo§ neke vrste i ispunili zahtjevi ocjenjivanja
opasnosti i razvrstavanja kemikalija. Revizija je obavljena na temelju
$irokog prakti¢nog iskustva, znanstvenog napretka u podrudju tok-
sikologkih istraZivanja s algama i $iroke regulatorne primjene koja
je uslijedila nakon njezinoga donosenja.

1.2. DEFINICIJE

Za potrebe ove ispitne metode koriste se sljedece definicije i
skracenice:

Biomasa: je suha masa Zive tvari u populaciji izrazena u od-
nosu na dani volumen; npr. mg algi/l ispitne tekucine. »Biomasa
se obi¢no definira kao masa, ali se u ovom testu izraz »biomasa
odnosi na masu po volumenu. Osim toga, u ovom se testu u pravilu
mjere i zamjenski parametri biomase, kao $to je broj stanica, fluores-
cencija itd., pa se izraz »biomasa« odnosi i na te zamjenske mjere.

Koeficijent varijacije: je bezdimenzionalna mjera varijabilno-
sti parametra, definirana kao omjer standardne devijacije i srednje
vrijednosti. On se moze izraziti i kao postotak. Srednji koeficijent
varijacije prosje¢ne specificne brzine rasta u ponavljanjima kontrol-
nih kultura izratunava se na sljede¢i nacin:

1. Izracuna se postotak koeficijenta varijacije (KV) prosjecne
specifi¢ne brzine rasta iz dnevnih/etapnih brzina rasta za odgova-
rajuce ponavljanje.

2. Izracuna se srednja vrijednost svih izra¢unatih vrijednosti iz
tocke 1. kako bi se dobio srednji koeficijent varijacije dnevne/etapne
specifitne brzine rasta u ponavljanjima kontrolnih kultura.

EC_: je koncentracija ispitivane tvari otopljene u ispitnom me-
diju koja rezultira x %-tnim (npr. 50 %) smanjenjem rasta ispitnog
organizma unutar navedenoga razdoblja izlaganja (koje treba izricito

navesti ako odstupa od punog ili uobi¢ajenog trajanja ispitivanja).
Da bi se nedvosmisleno pokazalo je li vrijednost EC dobivena iz
brzine rasta (»growth rate») ili iz prirasta (»yield») koriste se simboli
»ErC« i »Eyc«,

Uzgojni medij: je kompletan sinteticki medij kulture u kojemu
ispitivane alge rastu kad se izloZe ispitivanoj tvari. Ispitivana se tvar
u pravilu otapa u ispitnom mediju.

Brzina rasta (prosje¢na specifi¢na brzina rasta): je logaritamsko
povecanje biomase u razdoblju izlaganja.

Najniza koncentracija s vidljivim u¢inkom (LOEC): je naj-
niZa ispitana koncentracija kod koje je unutar odredenog razdoblja
izlaganja zapaZen statisticki znacajan negativni ucinak tvari na rast
(pri p < 0,05) u usporedbi s kontrolom. Ipak, sve ispitne koncen-
tracije iznad LOEC-a moraju imati jednak ili veci Stetan uc¢inak od
onoga koji je zabiljezen pri LOEC-u. Ako se ova dva uvjeta ne mogu
zadovoljiti, treba detaljno objasniti kako je odabran LOEC (a prema
tomu i NOEC).

Najvisa koncentracija bez vidljivog u¢inka (NOEC): je ispitna
koncentracija neposredno ispod LOEC-a.

Varijabla odgovora: je varijabla za procjenu toksi¢nosti izve-
dena iz bilo kojeg mjerenog parametra koji opisuje biomasu pri-
mjenom razli¢itih racunskih metoda. Kod ove metode brzina rasta i
prirast su varijable odgovora dobivene izravnim mjerenjem biomase
ili bilo kojeg navedenog zamjenskog parametra.

Specifiéna brzina rasta: je varijabla odgovora definirana kao
kvocijent razlike prirodnih logaritama promatranog parametra (kod
ove ispitne metode biomasa) i odgovarajuceg vremenskog razdoblja.

Prirast: je vrijednost mjerne varijable na kraju razdoblja izla-
ganja umanjena za vrijednost mjerne varijable na pocetku razdoblja
izlaganja, kojom se izrazava povecanje biomase tijekom ispitivanja.

1.3. PRIMJENJIVOST TESTA

Ova se metoda najlakse primijenjuje kod tvari topljivih u vodi
za koje se moze pretpostaviti da ¢e u ispitnim uvjetima ostati u vodi.
Opisani postupak je ponekad potrebno izmijeniti (npr. zatvoreni su-
stav, kondicioniranje ispitnih posuda) kad se ispituju tvari koje su
hlapljive, jako adsorptivne, obojene, slabo topljive u vodi i tvari koje
mogu utjecati na raspolozivost nutrijenata ili minerala u ispitnom
mediju. Smjernice za neke izmjene mogu se pronadi u literaturi pod

(2), 3)i(4).

1.4. NACELO ISPITIVANJA

Svrha ispitivanja je odrediti u¢inke tvari na rast slatkovodnih
mikroalgi i/ili cijanobakterija. Eksponencijalno rastuci ispitni or-
ganizmi izlaZu se ispitivanoj tvari u $arZnim kulturama, u pravilu
tijekom 72 sata. Unato¢ relativno kratkom trajanju ispitivanja mogu
se ocijeniti ucinci na nekoliko generacija.

Odgovor sustava sastoji se u smanjenju rasta niza kultura algi
(ispitne jedinice) koje su izloZene razli¢itim koncentracijama ispiti-
vane tvari. Odgovor se ocjenjuje kao funkcija koncentracije izlaganja
u odnosu na prosjecni rast neizloZenih kontrolnih kultura. Da bi se
u punoj mjeri izrazila reakcija sustava na toksi¢ne uc¢inke (optimal-
na osjetljivost), kulturama treba prije mjerenja smanjenja specifi¢ne
brzine rasta ostaviti dovoljno vremena da postignu neograniceni ek-
sponencijalni rast, uz dovoljno nutrijenata i neprekidno osvjetljenje.

Rast i inhibicija rasta kvantificiraju se mjerenjima biomase algi
u ovisnosti o vremenu. Biomasa algi definirana je kao suha masa
po volumenu, npr. mg algi/l ispitne otopine. Ipak, suhu je masu tes-
ko myjeriti pa se stoga koriste zamjenski parametri. Od zamjenskih
parametara najce$ce se koristi broj stanica. Ostali zamjenski para-
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metri su volumen stanica, fluorescencija, opticka gustoc¢a itd. Mora
biti poznat faktor pretvorbe za prevodenje izmjerenih zamjenskih
parametara u biomasu.

Krajnja tocka ispitivanja je inhibicija rasta, izrazena kao loga-
ritamsko povecanje biomase (prosjecna specifina brzina rasta) u
razdoblju izlaganja. Iz prosje¢nih specifi¢nih brzina rasta zabiljeZe-
nih u nizu ispitnih otopina odreduje se koncentracija koja izaziva
odredeno x %-tno smanjenje brzine rasta (npr. 50 %), koja se izra-
zava kao EC (npr. EC,).

Da bi se ova ispitna metoda mogla primijeniti unutar regu-
latornog okvira EU-a, izratun rezultata se iz razloga navedenih u
odjeliku 2.2. u nastavku mora temeljiti na prosje¢noj specifi¢noj
brzini rasta. U ovoj se ispitnoj metodi koristi i dodatna varijabla
odgovora, prirast, koja je potrebna da bi se ispunili odredeni regula-
torni zahtjevi u nekim drzavama. Prirast se definira kao biomasa na
kraju razdoblja izlaganja umanjena za biomasu na pocetku razdoblja
izlaganja. Iz prirasta zabiljezenog u nizu ispitnih otopina izra¢unava
se koncentracija koja izaziva odredeno x %-tno smanjenje prirasta
(npr. 50 %), koja se izraZava kao EyCx (npr. EyCSO).

Osim toga, moze se statisticki odrediti najniza koncentracija
s vidljivim u¢inkom (LOEC) i najvi$a koncentracija bez vidljivog
uc¢inka (NOEC).

1.5. INFORMACIJE O ISPITIVANOJ TVARI

Za odredivanje ispitnih uvjeta korisno je imati informacije o
ispitivanoj tvari kao $to su strukturna formula, ¢istoca, stabilnost na
svjetlu, stabilnost u uvjetima ispitivanja, svojstva apsorpcije svjetla,
pKa i rezultati istrazivanja pretvorbe, uklju¢ujuéi biorazgradivost u
vodi.

Treba biti poznata topljivost u vodi, koeficijent raspodjele-ok-
tanol/voda (P_ ) i tlak pare ispitivane tvari te biti raspoloziva vali-
dirana metoda za kvantifikaciju tvari u ispitnim otopinama s doku-
mentiranim iskoristenjem i granicom detekcije.

1.6. REFERENTNA TVAR

Jedna ili vise referentnih tvari (npr. 3,5-diklorfenol koristen u
medunarodnom prstenastom testu (4)) mogu se ispitati za provje-
ru ispitnog postupka. Kao referentna tvar za zelene alge moze se
koristiti i kalijev dikromat. PoZeljno je da se referentna tvar ispita
najmanje dvaput godisnje.

1.7. VALJANOST ISPITIVANJA

Da bi ispitivanje bilo valjano, ono mora ispuniti sljedece kri-
terije:

- Biomasa u kontrolnim kulturama mora se eksponencijalno
povecati barem za faktor 16 u razdoblju ispitivanja od 72 sata. To
odgovara specifi¢noj brzini rasta od 0,92 dan™. Kod vrsta koje se
najcesce koriste brzina rasta je uglavnom znatno vi$a (vidi Dodatak
1.). Ovaj kriterij mozda nece biti zadovoljen ako se koriste vrste koje
rastu sporije od onih koje su navedene u Dodatku 1. U tom slucaju
razdoblje ispitivanja treba produziti koliko je potrebno da se u kon-
trolnim kulturama dobije barem 16-struki rast, uz eskponencijalni
rast tijekom cjelokupnog razdoblja ispitivanja. Razdoblje ispitivanja
moZe se skratiti na najmanje 48 sati da bi se odrzao neograniceni
eksponencijalni rast tijekom ispitivanja, pod uvjetom da je postignut
minimalni faktor povecanja 16.

- Srednji koeficijent varijacije etapnih specificnih brzina rasta
(dan 0 -1,1-2,2 - 3, za ispitivanje koje traje 72 sata) u kontrolnim
kulturama (vidi odjeljak 1.2. »koeficijent varijacije») ne smije biti
visi od 35 %. Za izracunavanje etapne specificne brzine rasta vidi

odjeljak 2.2.1. stavak 2. Ovaj kriterij vrijedi za srednju vrijednost ko-
eficijenata varijacije izracunatih za ponavljanja kontrolnih kultura.

- Kod ispitivanja s vrstama Pseudokirchneriella subcapitata i
Desmodesmus subspicatus koeficijent varijacije prosje¢nih specifi¢-
nih brzina rasta u ponavljanjima s kontrolnim kulturama tijekom
ukupnog razdoblja ispitivanja ne smije biti visi od 7 %. Kod ostalih
ispitnih vrsta koje se rjede koriste ta vrijednost ne smije biti visa
od 10 %.

1.8. OPIS METODE
1.8.1. Aparatura

Ispitne posude i ostala aparatura koja dolazi u dodir s ispit-
nim otopinama mora biti u cijelosti izradena od stakla ili drugog
kemijski inertnog materijala. Aparaturu treba temeljito oprati kako

organski i anorganski oneci§¢ivaci ne bi utjecali na rast algi ili na
sastav ispitnih otopina.

Ispitne posude su u pravilu staklene tikvice dovoljnih dimen-
zija da se osigura potreban volumen kulture za mjerenja tijekom
ispitivanja i dovoljan prijenos mase CO, iz atmosfere (vidi odjeljak
1.8.9. stavak 2.). Volumen tekuc¢ine mora biti dovoljan za analiticka
odredivanja (vidi odjeljak 1.8.1.1. stavak 5.).

Osim toga, potrebna je sljedeca oprema odnosno dijelovi opreme:

- Inkubator za uzgoj: preporucuje se ormar ili komora u kojoj
se moze odrzavati odabrana temperatura inkubacije u granicama
+2°C

- Instrumenti za mjerenje svjetla: vazno je napomenuti da me-
toda koja se koristi za mjerenje intenziteta svjetla, a osobito vrsta
prijemnika (senzora), moZe utjecati na mjernu vrijednost. Mjerenja
po mogucénosti treba provoditi uz pomo¢ sferi¢nog prijemnika (4 )
(koji reagira na izravnu i reflektirano svjetlo iz svih kutova iznad i
ispod mjerne ravnine) ili prijemnika 2 n (koji reagira na svjetlo iz
svih kutova iznad mjerne ravnine).

— Aparatura za odredivanje biomase algi. Broj stanica, najcesce
koristeni zamjenski parametar za biomasu algi, moze se odrediti
pomocu elektroni¢nog brojaca cestica, mikroskopa s komorom za
brojenje ili proto¢nog citometra. Ostali se zamjenski parametri za
biomasu mogu mjeriti pomocu protocnog citometra, fluorimetra,
spektrofotometra i kolorimetra. Korisno je izratunati faktor pre-
tvorbe broj stanica — suha masa. Da bi se kod mjerenja spektrofo-
tometrom dobile upotrebive mjerne vrijednosti pri niskim koncen-
tracijama biomase, ponekad je potrebno upotrijebiti kivete s putom
svjetla od najmanje 4 cm.

1.8.2. Ispitni organizmi

Moze se koristiti nekoliko vrsta slobodno plivaju¢ih mikroalgi
i cijanobakterija. Za sojeve navedene u Dodatku 1. dokazano je da
su prikladni za ispitni postupak iz ove ispitne metode.

Ako se koriste druge vrste, treba navesti soj i/ili podrijetlo.
Treba se uvjeriti da se eksponencijalni rast odabranih ispitnih algi
moZze odrzati u odgovaraju¢im ispitnim uvjetima tijekom cjeloku-
pnog razdoblja ispitivanja.

1.8.3. Uzgojni medij

Preporucuju se dva alternativna uzgojna medija, OECD i AAP.
Sastav tih medija prikazan je u Dodatku 2. Valja napomenuti da ta
dva medija imaju razli¢itu pocetnu pH vrijednost i puferski kapaci-
tet (za regulaciju povecanja pH vrijednosti). Stoga se kod ispitivanja
mogu dobiti razliciti rezultati ovisno o mediju koji se koristi, osobito
kad se ispituju ionizirajuce tvari.

U odredenim je slu¢ajevima potrebno izmijeniti uzgojni medij
npr. kad se ispituju metali i kelirajuca sredstva ili kad se ispitivanje
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provodi s razli¢itim pH vrijednostima. Koristenje izmijenjenog me-
dija treba detaljno opisati i obrazloziti (3) (4).
1.8.4. Pocetna koncentracija biomase

Pocetna biomasa mora biti jednaka u svim ispitnim kulturama i
mora biti dovoljno niska da se mozZe postici eksponencijalni rast tije-
kom ¢itavog razdoblja inkubacije bez bojazni da bi se mogle iscrpiti
zalihe nutrijenata. Pocetna biomasa ne smije biti visa od 0,5 mg/l
suhe mase. Preporucuju se sljedece pocetne koncentracije stanica:

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

1.8.5. Koncentracije ispitivane tvari

Raspon koncentracija u kojemu se mogu ocekivati u¢inci tva-
ri moZe se odrediti na temelju rezultata ispitivanja za odredivanje
raspona. Za konacno, glavno ispitivanje treba odabrati najmanje pet
koncentracija rasporedenih u geometrijskom nizu uz faktor do naj-
vise 3,2. Kod ispitivanih tvari ¢ija je krivulja koncentracija-odgovor
ravna ponekad je opravdano koristiti visi faktor. Niz koncentracija
treba po mogucnosti obuhvatiti podruéje u kojemu se javlja inhibi-
cija rasta algi od 5 - 75 %.

1.8.6. Ponavljanja i kontrole

U planu ispitivanja treba predvidjeti po tri ponavljanja pri sva-
koj ispitnoj koncentraciji. Ako nije potrebno odrediti NOEC, plan
ispitivanja se moZe promijeniti na nacin da se poveca broj koncen-
tracija i smanji broj ponavljanja po koncentraciji. Broj kontrolnih
ponavljanja mora biti najmanje tri, a u idealnom slucaju dvostruko
veci od broja ponavljanja za svaku ispitnu koncentraciju.

Za analiticka odredivanja koncentracija ispitivane tvar moze se
pripremiti zaseban niz ispitnih otopina (vidi stavak 4. i 6. u odjeljku
1.8.11.).

Ako se za otapanje ispitivane tvari koristi otapalo, treba pred-
vidjeti dodatne kontrole koje sadrze istu koncentraciju otapala kao
ispitne kulture.

1.8.7. Priprema kulture inokuluma

Kulturu inokuluma u ispitnom mediju treba pripremiti 2 - 4
dana prije pocetka ispitivanja kako bi se ispitne alge prilagodile uvje-
tima ispitivanja i bile u fazi eksponencijalnog rasta u trenutku kad se
koriste za inokulaciju ispitnih otopina. Biomasu algi treba podesiti
tako da kultura inokuluma moze eksponencijalno rasti do pocetka
ispitivanja. Kulturu inokuluma treba inkubirati u istim uvjetima kao
ispitne kulture. Mjerenjem povecanja biomase u kulturi inokuluma
treba se uvjeriti da je rast u granicama normale za ispitivani soj u
uvjetima uzgoja. Primjer postupka uzgoja kulture algi opisan je u
Dodatku 3. Ponekad treba provesti jo$ jedan korak razmnozavanja
kulture inokuluma da bi se izbjegla istotobna dijeljenja stanica za
vrijeme ispitivanja.

1.8.8. Priprema ispitnih otopina

Sve ispitne otopine moraju sadrzavati istu koncentraciju uz-
gojnog medija i istu pocetnu biomasu ispitnih algi. Ispitne otopine
odabranih koncentracija uglavnom se pripremaju mije$anjem radne
otopine ispitivane tvari s uzgojnim medijem i kulturom inokuluma.
Radne otopine se u pravilu pripremaju otapanjem tvari u ispitnom
mediju.

Ako je ispitivana tvar slabo topljiva u vodi, kao nosaci za do-
davanje tvari u ispitni medij mogu se koristiti otapala npr. aceton,

t-butil alkohol i dimetilformamid (2) (3). Koncentracija otapala ne
smije biti viSa od 100 ul/l i mora biti jednaka u svim kulturama u
ispitnom nizu (uklju¢uju¢i kontrole).

1.8.9. Inkubacija

Ispitne posude se zacepe zrakopropusnim ¢epovima. Posude se
protresu i stave u inkubator za uzgoj. Alge se tijekom ispitivanja
moraju drZati u suspenziji kako bi se pospijesio prijenos CO,. To
se postiZe stalnim tresenjem ili mijeSanjem. Kulture treba drzati na
temperaturi u podrud¢ju od 21 do 24 °C uz toleranciju + 2 °C. Kod
vrsta koje nisu navedene u Dodatku 1., npr. tropske vrste, mogu biti
primjerene vi$e temperature, pod uvjetom da se mogu ispuniti kri-
teriji valjanosti. Preporucuje se da se tikvice nasumi¢no rasporede u
inkubatoru i svakodnevno razmjestaju po inkubatoru.

pH vrijednost kontrolnog medija se tijekom ispitivanja ne
smije povecati za viSe od 1,5 jedinica. Kod metala i spojeva koji
djelomicno ioniziraju pri pH vrijednostima oko ispitne vrijednosti
ponekad je nuzno ograni¢iti pomak pH vrijednosti kako bi se dobili
obnovljivi i dobro definirani rezultati. Pomak od < 0,5 pH jedinica
je tehnicki izvediv i moZe se posti¢i osiguravanjem odgovarajuceg
prijenosa mase CO, iz okolnog zraka u ispitnu otopinu, npr. pove-
¢anjem brzine tresenja. Druga je moguénost da se smanji potro$nja
CO, smanjenjem pocetne biomase ili trajanja ispitivanja.

Na povrsini gdje se kulture inkubiraju treba osigurati neprekid-
nu i ravnomjerno fluorescentno svjetlo npr. tipa hladno bijelo (cool
white) ili dnevno svjetlo (daylight). Razliciti sojevi algi i cijanobakte-
rija imaju razlicite potrebe za svjetlos¢u. Intenzitet svjetla treba pri-
lagoditi ispitnim organizmima. Intenzitet svjetla na razini ispitnih
otopina za preporucene vrste zelenih algi treba odabrati unutar po-
druéju od 60 - 120 pE-m2s”, mjereno u fotosinteticki u¢inkovitom
spektralnom podrucju od 400 do 700 nm primjenom odgovarajuceg
prijemnika. Neke vrste, posebice Anabena flos-aquae, rastu dobro
na svjetla slabijeg intenziteta i jako ih svjetlo moze ostetiti. Kod tih
vrsta treba odabrati prosje¢ni intenzitet svjetla u podruéju od 40
- 60 pE-m>s?. (Kod instrumenata za mjerenje intenziteta svjetla
bazdarenih u luksima, podrucje od 4 440 - 8 880 Ix za hladno bi-
jelo svjetlo priblizno odgovara preporu¢enom intenzitetu svjetla od
60 — 120 pE-m2s™.) Intenzitet svjetla u prostoru inkubacije ne smije
odstupati viSe od + 15 % od prosjecnog intenziteta svjetla.

1.8.10. Trajanje ispitivanja

Ispitivanje u pravilu traje 72 sata. Ipak, ispitivanje moze trajati
i duze ili krace, pod uvjetom da su zadovoljeni svi kriteriji valjanosti
iz odjeljka 1.7.

1.8.11. Mjerenja i analiticka odredivanja

Biomasa algi se u svakoj tikvici odreduje najmanje jedanput
dnevno tijekom ispitivanja. Ako se mjerenja provode na malom vo-
lumenu pipetiranom iz ispitne otopine, izvadenu otopinu ne treba
nadomjestiti.

Mjerenje biomase provodi se ru¢nim brojenjem stanica pod
mikroskopom 1ili elektroni¢kim brojacem ¢estica (za broj stanica i/
ili biovolumen). Mogu se koristiti i alternativne tehnike, npr. proto¢-
na citometrija, flourescencija klorofila in vitro ili in vivo (6) (7) ili
opticka gusto¢a, pod uvjetom da se moZe dokazati zadovoljavajuca
korelacija s biomasom unutar podru¢ja biomasa koje se javljaju u
ispitivanju.

pH vrijednost otopina mjeri se na pocetku i na kraju ispitivanja.

Ukoliko je raspoloziv analiti¢ki postupak za odredivanje ispiti-
vane tvari u rasponu koncentracija koje se koriste u ispitivanju, ispit-
ne otopine se analiziraju kako bi se provjerile pocetne koncentracije
i ujednacenost koncentracija izlaganja tijekom ispitivanja.
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Ponekad je dovoljno analizirati koncentraciju ispitivane tvari
u jednoj niskoj i jednoj visokoj ispitnoj koncentraciji na pocetku
i kraju ispitivanja te koncentraciju oko ocekivane vrijednosti EC,,
ukoliko se ocekuje da ¢e koncentracije izlaganja tijekom ispitivanja
odstupati manje od 20 % od nazivnih vrijednosti. Ako nije vjerojat-
no da ¢e koncentracije ostati unutar 80 — 120 % nazivne vrijednosti,
preporucuje se analiza svih ispitnih koncentracija na pocetku i na
kraju ispitivanja. U slu¢aju hlapljivih, nestabilnih i jako adsorptiv-
nih ispitivanih tvari preporu¢uje se da se tijekom razdoblja izlaganja
obave dodatna uzorkovanja i analize u razmacima od 24 sata kako bi
se mogao bolje odrediti gubitak ispitivane tvari. Kod takvih su tvari
potrebna dodatna ponavljanja. U svakom sluc¢aju, koncentraciju ispi-
tivane tvari treba odredivati samo na jednoj posudi u svakoj ispitnoj
koncentraciji (ili na zdruZzenom sadrZaju posuda ponavljanja).

S ispitnim medijima koji su posebno pripremljeni za analizu
koncentracija izlaganja tijekom ispitivanja treba postupati jednako
kao s medijima na kojima se provodi ispitivanje tj. treba ih inokuli-
rati algama i inkubirati u jednakim uvjetima. Ponekad je za analizu
koncentracije otopljene ispitivane tvari potrebno odvojiti alge od
medija. Odvajanje se po mogucnosti provodi laganim centrifugira-
njem gdje je g-sila tek tolika da se postigne taloZenje algi.

Ako se moZe dokazati da se koncentracija ispitivane tvari tije-
kom ukupnog trajanja ispitivanja na zadovoljavajuéi nacin odrzava u
granicama * 20 % nazivne ili izmjerene pocetne koncentracije, ana-
liza rezultata se moze temeljiti na nazivnim ili izmjerenim pocetnim
vrijednostima. Ako je odstupanje od nazivne odnosno izmjerene po-
Cetne koncentracije vece od * 20 %, analiza rezultata se temelji na
srednjoj geometrijskoj koncentraciji tijekom izlaganja ili modelima
koji opisuju opadanje koncentracije ispitivane tvari (3) (8).

Test inhibicije rasta algi je dinamican ispitni sustav koji je di-
nami¢niji od vecine testova kratkotrajne toksi¢nosti u vodi. Stoga je
ponekad tesko odrediti stvarne koncentracije izlaganja, $to osobito
vrijedi za ispitivanja adsorptivnih tvari u niskim koncentracijama. U
tom slucaju nestanak tvari iz otopine adsorpcijom na rastu¢u bioma-
su algi ne znadi gubitak tvari iz ispitnog sustava. Kod analize rezulta-
ta ispitivanja treba provjeriti je li smanjenje koncentracije ispitivane
tvari tijekom ispitivanja praceno smanjenjem inhibicija rasta. Ako
je to slucaj, moze se razmotriti primjena prikladnog modela koji
opisuje opadanje koncentracije ispitivane tvari (8). U protivnom ¢e
mozda biti primjereno provesti analizu rezultata na temelju pocet-
nih (nazivnih ili izmjerenih) koncentracija.

1.8.12. Ostala zapazanja

Mikroskopskim pregledom treba se uvjeriti u normalan i zdrav
izgled kulture inokuluma te uociti eventualne promjene u izgledu
algi (one koje mogu biti posljedica izlaganja ispitivanoj tvari) na
kraju ispitivanja.

1.8.13. Granicno ispitivanje

U odredenim okolnostima, npr. kad preliminarno ispitivanje
ukazuje na to da ispitivana tvar nema toksi¢no djelovanje u kon-
centraciji do 100 mgl" ili do granice topljivosti u ispitnom mediju
(ovisno o tomu $to je manje), moze se provesti grani¢no ispitivanje
za usporedbu odgovora kontrolne skupine s jednom ispitnom skupi-
nom (100 mg-1" ili koncentracija koja odgovara granici topljivosti).
Preporucuje se da se uz grani¢no ispitivanje svakako obavi analiza
koncentracije izlaganja. Za grani¢no ispitivanje vrijede svi gore spo-
menuti ispitni uvjeti i kriteriji valjanosti, s time da broj ponavljanja
u ispitnoj skupini ne smije biti manji od $est. Varijable odgovora u
kontrolnoj i ispitnoj skupini mogu se analizirati statistickim testom
za usporedbu srednjih vrijednosti npr. Studentov t-test. Ako su va-

rijance dviju skupina nejednake, treba provesti prilagodeni t-test za
nejednake varijance.

1.8.14. Varijanta za jako obojene tvari

Zralenje (intenzitet svjetla) treba biti u gornjem dijelu pojasa
propisanog za ovu ispitnu metodu tj. 120pE m-2 s-1 ili viSe.

Put svjetla treba skratiti smanjenjem volumena ispitnih otopina
(u rasponu od 5 - 25 ml).

Treba osigurati dostatno muckanje (primjerice umjerenim tre-
senjem) kako bi se osigurala visoka ucestalost izlaganja algi visokom
zratenju na povrsini kulture.

2. PODACI
2.1. GRAFICKI PRIKAZ KRIVULJA RASTA

Biomasa u ispitnim posudama moze se izraziti u jedinicama
mjerenog zamjenskog parametra (npr. broj stanica, fluorescencija).

Da bi se dobio graficki prikaz krivulja rasta, treba izraditi ta-
blicu procijenjenih koncentracija biomase u ispitnim i kontrolnim
kulturama, zajedno s koncentracijama ispitivanog materijala, koje
se biljeze s razlucljivo$¢u od najmanje jednog cijelog sata, i vreme-
nima mjerenja. U ovoj prvoj fazi mogu biti korisne i logaritamske i
linearne skale; medutim, logaritamske su skale obvezatne i opcenito
daju bolji prikaz promjena uzorka rasta u razdoblju ispitivanja. Kad
se eksponencijalni rast prikaZe na logaritamskoj skali, kao rezultat
se dobije pravac, a nagib pravca pokazuje specifiénu brzinu rasta.

Na grafi¢kim prikazima treba provjeriti rastu li kontrolne kultu-
re tijekom ispitivanja eksponencijalno i o¢ekivanom brzinom. Treba
kriticki preispitati sve tocke podataka i izgled grafova te provjeriti
sirove podatke i postupke kako bi se utvrdile eventualne greske. Po-
sebno treba provjeriti one tocke podataka kod kojih se ¢ini da su od-
stupanja posljedica sustavne greske. Ako je ocito i/ili vrlo vjerojatno
da se radi o greSkama u postupku, odgovarajucu tocku treba oznaciti
kao str$ecu vrijednost i iskljuciti iz kasnije statisticke analize. (Nulta
koncentracija algi u jednoj od dvije ili tri posude ponavljanja moze
ukazivati na to da posuda nije pravilno inokulirana ili da nije bila
dobro oci$cena). U izvje$¢u o ispitivanju treba jasno navesti zasto je
odredena tocka odbacena kao streca vrijednost. Prihvatljivi razlozi
su samo (rijetke) greske u postupku, ali ne i losa preciznost. Sta-
tisticki postupci za utvrdivanje strSecih vrijednosti imaju kod ove
vrste problema ograni¢enu primjenu i ne mogu zamijeniti stru¢nu
prosudbu. Stréece vrijednosti (koje su oznacene kao takve) treba po
mogucénosti zadrzati medu totkama podataka u kasnijim grafickim
odnosno tabli¢nim prikazima podataka.

2.2. VARIJABLE ODGOVORA

Svrha ispitivanja je utvrditi u¢inke ispitivane tvari na rast algi.
U ovoj su ispitnoj metodi opisane dvije varijable odgovora, buduci
da drzave ¢lanice imaju razlicite preferencije i regulatorne zahtjeve.
Da bi rezultati ispitivanja bili prihvatljivi u svim drzavama ¢lani-
cama, u¢inke treba ocijeniti primjenom obiju varijabli opisanih u
nastavku pod tockom (a) i (b).

(a) Prosjecna specifi¢na brzina rasta: ova se varijabla odgovora
izatunava na temelju logaritamskog povecanja biomase u razdoblju
ispitivanja, izrazenog po danu.

(b) Prirast: ova varijabla odgovora predstavlja razliku izmedu
biomase na kraju ispitivanja i pocetne biomase.

Iz razloga navedenih u nastavku, izra¢un rezultata za potrebe
primjene ove metode unutar regulatornog okvira EU-a treba te-
meljiti na prosje¢noj specifiénoj brzini rasta. Valja napomenuti da
vrijednosti toksi¢nosti izra¢unate primjenom tih dviju varijabli od-
govora nisu usporedive i tu razliku treba uzeti u obzir kod koristenja
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rezultata ispitivanja. Ako su ispoétovani ispitni uvjeti ove metode,
vrijednosti EC_na temelju prosjecne specificne brzine rasta (EC )
openito su vide od rezultata na temelju prirasta (E C)) zbog razlike
u matematickoj osnovi tih dvaju pristupa. To ne treba tumaditi kao
razliku u osjetljivosti dviju varijabli odgovora, ve¢ naprosto prihvatiti
da su te vrijednosti matematicki razlicite. Pojam prosje¢ne specifiéne
brzine rasta temelji se na opéenitom obrascu eksponencijalnog rasta
algi u neogranicenim kulturama, gdje se toksi¢nost procjenjuje na
temelju uc¢inaka na brzinu rasta neovisno o apsolutnoj vrijednosti
specifitne brzine rasta u kontrolnoj skupini, nagibu krivulje kon-
centracija-odgovor i trajanju ispitivanja. Za razliku od toga, rezul-
tati koji se temelje na varijabli odgovora »prirast« ovise o svim tim
drugim varijablama. E C ovisi o specificnoj brzini rasta vrsta algi
koje se koriste u ispitivanju i o maksimalnoj specificnoj brzini rasta,
koja se moze razlikovati izmedu vrsta, pa ¢ak i izmedu sojeva algi.
Ovu varijablu odgovora ne treba koristiti za usporedbu osjetljivosti
na otrove medu vrstama, pa ¢ak ni medu sojevima algi. lako se,
sa znanstvenog stajalista, procjeni toksi¢nosti na temelju procjecne
specifi¢ne brzine rasta daje prednost, u ovu su ispitnu metodu uklju-
Cene i procjene na temelju prirasta kako bi se zadovoljili trenuta¢ni
regulatorni zahtjevi u nekim drzavama.

2.2.1. Prosje¢na brzina rasta

Prosje¢na specifi¢na brzina rasta u odredenom razdoblju izra-
¢unava se kao logaritamsko povecanje biomase za svaku kontrolnu
i ispitnu posudu primjenom sljedece jednadzbe:

W, = lnXJ - InX,/ t-t, (dan)

gdje je:
T prosjecna specifi¢na brzina rasta od vremena i do vremena
)5

X biomasa u vremenu i;

X: biomasa u vremenu j.

Za svaku ispitnu i kontrolnu skupinu treba izraCunati srednju
vrijednost brzine rasta s procjenom varijance.

Izratuna se prosje¢na specificna brzina rasta za ukupno vri-
jeme ispitivanja (obi¢no dan 0 -3); pritom se umjesto izmjerene
pocetne vrijednosti kao pocetna vrijednost uzima nazivna inokuli-
rana biomasa, jer se na taj nac¢in u pravilu postize veca preciznost.
Ako oprema koja se koristi za mjerenje biomase dopusta dovoljno
precizno odredivanje biomase i kod male biomase inokuluma (npr.
protocni citometar), moZe se koristiti izmjerena pocetna koncentra-
cija biomase. Osim toga, treba odrediti etapnu brzinu rasta, koja se
izra¢unava kao specifi¢na brzina rasta za svaki dan ispitivanja (dan
0-1,1-2i2-3),iprovjeriti je li kontrolna brzina rasta stalna
(vidi kriterije valjanosti, odjeljak 1.7.). Ako je specifi¢na brzina ra-
sta prvoga dana znatno niZa od ukupne prosje¢ne specifiéne brzi-
ne, to moze ukazivati na fazu prilagodbe. Dok se faza prilagodbe u
kontrolnim kulturama moze smanjiti i gotovo eliminirati pravilnim
razmnozavanjem predkulture, kad su u pitanju izlozene kulture, faza
prilagodbe moze biti znak oporavka nakon prvobitnog toksi¢nog
$oka ili smanjenog izlaganja uslijed gubitka ispitivane tvari (uklju-
¢ujudi sorpciju na biomasu algi) nakon pocetnog izlaganja. Stoga se
moZe ocijeniti etapni rast kako bi se ocijenili ucinci ispitivane tvari
koji se javljaju tijekom razdoblja izlaganja. Znacajne razlike izmedu
etapne brzine rasta i prosjecne brzine rasta ukazuju na odstupanje
od stalnog eksponencijalnog rasta i zahtijevaju detaljno preispitiva-
nje krivulja rasta.

Postotak inhibicije brzine rasta za pojedina ponavljanja u ispit-
nim skupinama izra¢unava se pomocu sljedece jednadzbe:

%l = .~ t/ |, x 100

gdje je:

%I : postotak inhibicije prosjecne specificne brzine rasta;

u.: srednja vrijednost prosjeCne specificne brzine rasta (u) u
kontrolnoj skupini;

W, prosjecna specifi¢na brzina rasta ponavljanja u ispitnoj sku-
pini.

Ako se za pripremu ispitnih otopina koriste otapala, za izra¢un
postotka inhibicije treba koristiti kontrole s otapalom, a ne one bez
otapala.

2.2.2. Prirast

Prirast se izra¢unava kao biomasa na kraju ispitivanja uma-
njena za pocetnu biomasu za svaku kontrolnu i ispitnu posudu. Za
svaku ispitnu koncentraciju i kontrolu treba izratunati srednju vri-
jednost prirasta s procjenom varijance. Postotak inhibicije prirasta
(%) za pojedina ponavljanja u ispitnoj skupini moZe se izraCunati
na sljedec1 nacin:

%l = (Y. -
gdje je:

Y,) /Y, x 100

%I : postotak inhibicije prirasta;
Y.: srednja vrijednost prirasta u kontrolnoj skupini;
Y,: vrijednost prirasta ponavljanja u ispitnoj skupini.

2.3. GRAFICKI PRIKAZ KRIVULJE KONCENTRACIJA-ODGO-
VOR

Napravi se grafi¢ki prikaz postotka inhibicije u odnosu na loga-
ritam koncentracije ispitivane tvari i dobiveni graf detaljno pregleda,
zanemarujuci sve tocke podataka koje su u prvoj fazi izdvojene kao
strSece vrijednosti. Tockama podataka se prilagodi glatka krivulja
prostim okom ili ra¢unalnom interpolacijom, kako bi se dobio prvi
dojam odnosa koncentracija-odgovor, i zatim nastavlja detaljnijom
metodom, po mogucnosti racunalnom statistickom metodom. Ovi-
sno o predvidenoj uporabi podataka, kakvoci (preciznosti) i koli¢i-
ni podataka te raspolozivosti analitickih alata za analizu podataka,
moze se donijeti odluka (koja je u odredenim slu¢ajevima posve
opravdana) da se u ovoj fazi prekine analiza podataka i jednostavno
ocitaju kljucne vrijednosti EC, i EC , (i/ili EC,) s krivulje prilagode-
ne prostim okom (vidi i odjeljak u nastavku o stimuliraju¢im uéinci-
ma). Neki od valjanih razloga za nekoristenje statisticke metode su:

- s obzirom na raspolozive podatke, ra¢unalnim metodama se
ne mogu dobiti pouzdaniji rezultati od onih koji se mogu dobiti
stru¢nom prosudbom - moze se dogoditi da neki racunalni pro-
grami uopée ne daju nikakvo pouzdano rjesenje (iteracije ne kon-
vergiraju itd.).

- Raspolozivi racunalni programi nisu prikladni za obradu u¢i-
naka stimulacije rasta (vidi u nastavku).

2.4. STATISTICKI POSTUPCI

Cilj je dobiti kvantitativni odnos koncentracija-odgovor regre-
sijskom analizom. Ako se obavi linearizacijska pretvorba podataka
odgovora - npr. u jedinice probit, logit ili Weibullovog modela (9)
- mozZe se provesti ponderirana linearna regresija; ipak, prednost
se daje postupcima nelinearne regresije, koje se bolje nose s ne-
izbjeznim nepravilnostima podataka i odstupanjima od pravilnih
razdioba. Priblizavanjem nultoj ili potpunoj inhibiciji te se nepra-
vilnosti mogu pretvorbom i dodatno povecati i tako otezati analizu
(9). Valja napomenuti da su standardne analiticke metode za vri-
jednosti dobivene pretvorbom (probit, logit ili Weibull) namijenjene
kvantalnim podacima (npr. smrtnost ili preZivljavanje) i moraju se
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posebno prilagoditi da bi se mogle primijeniti na podatke o rastu i
biomasi. Konkretni postupci za odredivanje vrijednosti EC_iz kon-
tinuiranih podataka mogu se pronadi u literaturi pod (10) (11) i
(12). Koristenje nelinearne regresijske analize podrobnije je opisano
u Dodatku 4.

Za svaku varijablu odgovora koja se analizira treba izracunati
procjene tocaka za vrijednosti EC_na temelju odnosa koncentraci-
ja-odgovor. Po moguénosti, za sve procjene treba odrediti granice
pouzdanosti 95%. Valjanost podudaranja podataka odgovora s re-
gresijskim modelom procjenjuje se graficki ili statisticki. Regresijska
analiza se obavlja na temelju pojedina¢nih odgovora u ponavljanji-
ma, a ne na temelju srednjih vrijednosti ispitnih skupina. Ipak, ako
je nelinearno prilagodavanje krivulje tesko ili nemoguce zbog veli-
ke raspr$enosti podataka, problem se moZe zaobi¢i izratunavanjem
regresije na srednjim vrijednostima po skupinama kao prakti¢nim
nacinom da se smanji utjecaj mogucih strée¢ih vrijednosti. Ako se
koristi ova opcija, to treba navesti u izvje$¢u o ispitivanju kao od-
stupanje od uobic¢ajenog postupka uz napomenu da prilagodavanje
krivulje pojedina¢nim ponavljanjima nije dalo dobar rezultat.

Ako raspolozivi regresijski modeli/metode nisu prikladni za
podatke, procjene EC_ i granice pouzdanosti mogu se dobiti i line-
arnom interpolacijom sa samonadopunjavanjem (»bootstrapping«)
(13).

Za procjenu LOEC-a, a time i NOEC-a, u vezi s u¢incima ispiti-
vane tvari na brzinu rasta potrebno je usporediti srednje vrijednosti
obrada primjenom tehnika analize varijance (ANOVA). Zatim sred-
nju vrijednost za svaku koncentraciju treba usporediti s kontrolnom
srednjom vrijedno$¢u primjenom odgovaraju¢e metode visestruke
usporedbe ili testa trenda. Ovdje moZe biti koristan Dunnettov ili
Williamsov test (14) (15) (16) (17) (18). Treba provjeriti vrijedi li
pretpostavka homogenosti varijanci ANOVA-e. To se moze udiniti
grafi¢ki ili formalnim testom (18). Prikladni su Leveneov i Bartlettov
test. Ako pretpostavka homogenosti varijanci nije zadovoljena, to
se ponekad moZe ispraviti logaritamskom pretvorbom podataka.
Ako je heterogenost varijance prevelika da bi se mogla ispraviti
pretvorbom, treba razmotriti mogu¢nost analize metodama kao $to
su Jonckheereovi »step-downc testovi trenda. Dodatne smjernice za
odredivanje NOEC-a mogu se pronaci u literaturi (12).

Novije znanstvene spoznaje rezultirale su preporukom da se
pojam NOEC-a napusti i zamijeni procjenama to¢aka EC_dobive-
nih regresijom. Za ovaj test s algama nije utvrdena odredena vri-
jednost x. Cini se da je primjereno podruéje od 10 do 20 % (ovisno
o odabranoj varijabli odgovora), a poZeljno je da se navedu obje
vrijednosti, EC,; i EC,.

2.5. STIMULACIJA RASTA

Ponekad se pri niskim koncentracijama moze zapaziti stimu-
lacija rasta (negativna inhibicija). To moZe biti posljedica hormeze
(toksicka stimulacija) ili unosenja stimulirajucih faktora rasta s is-
pitivanim materijalom u upotrijebljeni minimalni medij. Dodavanje
anorganskih nutrijenata ne bi smjelo imati nikakav izravni utjecaj
buduéi da ispitni medij tijekom ispitivanja treba stalno sadrzavati
vi$ak nutrijenata. Stimulacija pri niskim dozama se u pravilu moze
zanemariti kod izratunavanja EC,, osim ako je ona ekstremno vi-
soka. U slu¢aju ektremne stimulacije, ili kad je potrebno izra¢unati
EC, za niske vrijednosti x, ponekad je potrebno primijeniti posebne
postupke. Pojave stimulacije rasta treba kad god je to moguce uklju-
¢iti u analizu podataka, a ako raspolozivi softver za prilagodavanje
krivulje ne mozZe prihvatiti male vrijednosti stimulacije, moZe se ko-
ristiti linearna interpolacija sa samonadopunjavanjem (»bootstrap-

ping»). U slucaju ekstremne stimulacije moZe se razmotriti primjena
modela hormeze (19).

2.6. NETOKSICKA INHIBICIJA RASTA

Ispitivani materijal koji apsorbiraju svjetlo mogu izazvati sma-
njenje brzine rasta stvaranjem sjene, koja smanjuje raspoloZivu
koli¢inu svjetla. Ove i druge sli¢ne fizikalne u¢inke treba odvojiti
od toksi¢nih u¢inaka izmjenom ispitnih uvjeta i treba ih posebno
navesti u izvje$¢u o ispitivanju. Smjernice se mogu pronadi u lite-
raturi pod (2) i (3).

3. IZVJESCIVANJE

3.1. IZVJESCE O ISPITIVANJU

Izvjedce o ispitivanju sadrzi sljedece informacije:

Ispitivana tvar:

- fizikalno stanje i relevantna fizikalno-kemijska svojstva,
ukljucujuci granicu topljivosti u vodi,

- podaci za identifikaciju kemikalije, uklju¢ujudi ¢istocu.

Ispitna vrsta:

- 50j, dobavlja¢ odnosno izvor i uvjeti uzgoja.

Ispitni uvjeti:

- datum pocetka i trajanje ispitivanja,

- plan ispitivanja: ispitne posude, volumeni kulture, gusto¢a
biomase na pocetku ispitivanja,

- sastav medija,

- ispitne koncentracije i ponavljanja (npr. broj ponavljanja, broj
ispitnih koncentracija i primijenjena geometrijska progresija),

- opis pripreme ispitnih otopina, ukljucujuci primjenu otapala
itd.,

- inkubator za uzgoj,

- intenzitet i kakvoca svjetla (izvor, homogenost),

- temperatura,

- ispitane koncentracije: nazivne ispitne koncentracije i rezul-
tati analiza za odredivanje koncentracije ispitivane tvari u ispitnim
posudama; treba navesti iskoristenje metode i granicu kvantifikacije
u ispitnom matriksu,

- moguca odstupanja od ispitne metode,

- metoda odredivanja biomase i dokaz korelacije izmedu izmje-
renog parametra i suhe mase.

Rezultati:

- pH vrijednosti na pocetku i kraju ispitivanja u svim obra-
dama,

- biomasa svake tikvice u svakoj mjernoj tocki i metoda mje-
renja biomase,

- krivulje rasta (graficki prikaz biomase u ovisnosti o vremenu),

- izracunate varijable odgovora za svako ponavljanje u obra-
dama, uklju¢ujuéi srednje vrijednosti i koeficijent varijacije za po-
navljanja,

- graficki prikaz odnosa koncentracija/ucinak,

- procjene toksi¢nosti za varijable odgovora, npr. EC_, EC,,
EC,, i odgovarajuci intervali pouzdanosti; ako se izracunavaju LOEC
i NOEC, njihove vrijednosti i statisticke metode koje su upotrijeblje-
ne za odredivanje,

- ako se koristi ANOVA, veli¢ina u¢inka koja se moze utvrditi
(npr. najmanja znacajna razlika),
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- eventualna stimulacija rasta u bilo kojoj obradi,

— svi ostali zapaZeni ucinci, npr. morfoloske promjene algi,

- rasprava rezultata, ukljucuju¢i moguci utjecaj odstupanja od
ispitne metode na rezultate ispitivanja.
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DODATAK 1.

Sojevi koji su se pokazali prikladnima za ispitivanje
Zelene alge

- Pseudokirchneriella subcapitata (ranije poznata kao Selena-
strum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4, 61.81 SAG

- Desmodesmus subspicatus (ranije poznata kao Scenedesmus
subspicatus, 86.81 SAG

Dijatomeje
- Navicula pelliculosa, UTEX 664

Cijanobakterije

- Anabaena flos-aquae, UTEX 1444, ATCC 29413, CCAP
1403/13A

- Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Izvori sojeva

Preporuceni sojevi raspolozivi su u kulturama jedne vrste algi
iz sljedecih zbirki (abecednim redom):

ATCC: American Type Culture Collection
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209
SJEDINJENE AMERICKE DRZAVE
CCAP, Culture Collection of Algae and Protozoa
Institute of Freshwater Ecology,
Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria

LA22 OLP

UJEDINJENA KRALJEVINA

SAG: Sammlung Algenkulturen
Albrecht-von-Haller-Institut

Universitdt Gottingen

Nicholausberger Weg 18

3400 Goéttingen

NJEMACKA

UTEX Culture Collection of Algae
Section of Molecular, Cellular and Developmental Biology
School of Biological Sciences

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

SAD

Izgled i svojstva preporucenih vrsta
P subcapi- D. subspicatus N. pellicu- | A. flos- S. lgopolz—
tata losa aquae ensis
Zakrivljene, | Dugoljaste, Lanci
uvijene vecinom a2 ST I

Izgled pojedinacne | pojedinatne Stapicaste Stl;%:i)(l;]:mh Stapicaste
stanice stanice

* Mjereno elektroni¢kim brojacem cestica.
¢Jzra¢unato iz veli¢ine.

7 Najée$ce zapazena brzina rasta u mediju OECD pri intenzitetu svjetla cca
70 uE'm™>s’ i temperaturi 21 °C.
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Veli¢ina (Dx |8 - 14 x 7-15x3
g)pm )-3 b 7,1x37 |45x3 6x1
Volumen
stanica (pm?*/ |40 - 60° 60 - 80" 40 - 50" |30 - 40 2,5¢
stanica)
Suha masa 3_4x
stanica (mg/ |2 -3x10% |3 -4x10% 10° 1-2x10%|2-3x10°
stanica)

H 7
Brzina rasta” |y 545 10 15 14 LI-14 [20-24
dan)

Posebne preporuke za uzgoj i rukovanje preporucenim
ispitnim vrstama

Pseudokirchneriella subcapitata i Desmodesmus subspicatus

Ove zelene alge opcenito se lako odrzavaju u razlicitim medi-
jima kulture. Informacije o prikladnim medijima mogu se dobiti
u zbirkama kultura. U pravilu se radi o pojedina¢nim stanicama
i mjerenja gustoce stanica mogu se jednostavno obaviti uz pomo¢
elektronickog brojaca Cestica ili mikroskopa.

Anabaena flos-aquae

Za drzanje radne kulture mogu se koristiti razli¢iti uzgojni me-
diji. Osobito je vazno ne dopustiti da $arzna kultura kod obnavljanja
ne prode logaritamsku fazu rasta jer je tada regeneracija teska.

Anabaena flos-aquae tvori nakupine isprepletenih lanaca sta-
nica. Veli¢ina nakupina moZe biti razli¢ita, ovisno o uzgojnim
uvjetima. Te je nakupine ponekad potrebno razbiti ako se biomasa
odreduje brojenjem pod mikroskopom ili elektroni¢kim brojacem
Cestica.

Da bi se smanjila varijabilnost rezultata brojenja, lanci se mogu
razbiti ultrazvuénom obradom poduzoraka. Ultrazvu¢na obrada ne
smije trajati duZe nego $to je potrebno da se lanci razbiju na krace
lance, jer se u protivnom stanice mogu unistiti. Intenzitet i trajanje
ultrazvucne obrade moraju biti jednaki kod svih uzoraka.

Na hemocitometru treba izbrojiti dovoljan broj polja (najmanje
400 stanica) da bi se mogla ispraviti odstupanja. Time se poboljsava
pouzdanost mikroskopskih odredivanja gustoce.

Nakon §to se lanci stanica razbiju pazljivom ultrazvuénom
obradom, za odredivanje ukupnog volumena stanica Anabaena
moze se koristiti elektronicki broja¢ Cestica. Ultrazvuénu energiju
treba podesiti tako da se izbjegne o$tecenje stanica.

Da bi se dobila dobro izmijeSana i homogena suspenzija algi za
inokulaciju ispitnih posuda, treba koristiti vortex mjesalicu ili sli¢nu
prikladnu metodu.

Ispitne posude treba staviti na orbitalnu ili linearnu tresilicu na
oko 150 okretaja u minuti. Drugi na¢in da se smanji tendencija tvor-
be gruda kod Anabaena je periodi¢no muckanje. Kod pojave gruda
treba paziti da se za mjerenje biomase dobiju reprezentativni uzorci.
Ponekad je prije uzorkovanja potrebno snazno protresti posude da
bi se razbile grude algi.

Synechococcus leopoliensis

Za drzanje radne kulture mogu se koristiti razli¢iti uzgojni me-
diji. Informacije o prikladnim medijima mogu se dobiti u zbirkama
kultura.

Synechococcus leopoliensis raste u obliku pojedina¢nih Stapica-
stih stanica. Stanice su vrlo malene, $to otezava mjerenje biomase
brojenjem pod mikroskopom. Ovdje mogu pomoci elektronicki bro-
jaci Cestica opremljeni za brojenje Cestica do veli¢ine od cca 1 pm.
Osim toga, mogu se koristiti fluorometrijska mjerenja in vitro.

Navicula pelliculosa

Za drzanje radne kulture mogu se koristiti razli¢iti uzgojni me-
diji. Informacije o prikladnim medijima mogu se dobiti u zbirkama
kultura. Medij mora sadrzavati silikat.

Navicula pelliculosa moZe u odredenim uvjetima rasta stvarati
nakupine. Stanice algi se ponekad znaju nakupljati u povrsinskoj
emulziji zbog tvorbe lipida. U tom slucaju kod uzimanja poduzoraka
za odredivanje biomase treba poduzeti posebne mjere kako bi se
dobili reprezentativni uzorci. Ponekad je nuzno i snazno protresanje
npr. uz pomo¢ vortex mjesalice.

DODATAK 2.

Uzgojni mediji
Motze se koristiti jedan od dva uzgojna medija:

Medij OECD: izvorni medij OECD TG 201, takoder u skladu s
normom ISO 8692

Medij AAP US. EPA, takoder u skladu s normom ASTM.

Kod pripreme tih medija treba koristiti reagencijski odnosno
analiti¢ki Ciste kemikalije i deioniziranu vodu.

Sastav medija AAP (US. EPA) i medija OECD TG 201

Sastojak EPA OECD

mg/l mM mg/l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO 25,5 0,300
NH Cl 15,0 0,280
MgCL-6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl -2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgS0,-7(H,0) 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K.HPO, 1,044 0,00599
KH PO, 1,60 0,00919
FeCl.-6(H,0) 0,160 0,000591 |0,0640 0,000237
Na EDTA-2(H,0) 0,300 0,000806 0,100 |0,000269*
H.BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
MnCl -4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
ZnCl, 0,00327 ]0,000024 |0,00300 |0,0000220
CoCL-6(H,0) 0,00143 10,000006 |0,00150 |0,00000630
Na MoO,2(H,0) 0,00726 |0,000030 |0,00700 |0,0000289
CuClL.2(H,0) 0,000012 |0,000000070,00001 |0,00000006
pH 7,5 8,1
* Molarni omjer EDTA - Zeljezo je nesto veci od jedan. Time se sprecava
taloZenje Zeljeza i istovremeno smanjuje keliranje teskih metalnih iona.

Kod ispitivanja s dijatomejom Navicula pelliculosa oba medija
treba nadopuniti s Na,Si0,-9H,0 tako da se dobije koncentracija od
1,4 mg Si/l

pH vrijednost medija odreduje se kad se uspostavi ravnoteza
izmedu karbonatnog sustava medija i parcijalnog tlaka CO, u atmos-
ferskom zraku. Priblizni odnos izmedu pH na 25 °C i molarne kon-
centracije bikarbonata proizlazi iz sljedece formule:

pH, = 11,30 + log [HCO,]
Kod 15 mg NaHCO, pH, = 7,5 (medij U.S. EPA), a kod 50 mg
NaHCO,/I pH, = 8,1 (medij OECD).
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Elementarni sastav ispitnih medija

Element 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
Priprema medija OECD
Nutrijent Koncel}tracijg s
radnoj otopini
Radna otopina 1: makronutrijenti
NH,CI 1,5 gl
MgClL-6H,0 1,2 gl
CaCl-2H,0 1,8 gl!
MgSO,7H.0 1,5 gl!
K HPO, 0,16 gl
Radna otopina 2: Zeljezo
FeCl.-6H,0 64 mg-]"
Na EDTA-2H.0 100 mgl"
Radna otopina 3: elementi u tragovima
H,BO, 185 mg 1"
MnCl -4H.0 415 mg]"
ZnCl, 3 mgl!
CoCl-6H.0 1,5 mgl!
CuCl-2H0 0,01 mg "
Na MoO,2H.0 7 mgl!
Radna otopina 4: bikarbonat
NaHCO, 50 gl
NaSi0,-9H.,0

Radne otopine se steriliziraju membranskom filtracijom (sred-
nji promjer pora 0,2 pm) ili obradom u autoklavu (120 °C, 15 min).
Otopine se pohrane u mraku na temperaturi od 4 °C.

Radne otopine 2 i 4 se ne sterilizaju u autoklavu, ve¢ isklju¢ivo
membranskom filtracijom.

Uzgojni medjij se priprema dodavanjem odgovarajuceg volume-
na radnih otopina 1 - 4 u vodu:

U 500 ml sterilizirane vode doda se:

- 10 ml radne otopine 1

- 1 ml radne otopine 2

- 1 ml radne otopine 3

- 1 ml radne otopine 4.

Nadopuni se steriliziranom vodom do 1 000 ml.

Zatim treba ostaviti dovoljno vremena za uspostavu ravnoteze
izmedu medija i atmosferskog CO,, prema potrebi upuhivanjem ste-
rilnog filtriranog zraka u trajanju od nekoliko sati.

Priprema medija AAP

Al.1. U priblizno 900 ml deionizirane ili destilirane vode doda
se po 1 ml radnih otopina iz A1.2.1. - A1.2.7. i razrijedi do 1 1.

Al.2. Pripreme se radne otopine s makronutrijentima otapa-
njem sljedecih koli¢ina tvari u 500 ml deionizirane ili destilirane
vode. Reagensi A1.2.1,, A1.2.2.,, A1.2.3. i A1.2.4. mogu se objediniti
u jednu radnu otopinu.

Al.2.1. NaNO, -12,750 g.

A1.2.2. MgCL6H,0 - 6,082 g.

A1.23. CaCL2H,0 - 2,205 g,

Al.2.4. Radna otopina s mikronutrijentima - (vidi A1.3.).
A1.2.5. MgS0,7H,0 - 7,350 g.

A1.2.6. KHPO, - 0,522 g.

A1.2.7. NaHCO, - 7,500 g.

A1.2.8. Na,Si0,-9H,0 - vidi napomenu Al.1.

Napomena Al.1. - Koristiti samo kod ispitivanja s dijatomeja-
ma. Moze se dodati izravno (202,4 mg) ili putem radne otopine tako
da se dobije konac¢na koncentracija 20 mg/1 Si u mediju.

Al.3. Radna otopina s mikronutrijentima priprema se otapa-
njem sljedecih koli¢ina tvari u 500 ml deionizirane ili destilirane
vode:

A13.1. H,BO, - 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.

Al1.3.5. C0C12~6H20 - 0,714 mg.

A1.3.6. Na MoO,2H,0 - 3,630 mg.

A13.7. CuCl2H,0 - 0,006 mg.

A1.3.8. Na,EDTA-2H,0 - 150,000 mg.

[dinatrijev etilendiamintetraacetat].

A1.3.9. Na,8e0,-5H,0 - 0,005 mg, vidi napomenu A1.2.

Napomena A1.2. - Koristiti samo u mediju za radne kulture s
dijatomejama.

Al.4. pH vrijednost se podesi na 7,5 + 0,1 pomocu 0,1 N ili
1,0 N NaOH ili HCL.

Al.5. Medij se profiltrira u sterilnu posudu kroz membranski
filter 0,22 um, ako se koristi broja¢ ¢estica, ili kroz membranski filter
0,45 pm, ako se nece koristiti broja¢ Cestica.

Al.6. Medij se do uporabe pohrani u mraku na temperaturi
od priblizno 4 °C.

DODATAK 3.

Primjer postupka za uzgoj kulture algi

Opce napomene

Uzgoj kultura u skladu s ovim postupkom provodi se radi do-
bivanja kultura algi za toksikoloska ispitivanja.

Treba koristiti prikladne metode kako se kulture algi ne bi in-
ficirale bakterijama. Tako su u odredenim slucajevima pozeljne ak-
seni¢ne kulture, u svakom slu¢aju se moraju uspostaviti i koristiti
kulture koje sadrze samo jednu vrstu algi.

Sve postupke treba obavljati u sterilnim uvjetima kako bi se
izbjeglo oneci$¢enje bakterijama i drugim algama.
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Oprema i materijali
Vidi: Ispitna metoda: Aparatura.

Postupci za dobivanje kultura algi

Priprema hranjivih otopina (medija):

Sve se hranjive soli medija pripremaju kao koncentrirane radne
otopine i ¢uvaju na tamnom i hladnom mjestu. Otopine se sterilizi-
raju filtracijom ili obradom u autoklavu.

Medij se priprema dodavanjem odgovarajuce koli¢ine radne
otopine u sterilnu destiliranu vodu, paze¢i da ne dode do infekcije.
Kod krutih medija treba dodati 0,8 % agara.

Radna kultura:

Radne kulture su male kulture algi koje se redovito prenose u
svjezi medij i koriste kao polazni ispitni materijal. Ako se kulture
ne koriste redovito, one se nanose na kosi agar. Kulture se prenose
u svjezi medij najmanje jedanput u dva mjeseca.

Radne kulture se uzgajaju u stozastim tikvicama koje sadrze
odgovaraju¢i medij (oko 100 ml). Kad se alge inkubiraju na 20 °C
uz neprekidno osvjetljenje, potrebno je tjedno prenosenje.

Kod prenogenja se odredena koli¢ina »stare« kulture prenese
sterilnim pipetama u tikvicu sa svjezim medijem tako da kod brzo-
rastucih vrsta pocetna koncentracija bude oko 100 puta niZa nego
u staroj kulturi.

Brzina rasta vrste mozZe se odrediti iz krivulje rasta. Ako je ona
poznata, moguce je procijeniti gusto¢u pri kojoj kulturu treba preni-
jeti u novi medij. To se mora uciniti prije nego $to kultura dosegne
fazu odumiranja.

Predkultura:

Predkultura treba dati odredenu koli¢inu algi koje su prikladne
za inokulaciju ispitnih kultura. Predkultura se inkubira u uvjetima
ispitivanja i koristi dok jo$ eksponencijalno raste, u pravilu nakon
razdoblja inkubacije od 2 do 4 dana. Kulture algi koje sadrze defor-
mirane ili abnormalne stanice treba odbaciti.

DODATAK 4.

Analiza podataka nelinearnom regresijom

Opce napomene

Kod testova s algama i drugih testova mikrobnog rasta - rasta
biomase odgovor je po prirodi stvari kontinuirana ili metricka va-
rijabla: brzina procesa, ako se koristi brzina rasta, odnosno njezin
vremenski integral, ako je odabrana biomasa. Oba se parametra
stavljaju u odnos prema odgovarajuéem srednjem odgovoru ponav-
ljanja neizloZenih kontrola koje najjace reagiraju na dane uvjete; u
testu s algama glavni ¢imbenici su svjetlo i temperatura. Sustav je
podijeljen ili homogen, a biomasa se moZze promatrati kao konti-
nuum bez razmatranja pojedinacnih stanica. Razdioba varijance
za odgovore kakvi se javljaju kod ovakvih sustava ovisi isklju¢ivo o
pokusnim ¢imbenicima (koji se obi¢no opisuju putem lognormalnih
ili normalnih razdioba greske). To je u suprotnosti s tipi¢nim odgo-
vorima kod biopokusa s kvantalnim podacima, gdje se tolerancija
(u pravilu s binomnom razdiobom) pojedina¢nih organizama ¢esto
smatra dominantnom komponentom varijance. Ovdje su odgovori
kontrola nula ili na razini osnovne vrijednosti.

U najjednostavnijem slu¢aju normirani odnosno relativni od-
govor r jednoliko opada od 1 (nulta inhibicija) do 0 (stopostotna
inhibicija). Valja napomenuti da su svi odgovori povezani s greskom
te da se odite negativne inhibicije mogu izracunati samo kao rezultat
slu¢ajne greske.

Regresijska analiza
Modeli

Cilj regresijske analize je kvantitativno opisati krivulju kon-
centracija-odgovor u obliku matematicke regresijske funkcije Y =
f (C), ili ¢esée F (Z), gdje je Z = log C. Inverzna funkcija C = f!
(Y) omogucuje izracunavanje vrijednosti EC , ukljucujuci EC_, EC |
i EC,, i njihove granice pouzdanosti 95%. Pokazalo se da nekoli-
ko jednostavnih matematic¢kih funkcija uspje$no opisuju odnose
koncentracija-odgovor koji se dobivaju u testovima inhibicije rasta
algi. Te funkcije obuhvadaju npr. logisticku jednadzbu, nesimetric-
nu Weibullovu jednadzbu i funkciju lognormalne razdiobe, koje sve
predstavljaju sigmoidne krivulje koje se asimptotski priblizavaju vri-
jednosti 1 kod C - 0 i nuli kod C - beskonac¢no.

U zadnje vrijeme se kao alternativa asimptotskim modelima
predlaze koriStenje modela neprekinute funkcije s pragom (npr.
Kooijmanov model »inhibicije rasta populacije«, Kooijman i sur,
1996.). Ovaj model polazi od pretpostavke da u koncentracijama
ispod odredenoga praga (EC0+) nema nikakvih ucinaka; ECO+ se
procjenjuje ekstrapolacijom odnosa koncentracija-odgovor sa sjeci-
$tem u osi koncentracije primjenom jednostavne neprekinute funk-
cije, koja nije diferencijabilna u polaznoj tocki.

Valja napomenuti da se analiza moZze provesti jednostavnim
minimiziranjem zbrojeva rezidualnih kvadrata (uz pretpostavku
stalne varijance) ili ponderiranih kvadrata, ako se ispravlja hetero-
genost varijance.

Postupak

Postupak se mozZe ukratko opisati na sljede¢i nacin: Odabere
se odgovarajuca funkcionalna jednadzba, Y = f (C), i prilagodi po-
dacima nelinearnom regresijom. PoZeljno je da se umjesto srednjih
vrijednosti ponavljanja koriste mjerenja pojedinac¢nih tikvica kako
bi se iz podataka izvuklo $to je moguce viSe informacija. Medutim,
ako je varijanca visoka, prakti¢na iskustva pokazuju da srednje vri-
jednosti ponavljanja mogu dati pouzdaniju matematicku procjenu
uz manji utjecaj sustavnih gre$aka podataka nego Sto je to slucaj
kad se zadrZe pojedina¢ne tocke podataka.

Napravi se graficki prikaz prilagodene krivulje i izmjerenih po-
dataka i provjeri je li prilagodavanje ispravno obavljeno. Ovdje se
osobito korisnom moze pokazati analiza reziduala. Ako funkcionalni
odnos koji je odabran za prilagodavanje krivulje koncentracija-od-
govor ne opisuje dobro citavu krivulju ili neki njezin bitni dio, npr.
odgovor pri niskoj koncentraciji, za prilagodavanje krivulje treba
odabrati neku drugu opciju - npr. nesimetri¢na krivulja Weibullove
funkcije umjesto simetri¢ne. Negativne inhibicije mogu predstavljati
problem npr. kod funkcije lognormalne razdiobe, i zahtijevati da se
upotrijebi i alternativna regresijska funkcija. Nije preporucljivo da se
tim negativnim vrijednostima dodijeli vrijednost nula ili mala po-
zitivna vrijednost jer se time iskrivljuje razdioba greSaka. Ponekad
je primjereno napraviti zasebno prilagodavanje odredenih dijelova
krivulje, npr. dio krivulje s niskom inhibicijom kako bi se dobila
procjena vrijednosti EC . Iz prilagodene jednadzbe se izracunaju
(»inverznom procjenom« C = f! (Y)) karakteristicne procjene to-
¢aka EC_ i dokumentira barem EC i jedna ili dvije procjene EC_,
- Iskustva s prakticnim ispitivanjima pokazuju da je test s algama
dovoljno precizan da se u pravilu moze dobiti dovoljno to¢na pro-
cjena kod inhibicije od 10 %, pod uvjetom da su tocke podataka
dostatne — osim ako se pri niskim koncentracija javlja stimulacija
rasta kao zbunjujuci faktor. Preciznost procjene EC,, Cesto je znatno
veca od EC, jer je EC,; obi¢no smjesten u priblizno linearnom di-
jelu srediSnje krivulje koncentracija-odgovor. Ponekad se EC,; tesko
tumaci zbog stimulacije rasta. Prema tomu, iako se EC  u pravilu
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moze dobiti s dovoljnom to¢no$¢u, preporucuje se da se uz njega
uvijek navede i EC,.

Ponderi

Varijanca pokusa opcenito nije stalna i obi¢no ukljucuje pro-
porcionalnu komponentu; stoga je uvijek dobro provesti ponderi-
ranu regresiju. Kod takve analize obi¢no se uzima da su ponderi
obrnuto proporcionalni varijanci.

W, = 1/Var(r)

Mnogi regresijski programi nude mogu¢nost ponderirane re-
gresijske analize primjenom pondera koji su navedeni u tablici. Pon-
deri se radi jednostavnosti normiraju mnoZenjem s n/Z w, (n je broj
to¢aka podataka) tako da njihov zbroj bude 1.

Normiranje odgovora

Normiranjem srednjeg odgovora kontrola javljaju se neki te-
meljni problemi i dobiva priliéno komplicirana struktura varijan-
ce. Dijeljenjem odgovora sa srednjim odgovorom kontrola da bi se
dobio postotak inhibicije uvodi se dodatna greska koja proizlazi iz
greske srednje kontrolne vrijednosti. Osim u slucaju kad je ta greska
zanemarivo mala, ponderi regresije i granice pouzdanosti moraju se
ispraviti za kovarijancu s kontrolom (17). Ovdje je vazna preciznost
procjene srednje vrijednosti kontrolnih odgovora kako bi se sma-
njila ukupna varijanca relativnog odgovora. Ova se varijanca moze
opisati ovako:

(indeks i se odnosi na koncentraciju i, a indeks 0 na kontrolu)

Y, = relativni odgovor = r/r, =1 -1=1(C)

uz varijancu:

Var (Y)) = Var (r/r) = (9Y,/ 0 r)*Var(r,) + (0 Y/ d r,)*Var (r,)

bududi da je

@Y/dr)=1/rji(@Y,/or)=1/r*

uz normalnu razdiobu podataka i ponavljanja m, i m;:

Var(r) = ¢*/m,

ukupna varijanca relativnog odgovora Y, je prema tomu:

Var(Y) = ¢*/(r) m) + r>o%/r,' m

Greska srednje kontrolne vrijednosti je obrnuto proporcionalna
kvadratnom korijenu broja prosje¢nih kontrolnih ponavljanja i stoga
je ponekad opravdano ukljuciti podatke iz ranijih ispitivanja, ¢ime
se mozZe znatno smanjiti greska. Druga je mogucnost da se umjesto
normiranja podataka i prilagodavanja apsolutnih odgovora uklju-
¢ujudi podatke o kontrolnim odgovorima, kontrolni odgovor uvede
kao dodatni parametar koji se prilagodava linearnom regresijom.
Ova metoda uz uobi¢ajenu regresijsku jednadzbu s 2 parametra za-
htijeva prilagodavanje 3 parametra, tako da je potrebno viSe tocaka
podataka nego $to je to slu¢aj kod nelinearne regresije podataka
normiranih na unaprijed definirani kontrolni odgovor.

Obrnuti intervali pouzdanosti

Izratunavanje intervala pouzdanosti nelinearne regresije inver-
znom procjenom je prilicno slozeno i ne predstavlja standardnu op-
ciju u uobic¢ajenim statistickim racunalnim programskim paketima.
Priblizne granice pouzdanosti mogu se dobiti standardnim progra-
mima nelinearne regresije s reparametrizacijom (Bruce i Versteeg,
1992), pri ¢emu se matematicka jednadzba mora preraditi tako da
se na mjesto parametara za procjenu uvrste Zeljene procjene tocaka,
npr. EC i EC,. (Ako je funkcija I = f (a, B, koncentracija), funkciju f
(a, B, koncentracija) treba zamijeniti istovjetnom funkcijom g (EC,,
EC, , koncentracija), koristeci definicijske odnose f (a, B, EC ) = 0,1
if(a, B, EC,)=0,5.

Izravniji izracun (Andersen i sur., 1998.) dobije se ako se zadrzi
izvorna jednadzba i upotrijebi Taylorov razvoj oko srednjih vrijed-
nostir, ir,.

U posljednje vrijeme su postale popularne metode samonado-
punjavanja (»boot strap« metode). Te metode ukljuc¢uju procjenu
empirijske razdiobe varijance na temelju izmjerenih podataka i uce-
stalog uzorkovanja primjenom generatora slucajnih brojeva.
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C.25. AEROBNA MINERALIZACIJA U
POVRSINSKO] VODI - SIMULACIJSKI TEST
BIORAZGRADN]JE

1. METODA
Ova metoda odgovara smjernici OECD TG 309 (2004) (1).
1.1. UVOD

Svrha ovoga testa je izmjeriti vremenski tijek biorazgradnje
ispitivane tvari koja je prisutna u aerobnoj prirodnoj vodi u niskoj
koncentraciji i kvantificirati zapazanja u obliku izraza za kineticku
brzinu. Ovaj simulacijski test je laboratorijski $arZni test protresa-
njem u tikvici kojim se odreduju brzine aerobne biorazgradnje or-
ganskih tvari u uzorcima prirodne povrsinske vode (slatka, bocata
ili morska). Temelji se na ISO/DIS 14592-1 (2), a sadrzi i elemen-
te ispitnih metoda C.23. i C.24. (3) (4). U slu¢aju duzih vremena
ispitivanja, Sarzni postupak se moze fakultativno zamijeniti polu-
kontinuiranim kako se ne bi narusio ispitni mikrosustav. Glavni cilj
simulacijskog testa je odredivanje mineralizacije ispitivane tvari u
povrsinskoj vodi, koja ¢ini osnovu za opisivanje kinetike razgradnje.
Medutim, ispitivanje ima i fakultativni sekundarni cilj - dobivanje
informacija o primarnoj razgradnji i tvorbi znacajnih proizvoda raz-
gradnje. Utvrdivanje proizvoda pretvorbe i, po mogu¢nosti, kvanti-
ficiranje njihovih koncentracija osobito je vazno kod tvari koje se
vrlo sporo mineraliziraju (npr. kad vrijeme poluraspada ukupnog
preostalog "C iznosi viSe od 60 dana). Zbog analitickih ogranice-
nja, za identifikaciju i kvantifikaciju znacajnih proizvoda pretvorbe
u pravilu treba koristiti viSe koncentracije ispitivane tvari (npr. >
100 pg/l).

U okviru ovoga testa niska koncentracija je koncentracija koja
je dovoljno niska (npr. manje od 1 pg/l do 100 pg/l) da se prilikom
ispitivanja postigne kinetika biorazgradnje kakva se moze ocekivati
u okoli$u. Uzimaju¢i u obzir ukupnu masu biorazgradivih ugljikovih
supstrata u prirodnoj vodi koja se koristi u ispitivanju, nisko koncen-
trirana ispitivana tvar sluzi kao sekundarni supstrat. To znaci da je
ocekivana kinetika biorazgradnje kinetika prvog reda (kinetika »bez
rasta») i da se ispitivana tvar moze razgraditi »kometabolizmomby.
Kinetika prvog reda podrazumijeva da je brzina razgradnje (mg/l/
dan) razmjerna koncentraciji supstrata, koja opada s vremenom.
Kod prave kinetike prvog reda konstanta specifi¢ne brzine razgrad-
nje (k) je neovisna o vremenu i koncentraciji. Prema tomu, k se
ne mijenja znacajnije tijekom jednog pokusa, ali ni s povecanjem
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koncentracije izmedu pokusa. Prema definiciji, konstanta specifi¢ne
brzine razgradnje jednaka je relativnoj promjeni koncentracije po
jedinici vremena: k = (1/C) - (dC/dt). Iako se u propisanim uvjetima
u pravilu o¢ekuje kinetika prvog reda, u odredenim su okolnostima
mozda primjerenije druge vrste kinetike. Odstupanja od kinetike pr-
vog reda mogu se primjerice zapaziti kad brzinu biorazgradnje vise
ograni¢ava pojava prijenosa mase, npr. brzina difuzije, nego brzina
bioloske reakcije. Ipak, podaci se gotovo uvijek mogu opisati kine-
tikom pseudoprvog reda, ako se prihvati konstanta brzine ovisna o
koncentraciji.

Prije ispitivanja trebale bi biti raspoloZive informacije o bio-
razgradivosti ispitivane tvari pri vi$im koncentracijama (npr. iz
standardnih testova pretrazivanja) kao i podaci o abiotitkoj razgra-
divosti, proizvodima pretvorbe i relevantnim fizikalno-kemijskim
svojstvima, koji mogu pomoci kod planiranja pokusa i tumacenja
rezultata. Sposobnost potpune biorazgradnje moze se odrediti pri-
mjenom "C obiljezene ispitivane tvari i odredivanjem fazne razdi-
obe "C na kraju ispitivanja. Ako se koristi neobiljezena ispitivana
tvar, kona¢na biorazgradnja se moZe procijeniti samo ako se ispituje
visa koncentracija i ako su poznati svi znadajni proizvodi razgradnje.

1.2. DEFINICIJE

Primarna biorazgradnja: Promjena strukture kemikalije (pre-
tvorba) djelovanjem mikroorganizama koja rezultira nastankom
nove kemikalije.

Funkcionalna biorazgradnja: Promjena strukture kemikalije
(pretvorba) djelovanjem mikroorganizama koja rezultira gubitkom
odredenog svojstva.

Potpuna aerobna biorazgradnja: Razgradnja kemikalije dje-
lovanjem mikroorganizama u prisutnosti kisika na ugljikov dioksid,
vodu i mineralne soli drugih prisutnih elemenata (mineralizacija) i
stvaranje nove biomase i organskih proizvoda mikrobne biosinteze.

Mineralizacija: Razgradnja kemikalije odnosno organske tvari
djelovanjem mikroorganizama u prisutnosti kisika na ugljikov diok-
sid, vodu i mineralne soli drugih prisutnih elemenata.

Faza prilagodbe (»lag« faza): Vrijeme koje je potrebno da se
mikroorganizmi koji obavljaju razgradnju prilagode i stupanj bioraz-
gradnje kemikalije odnosno organske tvari dosegne razinu detekcije
(npr. 10% maksimalne teoretske biorazgradnje ili manje, ovisno o
to¢nosti mjerne tehnike), ra¢unajuci od pocetka ispitivanja.

Maksimalna biorazgradnja: Stupanj biorazgradnje kemikalije
ili organske tvari u okviru ispitivanja, izrazen u postotku, iznad ko-
jega se kemikalija odnosno tvar vi$e bioloski ne razgraduje tijekom
ispitivanja.

Primarni supstrat: Spoj prirodnog ugljika i izvora energije koji
osiguravaju rast i odrZavanje mikrobne biomase.

Sekundarni supstrat: Komponenta supstrata koja je prisutna
u tako niskoj koncentraciji da njezinom razgradnjom relevantni
mikroorganizmi primaju tek neznatne koli¢ine ugljika i energije u
odnosu na ugljik i energiju koja se osigurava razgradnjom glavnih
komponenti supstrata (primarni supstrati).

Konstanta brzine razgradnje: Konstanta brzine kinetike prvog
reda ili pseudoprvog reda k (d") kojom se oznadava brzina procesa
razgradnje. U slu¢aju $arznih pokusa k se procjenjuje iz pocetnog
dijela krivulje razgradnje dobivene po zavrSetku faze prilagodbe.

Vrijeme poluraspada, t , (d): Izraz koji se koristi za opisivanje
brzine reakcije prvog reda. To je vremenski interval koji odgovara
smanjenju koncentracije za faktor 2. Odnos izmedu vremena po-
luraspada i konstante brzine razgradnje opisan je jednadzbom t,,
= In2/k.

Vrijeme polurazgradnje, DT, (d): Izraz koji se koristi za
kvantifikaciju rezultata ispitivanja biorazagradnje. To je vrijeme koje
je potrebno da se dosegne 50 %-tna biorazgradnja, uklju¢ujuéi fazu
prilagodbe.

Granica detekcije (Limit of Detection, LOD) i granica kvan-
tifikacije (Limit of Quantification, LOQ): Granica detekcije (LOD)
je koncentracija tvari ispod koje se tvar vise ne moze razlikovati od
analiti¢kih artefakata. Granica kvantifikacije (LOQ) je koncentracija
tvari ispod koje se koncentracija ne moze odrediti s prihvatljivom
tocnoscu.

Otopljeni organski ugljik (DOC): Dio organskog ugljika u
uzorku vode koji se ne moze ukloniti predvidenim odjeljivanjem
faza, npr. 15-minutnim centrifugiranjem na 40 000 ms? ili mem-
branskom filtracijom s membranama veli¢ine pora 0,2 ym - 0,45
pm.

Ukupna aktivnost organskog *C (Total Organic "C Activity,
TOA): Ukupna aktivnost '*C povezana s organskim ugljikom.

Aktivnost otopljenog organskog “C (Dissolved Organic C
Activity, DOA): Ukupna aktivnost "“C povezana s otopljenim or-
ganskim ugljikom.

Aktivnost Cesticnog organskog “C (Particulate Organic *C
Activity, POA): Ukupna aktivnost “C povezana s organskim uglji-
kom u cesticama.

1.3. PRIMJENJIVOST TESTA

Simulacijski test je primjenjiv u slucaju nehlapljivih i blago hla-
pljivih organskih tvari koje se ispituju pri niskim koncentracijama.
Ako se koriste tikvice otvorene prema atmosferi (npr. zacepljene
vatom), tvari s konstantom Henryjevog zakona ispod cca 1 Pa-m’/
mol (cca 10 atm-m*/mol) mogu se u praksi smatrati nehlapljivima.
Ako se koriste zatvorene tikvice sa zratnim prostorom, mogu se is-
pitivati i blago hlapljive tvari (s konstantama Henryjevog zakona <
100 Pa-m*/mol ili < 10~ atm-m*/mol) bez gubitaka iz ispitnog susta-
va. Kod izlucivanja CO, moze doci do gubitaka “C obiljeZenih tvari
ako se ne provedu odgovaraju¢e mjere predostroznosti. U takvim je
slucajevima ponekad potrebno odvajati CO, na unutarnjem alkalij-
skom apsorberu ili koristiti vanjski apsorberski sustav CO, (izravno
odredivanje “CO,; vidi Dodatak 3.). Za odredivanje kinetike bioraz-
gradnje koncentracije ispitivane tvari moraju biti ispod topljivosti u
vodi. Ipak, treba imati na umu da vrijednosti topljivosti u vodi koje
se navode u literaturi mogu biti znatno vi$e od topljivosti ispitivane
tvari u prirodnim vodama. Topljivost izrazito slabo topljivih ispitiva-
nih tvari moze se prema Zelji utvrditi pomocu prirodnih voda koje
¢e se koristiti u ispitivanju.

Metoda se moze koristiti za simulaciju biorazgradnje u povrsin-
skoj vodi bez grubih Cestica (pelagicki test) ili u mutnoj povrsinskoj
vodi kakva se npr. mozZe pronaci u blizini sucelja voda/sediment (test
sa suspendiranim sedimentom).

1.4. NACELO ISPITIVANJA

Ispitivanje se provodi u $arznom postupku inkubiranjem ispi-
tivane tvari s povr$inskom vodom (pelagicki test) ili s povr$inskom
vodom kojoj je dodana suspendirana kruta tvar/sediment u koncen-
traciji od 0,01 do 1 g/l suhe mase (test sa suspendiranim sedimen-
tom) radi simulacije vodne cjeline sa suspendiranom krutom tvari
ili resuspendiranim sedimentom. Koncentracija suspendirane krute
tvari/sedimenta u donjem segmentu ovoga podrudja reprezentativna
je za vecinu povrsinskih voda. Ispitne tikvice se inkubiraju u mraku
na temperaturi okoli$a u aerobnim uvjetima, uz muckanje. Za odre-
divanje kinetike razgradnje koriste se najmanje dvije koncentracije
ispitivane tvari. Koncentracije se moraju razlikovati za faktor 5 do
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10 i trebaju predstavljati o¢ekivani raspon koncentracija u okolisu.
Maksimalna koncentracija ispitivane tvari ne smije biti vi$a od 100
ug/l, a poZeljno je da maksimalne ispitne koncentracije budu i nize
od 10 pg/l kako bi se zajamcila biorazgradnja u skladu s kinetikom
prvog reda. Najniza koncentracija ne smije biti vi$a od 10 pg/l, a
prednost treba dati ispitnim koncentracijama od 1 - 2 pg/l ili ¢ak
ispod 1 pg/l. U pravilu se i tako niske koncentracije mogu dovoljno
dobro analizirati primjenom 'C obiljezenih tvari koje su dostupne
na trzistu. Ako se ispitivana tvar primjenjuje u koncentraciji < 100
pg/l, njezinu koncentraciju cesto nije moguce izmjeriti s potrebnom
to¢no$¢u zbog analitickih ograni¢enja (vidi odjeljak 1.7.2. stavak
2.). Vise koncentracije ispitivane tvari (>100 pg/l, a ponekad i 1
mg/l) mogu se koristiti za identifikaciju i kvantifikaciju znacajnih
proizvoda pretvorbe te u slu¢ajevima kad nije raspoloZiva specifi¢na
analiticka metoda s niskom granicom detekcije. Ako se ispituju vi-
soke koncentracije ispitivane tvari, ponekad nije moguce procijeniti
konstantu razgradnje prvog reda i vrijeme poluraspada na temelju
dobivenih rezultata buduéi da razgradnja vjerojatno nece slijediti
kinetiku prvog reda.

Razgradnja se prati mjerenjem preostalog "C ili preostale kon-
centracije ispitivane tvari, ako se obavlja specifina kemijska analiza,
u odgovaraju¢im vremenskim razmacima. "“C obiljezavanjem najsta-
bilnijeg dijela molekule moze se odrediti ukupna mineralizacija, dok
se "C obiljezavanjem manje stabilnog dijela molekule i primjenom
specifi¢ne analize moze odrediti samo primarna biorazgradnja. Ipak,
najstabilniji dio ne mora nuzno ukljucivati relevantni funkcionalni
dio molekule (koji je povezan sa specifiénim svojstvom, kao $to je
toksi¢nost, bioakumulacija itd.). U tom je slucaju kod ispitivanja
mozda primjerenije koristiti tvar s *C oznakom u funkcionalnom
dijelu kako bi se moglo pratiti nestajanje specifi¢cnog svojstva.

1.5. INFORMACIJE O ISPITIVANO]J TVARI

Za ovaj se test mogu koristiti radioaktivno obiljezene i neobilje-
Zene tvari. "C obiljeZavanje je preporuceni postupak, a oznaka se u
pravilu treba nalaziti na najstabilnijem dijelu ili dijelovima molekule
(vidi takoder odjeljak 1.4.). Kod tvari koje sadrze viSe od jednog
aromatskog prstena treba po mogucnosti obiljeziti jedan ili vise
ugljika u svakom prstenu. Osim toga, poZeljno je obiljeziti jedan ili
vi$e ugljika s obje strane lako razgradivih veza. Kemijska i/ili radio-
aktivna Cistoca ispitivane tvari treba biti > 95 %. Kod radioaktivno
obiljeZenih tvari poZeljna je specifi¢na aktivnost od priblizno 50 pCi/
mg (1,85 MBq) ili vise da bi se olaksala mjerenja “C kod ispitivanja s
niskim pocetnim koncentracijama. Trebaju biti raspolozive sljedece
informacije o ispitivanoj tvari:

- topljivost u vodi [metoda A.6.],

- topljivost u organskom otapalu ili otapalima (ako se tvar pri-
mjenjuje pomocu otapala ili ima nisku topljivost u vodi),

- konstanta disocijacije (pKa), ako je tvar sklona protonaciji ili
deprotonaciji [OECD TG 112] (5),

- tlak pare [metoda A.4.] i konstanta Henryjevog zakona,

- kemijska stabilnost u vodi i u mraku (hidroliza) [metoda
C7].

Ako se tvari koje su slabo topljive u vodi ispituju u morskoj
vodi, korisno je znati konstantu isoljavanja (ili »Setschenowu kon-
stantu») K, koja se definira izrazom: log (S/S’) = K* C , gdje su S i
S’ topljivost tvari u slatkoj i morskoj vodi i C_ je molarna koncen-
tracija soli.

Ako se ispitivanje obavlja kao »test sa suspendiranim sedimen-
tom«, moraju biti raspoloZive i ove informacije:

- koeficijent raspodjele-oktanol/voda [metoda A.8.],

- koeficijent adsorpcije [metoda C.18.].

Ostale korisne informacije su:

- koncentracija u okoliu, ako je poznata ili procijenjena,

- toksi¢nost ispitivane tvari za mikroorganizme [metoda C.11.],

- laka i/ili svojstvena biorazgradivost [metoda C.4. A-E, C.12,,
C.9, OECD TG 302 (5)],

- aerobna ili anaerobna biorazgradivost u tlu i studije pretvorbe
u sedimentu/vodi [metoda C.23., C.24.].

1.6. REFERENTNE TVARI

Kao referentnu tvar treba koristiti tvar koja se u pravilu lako
razgraduje u aerobnim uvjetima (npr. anilin ili natrijev benzoat).
Ocekivano vrijeme razgradnje anilina i natrijevog benzoata uglav-
nom je krace od 2 tjedna. Svrha koristenja referentnih tvari je uvje-
riti se da se mikrobna aktivnost ispitne vode kre¢e unutar odredenih
granica, tj. da voda sadrzi aktivnu mikrobnu populaciju.

1.7. KRITERIJT KAKVOCE
1.7.1. Iskoristenje

Svaka pocetna ispitna koncentracija provjerava se odmah na-
kon dodavanja ispitivane tvari u najmanje dva uzorka mjerenjem
aktivnosti “C ili, u slu¢aju neobiljezenih tvari, kemijskom analizom.
Time se dobivaju informacije o primjenjivosti i ponovljivosti anali-
ticke metode i homogenosti razdiobe ispitivane tvari. Kod kasnijih
analiza podataka u pravilu se ne koristi nazivna koncentracija ve¢
izmjerena pocetna aktivnost “C odnosno izmjerena koncentracija
ispitivane tvari, jer se time ispravljaju gubici uslijed sorpcije i greske
u doziranju. Kod "C obiljezenih tvari iskoristenje na kraju pokusa
proizlazi iz bilance mase (vidi zadnji stavak odjeljka 1.8.9.4.). U ide-
alnom slucaju bilanca mase radioaktivno obiljeZene tvari trebala bi
se kretati u podrucju od 90 % do 110 %, dok bi analiticka to¢nost
kod neobiljezenih tvari trebala biti takva da se dobije pocetno isko-
ri§tenje u podrucju od 70 % do 110 %. Ta podrucja treba shvatiti
kao ciljne vrijednosti, a ne kao kriterij za prihvacanje ispitivanja.
Analiticka to¢nost moze se fakultativno odrediti pri koncentraciji
ispitivane tvari koja je niza od pocetne kao i za znacajne proizvode
pretvorbe.

1.7.2. Ponovljivost i osjetljivost analiticke metode

Ponovljivost analiti¢ke metode (uklju¢ujuéi u¢inkovitost pocet-
ne ekstrakcije) za kvantifikaciju ispitivane tvari i proizvoda pretvor-
be (prema potrebi) treba provjeriti peterostrukom analizom pojedi-
nacnih ekstrakata povrsinske vode.

Granica detekcije (LOD) analiticke metode za ispitivanu tvar i
proizvode pretvorbe treba po mogu¢nosti biti najmanje 1 % pocetne
koli¢ine koja je primijenjena na ispitni sustav. Granica kvantifikacije
(LOQ) treba biti jednaka ili manja od 10 % primijenjene koncen-
tracije. Za kemijsku analiza mnogih organskih tvari i njihovih pro-
izvoda pretvorbe Cesto su potrebne relativno visoke koncentracije
ispitivane tvari tj. > 100 pg/l.

1.8. OPIS ISPITNE METODE

1.8.1. Oprema

Ispitivanje se moZe obaviti u stoZastim ili cilindri¢nim tikvi-
cama odgovarajuée zapremine (npr. 0,5 ili 1,0 1) sa silikonskim ili
gumenim ¢epovima ili u serumskim bocama s poklopcima koji ne
propustaju CO, (npr. sa zatvaratem od butilne gume). Druga je
mogucnost da se upotrijebi veci broj tikvica i u svakom vremenu
uzorkovanja uzimaju ¢itave tikvice, najmanje po dvije, (vidi zadnji
stavak odjeljka 1.8.9.1.). Kod nehlapljivih ispitivanih tvari koje nisu
radioaktivno obiljezene nisu potrebni plinonepropusni ¢epovi i po-
klopci; dovoljno ih je zacepiti vatom koja sprecava oneciscenje iz
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zraka (vidi stavak 2. odjeljka 1.8.9.1.). Blago hlapljive tvari treba
ispitati u sustavu biometarskog tipa uz njezno mije$anje po povrsini
vode. Da bi se izbjeglo oneci$¢enje bakterijama, posude se mogu pri-
je uporabe sterilizirati zagrijavanjem ili obradom u autoklavu. Osim
toga, koristi se sljedeca standardna laboratorijska oprema:

— tresilica ili magnetski mjesaci za neprekidno muckanje is-
pitnih posuda,

- centrifuga,

- pH-metar,

- turbidimetar za nefelometrijska mjerenja mutnoce,

- pe¢ ili mikrovalna pe¢ za pripremu uzorka za odredivanje
suhe mase,

- uredaj za membransku filtraciju,
- autoklav ili pe¢ za toplinsku sterilizaciju staklene opreme,
- oprema za rukovanje "C obiljezenim tvarima,

- oprema za kvantifikaciju aktivnosti '*C u uzorcima iz otopina
za odvajanje CO, i, prema potrebi, iz uzoraka sedimenta,

- analiticka oprema za odredivanje ispitivane (i referentne)
tvari, ako se koristi specifi¢na kemijska analiza (npr. plinski kroma-
tograf, tekuc¢inski kromatograf visoke djelotvornosti).

1.8.2. Radne otopine ispitivane tvari

Za pripremu radnih otopina ispitivanih i referentnih tvari treba
koristiti deioniziranu vodu (vidi odjeljak 1.8.7. stavak 1.). U deio-
niziranoj vodi ne smije biti tvari koje bi mogle biti toksi¢ne za mi-
kroorganizme, a udio otopljenog organskog ugljika (DOC) ne smije
biti visi od 1 mg/l (6).

1.8.3. Skupljanje i prijevoz povrsinske vode

Mjesto za uzorkovanje povrsinske vode treba odabrati u skladu
sa svrhom ispitivanja. Kod odabira mjesta treba uzeti u obzir mo-
gucu povijest unosa materijala iz poljoprivrede, industrije i ku¢an-
stava. Voda za ispitivanje ne smije se skupljati na mjestima za koja
se zna da su u prethodne cetiri godine oneci$¢ena ispitivanom tvari
ili njezinim strukturnim analozima, osim ako je svrha istrazivanja
ispitati brzinu razgradnje na oneliS¢enim lokacijama. Na mjestu
uzorkovanja treba izmjeriti pH vrijednost i temperaturu vode. Osim
toga, treba zabiljeziti dubinu uzorkovanja i izgled vodenog uzorka
(npr. boja i mutnoca) (vidi odjeljak 3.). Da bi se dokazali aerobni
uvjeti, treba izmjeriti koncentraciju kisika i/ili redoks potencijal u
vodi i povr$inskom sloju sedimenta, osim ako je to nedvojbeno s
obzirom na izgled i ranija iskustva s lokacijom. Povr$insku vodu
treba prenositi u temeljito o¢i$¢enim spremnicima. Za to vrijeme
temperatura uzorka ne smije biti znacajno vi$a od ispitne tempera-
ture. Ako prijevoz traje viSe od 2 do 3 sata, preporucuje se hladenje
na 4 °C. Vodeni uzorak ne smije biti zamrznut.

1.8.4. Skladistenje i priprema povrsinske vode

Ispitivanje po mogu¢nosti treba zapoceti u roku od jednoga
dana od uzimanja uzorka. Skladistenje vode, ako je ono potrebno,
treba svesti na najmanju mogucu mjeru, a u svakom slu¢aju ne smije
trajati duze od 4 tjedna. Vodeni uzorak treba do uporabe drzati na
temperaturi od 4 °C uz dozracivanje. Prije uporabe treba ukloniti
krupne Cestice npr. filtriranjem kroz najlonski filter veli¢ine otvora
100 pm ili kroz grubi filter-papir ili taloZenjem.

1.8.5. Priprema vode sa sedimentom (fakultativno)

Kod testa sa suspendiranim sedimentom treba pripremiti sus-
penziju dodavanjem povrsinskog sedimenta u tikvice koje sadrze
prirodnu vodu (koja je prethodno filtrirana radi uklanjanja krupnih
Cestica, kako je opisano u odjeljku 1.8.4.); koncentracija suspendi-
rane krute tvari treba biti izmedu 0,01 i 1 g/l. Povrsinski sediment

mora potjecati s istoga mjesta kao vodeni uzorak. Ovisno o vodnom
okoliSu, povrsinski sediment moZze imati visok sadrzaj organskog
ugljika (2,5 - 7,5 %) i finu teksturu ili nizak sadrzaj organskog uglji-
ka (0,5 - 2,5 %) i grubu teksturu (3). Povrsinski se sediment moze
pripremiti na sljede¢i nadin: uz pomo¢ prozirne plasticne cjevcice
izvuce se nekoliko sedimentnih jezgri; odmah nakon uzorkovanja
odrezu se gornji aerobni slojevi (od povriine do dubine od najvise
5 mm) i zdruze. Dobiveni uzorak sedimenta se prenosi u posudi s
velikim zra¢nim prostorom kako bi se osigurali aerobni uvjeti (uz
hladenje na 4 °C ako prijevoz traje vise od 2 - 3 sata). Uzorak sedi-
menta se suspendira u ispitnoj vodi u omjeru 1: 10 i drzi do uporabe
na temperaturi od 4 °C uz dozracivanje. Skladistenje sedimenta, ako
je ono potrebno, treba svesti na najmanju mogucu mjeru, a u sva-
kom slucaju ne smije trajati duze od 4 tjedna.

1.8.6. Polukontinuirani postupak (fakultativno)

Inkubaciju je ponekad potrebno produZiti (na nekoliko mje-
seci) ako se znacajna razgradnja ispitivane tvari izmjeri tek nakon
dugog vremena prilagodbe. Ako je to poznato iz ranijeg ispitivanja
tvari, ispitivanje se moze zapoceti polukontinuiranim postupkom,
koji omogucuje periodicko obnavljanje dijela ispitne vode odnosno
suspenzije (vidi Dodatak 2.). Druga je mogu¢nost da se uobicaje-
ni $arzni test pretvori u polukontinuirani ako tijekom priblizno 60
dana ispitivanja $arznim postupkom nije doslo do razgradnje ispiti-
vane tvari (vidi odjeljak 1.8.8.3. stavak 2.).

1.8.7. Dodavanje ispitivane (ili referentne) tvari

U slucaju tvari visoke topljivosti u vodi (> 1 mg/l) i niske
hlapljivosti (konstanta Henryjevog zakona < 1 Pa-m*/mol ili < 10
atm-m*/mol) moze se pripremiti radna otopina u deioniziranoj vodi
(vidi odjeljak 1.8.2.); u ispitne posude se doda odgovarajuci volumen
radne otopine da bi se dobila Zeljena koncentracija. Volumen radne
otopine koja se dodaje u posudu treba svesti na najmanju moguéu
mjeru (po moguénosti < 10 % kona¢nog volumena tekuéine). Druga
mogucnost je da se ispitivana tvar otopi u veéem volumenu ispitne
vode, $to se moZe smatrati zamjenom za Koristenje organskih ota-
pala.

Ako kod pripreme radnih otopina nehlapljivih tvari koje su
slabo topljive u vodi nije mogude izbje¢i primjenu otapala, treba
koristiti hlapljiva organska otapala, s time da koli¢ina otapala koja se
unosi u ispitni sustav ne smije biti vi$a od 1 % v/v i ne smije imati
$tetni uc¢inak na mikrobnu aktivnost. Otapalo ne smije utjecati na
stabilnost ispitivane tvari u vodi. Otapalo treba ukloniti na najmanju
mogucu koli¢inu kako ne bi doslo do znacajnog povecanja koncen-
tracije DOC-a u ispitnoj vodi odnosno suspenziji. To treba provjeriti
specificnom analizom tvari odnosno, ukoliko je to mogude, anali-
zom DOC-a (6). Treba paziti da se prenesena koli¢ina otapala svede
na nuznu mjeru i uvjeriti se da se prisutna koli¢ina ispitivane tvari
moZe otopiti u konacnom volumenu ispitne vode. Mogu se koristiti
i druge tehnike za uvodenje ispitivane tvari u ispitne posude, kako
je opisano u (7) i (8). Ako se za primjenu ispitivane tvari koristi
organsko otapalo, treba uvesti kontrole s otapalom koje sadrze is-
pitnu vodu (bez dodataka) i ispitnu vodu s referentnom tvari i s
njima postupati na slican nacin kao s aktivnim ispitnim posudama
u koje je dodana ispitivana tvar u otapalu kao nosac¢u. Svrha kontrola
s otapalom je ispitati mogude Stetne u¢inke otapala na mikrobnu
populaciju na temelju razgradnje referentne tvari.

1.8.8. Ispitni uvjeti

1.8.8.1. Ispitna temperatura

Inkubacija se provodi u mraku (poZeljno) ili pod difuznom ra-
svjetom na kontroliranoj temperaturi (+ 2 °C), koja moZe odgovarati
temperaturi na terenu ili standardnoj temperaturi od 20 - 25 °C.
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Temperatura na terenu moZe biti stvarna temperatura uzorka u tre-
nutku uzorkovanja ili prosje¢na temperatura na mjestu uzorkovanja.

1.8.8.2. Muckanje

Cestice i mikroorganizme treba drzati u suspenziji neprekid-
nim muckanjem tj. tresenjem ili mijeSanjem. Muckanjem se takoder
olaksava prijenos kisika iz zratnog prostora u tekucinu i tako osi-
guravaju potrebni aerobni uvjeti. Tikvice se stave na tresilicu (cca
100 o/min) ili se koristi magnetska mjesalica. Muckanje se ne smije
prekidati. Tresenje odnosno mije$anje mora biti $to je moguce njez-
nije, ali istovremeno treba voditi racuna da se odrzi homogenost
suspenzije.

1.8.8.3. Trajanje ispitivanja

Ispitivanje uglavnom ne bi smjelo trajati duze od 60 dana,
osim ako se primjenjuje polukontinuirani postupak s periodickim
obnavljanjem ispitne suspenzije (vidi odjeljak 1.8.6. i Dodatak 2.).
Ipak, vrijeme ispitivanja se i kod primjene $arznog postupka moze
produziti do najvise 90 dana ukoliko je razgradnja ispitivane tvari
zapoCela unutar prvih 60 dana. Razgradnja se prati u odgovara-
juéim vremenskim razmacima odredivanjem preostale aktivnosti
"C odnosno nastalog *CO, (vidi odjeljak 1.8.9.4.) i/ili kemijskom
analizom (odjeljak 1.8.9.5.). Vrijeme inkubacije mora biti dovoljno
dugo da se ocijeni proces razgradnje. PozZeljno je da stupanj razgrad-
nje bude visi od 50 %; kod tvari koje se sporo razgraduju stupanj
razgradnje mora biti dovoljan (u pravilu iznad 20 %) da se moze
procijeniti konstanta kineticke brzine razgradnje.

Obavljaju se periodi¢ka mjerenja pH vrijednosti i koncentracije
kisika u ispitnom sustavu, osim ako zahvaljuju¢i ranijim iskustvima
s uzorcima vode i sedimenta s iste lokacije u sli¢nim ispitivanjima
takva mjerenja nisu potrebna. U odredenim uvjetima uslijed me-
tabolizma primarnih supstrata, koji mogu biti prisutni u vodi ili
sedimentu u znatno vi$im koncentracijama, moze do¢i do stvaranja
povecanih koli¢ina CO, i povecane potrosnje kisika, $to moZe izazva-
ti znacajne promjene pokusnih uvjeta tijekom ispitivanja.

1.8.9. Postupak

1.8.9.1. Priprema tikvica za pelagicki test

U ispitne tikvice se stavi prikladna koli¢ina ispitivane tvari koja
je otprilike dovoljna da se ispuni jedna tre¢ina zapremine tikvice,
ali ne manje od cca 100 ml. I ako se koristi veéi broj tikvica (kako
bi se u svakom vremenu uzorkovanja mogle uzimati ¢itave tikvice),
potrebno je oko 100 ml ispitne vode, buduci da male veli¢ine uzorka
mogu utjecati na duZinu faze prilagodbe. Ispitivana tvar se dodaje
putem radne otopine kako je opisano u odjeljku 1.8.2. 1 1.8.7. Da bi
se mogla odrediti kinetika razgradnje i izra¢unati konstanta kine-
ticke brzine razgradnje, potrebne su najmanje dvije koncentracije
ispitivane tvari koje se razlikuju za faktor 5 do 10. Obje odabrane
koncentracije moraju biti manje od 100 pg/l, a poZeljno je da budu
u rasponu od < 1 - 10 pg/L.

Tikvice se zatvore cepovima ili poklopcima koji propustaju zrak
i CO,. Ako se ispituju nehlapljive kemikalije koje nisu radioaktivno
obiljezene, posude se mogu zalepiti vatom, koja spre¢ava onecisce-
nje iz zraka (vidi odjeljak 1.8.1.), pod uvjetom da se zna da su svi
znacajni proizvodi razgradnje nehlapljivi i primjenjuje se neizravno
odredivanje CO, (vidi Dodatak 3.).

Tikvice se inkubiraju na odabranoj temperaturi (vidi odjeljak
1.8.8.1.). Uzorci se uzimaju na kemijsku analizu ili mjerenje "C na
pocetku ispitivanja (tj. prije nego $to zapo¢ne razgradnja; vidi odje-
ljak 1.7.1.) i u odgovarajuéim vremenskim razmacima tijekom ispi-
tivanja. Uzorkovanje se moZe obaviti izvla¢enjem poduzoraka (npr.
alikvoti od 5 ml) iz svakog ponavljanja ili uzimanjem ¢itavih tikvica

u svakom vremenu uzorkovanja. Mineralizacija ispitivane tvari moze
se odrediti neizravno ili izravno (vidi Dodatak 3.). Obi¢no je za po-
uzdanu procjenu konstante brzine potrebno najmanje pet tocaka
uzorkovanja u fazi razgradnje (tj. nakon zavr$etka faze prilagodbe),
osim u slu¢aju brzo razgradivih tvari, kada se uz odgovarajuce obra-
zloZenje mogu dopustiti i tri tocke uzorkovanja. Kod tvari koje nisu
brzo razgradive u fazi razgradnje se bez problema moze obaviti vise
mjerenja i stoga za procjenu k treba koristiti viSe tocaka podataka.
Nije moguce navesti tocan vremenski raspored uzorkovanja buduci
da su brzine biorazgradnje razli¢ite; ipak, preporucuje se da se u slu-
¢aju spore razgradnje uzorkovanje provodi jedanput tjedno. Ako se
ispitivana tvar brzo razgraduje, uzorkovanje treba obavljati jedanput
dnevno u prva tri dana, a zatim svaki drugi ili tre¢i dan. U odre-
denim okolnostima, npr. u slu¢aju tvari koje vrlo brzo hidroliziraju,
ponekad je potrebno uzimati uzorke svaki sat. Preporucuje se da
se prije ispitivanja obavi preliminarno istraZivanje kako bi se odre-
dili prikladni intervali uzorkovanja. Ako se uzorci moraju sacuvati
za daljnju specificnu analizu, preporucljivo je uzeti vise uzoraka i
zatim na kraju pokusa odabrati one koji ¢e se analizirati obrnutim
redoslijedom tj. prvo se analiziraju uzorci koji su uzeti zadnji (za
smjernice o stabilnosti uzoraka tijekom skladistenja vidi odjeljak
1.8.9.5. stavak 2.).

1.8.9.2. Broj tikvica i uzoraka
Pripremi se dovoljan broj ispitnih tikvica tako da se dobije:

- ispitne tikvice; najmanje dvije tikvice za svaku koncentraciju
ispitivane tvari (poZeljno je najmanje 3) ili veci broj ispitnih tikvica
po koncentraciji, ako se u svakom vremenu uzorkovanja uzimaju
citave tikvice (oznacene kao F.);

- ispitne tikvice za izra¢unavanje bilance mase; najmanje dvije
tikvice za svaku ispitnu koncentraciju (oznacene kao F,);

- slijepa proba, bez ispitivane tvari; najmanje jedna tikvica za
slijepu probu koja sadrzi samo ispitnu vodu (oznacena kao F,);

- kontrola s referentnom tvari; dvije tikvice s referentnom tvari
(npr. anilin ili natrijev benzoat, 10 pg/l) (oznacene kao F ). Svrha
kontrole s referentnom tvari je potvrditi minimalnu mikrobnu aktiv-
nost. Ako je to prakti¢no, moze se koristiti radioaktivno obiljezena
referentna tvar, takoder i onda kad se razgradnja ispitivane tvari
prati kemijskim analizama;

- sterilna kontrola; jedna ili dvije tikvice koje sadrze sterilizira-
nu ispitnu vodu radi provjere moguce abioticke razgradnje ili drugog
nebioloskog uklanjanja ispitivane tvari (oznacene kao F,). Bioloska
se aktivnost moze prekinuti obradom ispitne vode u autoklavu (121
°C; 20 min), dodavanjem toksicne tvari (npr. natrijev azid (NaN,) u
koncentraciji 10 - 20 g/l, Zivin klorid (HgCl,) u koncentraciji 100
mg/1 ili formalin u koncentraciji 100 mg/l) ili gama zracenjem. Ako
se koristi HgCl, on se mora zbrinuti kao toksi¢ni otpad. U vodi u
koju je dodana velika koli¢ina sedimenta nije lako postic¢i sterilne
uvjete; u tom se slucaju preporucuje visekratna obrada u autoklavu
(npr. tri puta). Treba uzeti u obzir da se adsorpcijska svojstva sedi-
menta mogu promijeniti obradom u autoklavu;

- kontrole s otapalom, koje sadrze ispitnu vodu i ispitnu vodu
s referentnom tvari; po dvije tikvice koje su obradene istom koli-
¢inom otapala uz primjenu istog postupka kao u slucaju ispitivane
tvari. Svrha ove kontrole je ispitati moguce $tetne u¢inke otapala kod
odredivanja razgradnje referentne tvari.

Kod planiranja ispitivanja treba uzeti u obzir relativnu vaznost
povecanog broja ponavljanja u odnosu na povecani broj uzorko-
vanja. To¢an broj tikvica ovisi 0 metodi mjerenja razgradnje (vidi
odjeljak 1.8.9.1. stavak 3., odjeljak 1.8.9.4. i Dodatak 3.).
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U svakom vremenu uzorkovanja treba iz svake ispitne tikvice
uzeti po dva poduzorka (npr. alikvoti od 5 ml). Ako se koristi veci
broj tikvica radi uzorkovanja ¢itavih tikvica, u svakom vremenu
uzorkovanja treba uzeti najmanje dvije tikvice (vidi odjeljak 1.8.9.1.
stavak 1.).

1.8.9.3. Priprema tikvica za test sa suspendiranim sedimentom
[fakultativno]

U ispitne se posude dodaju potrebni volumeni ispitne vode i
sedimenta (prema potrebi, vidi odjeljak 1.8.5.). Priprema tikvica za
test sa suspendiranim sedimentom je ista kao kod pelagickog testa
(vidi odjeljak 1.8.9.1. i 1.8.9.2.). Pozeljno je koristiti serumske boce
ili tikvice sli¢nog oblika. Zatvorene tikvice se polaZu vodoravno na
tresilicu. Naravno, otvorene tikvice za nehlapljive tvari koje nisu ra-
dioaktivno obiljezene treba staviti u uspravan poloZaj; u ovom se
slu¢aju preporucuje koriStenje magnetske mjesalice s mjesacima
obloZenim staklom. Boce prema potrebi treba dozracivati kako bi
se odrzali porebni aerobni uvjeti.

1.8.9.4. Radiokemijska odredivanja

Nastali "“CO, se mjeri neizravno i izravno (vidi Dodatak 3.).
Neizravno odredivanje “CO, temelji se na razlici izmedu pocetne
aktivnosti C u ispitnoj vodi odnosno suspenziji i ukupne preostale
aktivnosti u vremenu uzorkovanja, koja se mjeri nakon zakiselja-
vanja uzorka na pH 2 - 3 i izlu¢ivanja CO,. Time je anorganski
ugljik uklonjen i preostala izmjerena aktivnost potjece od organ-
skog materijala. Neizravno odredivanje '*CO, ne treba koristiti ako
pretvorbom ispitivane tvari nastaju znadajni hlapljivi proizvodi (vidi
Dodatak 3.). Nastajanje “CO, treba po mogu¢nosti izravno mjeriti
(vidi Dodatak 3.) u najmanje jednoj ispitnoj tikvici u svakom vre-
menu uzorkovanja; taj postupak omogucuje da se provjeri i bilanca
mase i proces biorazgradnje, ali je ograni¢en na ispitivanja koja se
provode sa zatvorenim tikvicama.

Ako se nastali *CO, izravno mjeri tijekom ispitivanja, na po-
Cetku ispitivanja treba pripremiti veci broj tikvica. Izravno odredi-
vanje "“CO, preporucuje se ako pretvorbom ispitivane tvari nastaju
znacajni hlapljivi proizvodi. Dodatne ispitne tikvice se u svakoj tocki
mjerenja zakisele na pH 2 - 3 i "CO, skuplja na unutarnjem ili
vanjskom apsorberu (vidi Dodatak 3.).

Koncentracije "C obiljezene ispitivane tvari i znacajnih proizvo-
da pretvorbe mogu se fakultativno odrediti primjenom radiokroma-
tografije (npr. tankoslojna kromatografija, RAD-TLC) ili HPLC-a s
radiokemijskom detekcijom.

Isto tako, moze se odrediti fazna razdioba preostale radioak-
tivnosti (vidi Dodatak 1.) te preostala ispitivana tvar i proizvodi
pretvorbe.

Na kraju ispitivanja treba odrediti bilancu mase izravnim mje-
renjem "*CO, na zasebnim ispitnim tikvicama iz kojih se ne uzimaju
uzorci tijekom ispitivanja (vidi Dodatak 3.).

1.8.9.5. Specifi¢na kemijska analiza

Ako je raspoloZiva osjetljiva metoda za specificnu kemijsku
analizu, primarna biorazgradnja se moZe ocijeniti bez radioaktivnog
obiljezavanja mjerenjem ukupne preostale koncentracije ispitivane
tvari. Ako se koristi radioaktivno obiljezena ispitivana tvar (za mje-
renje ukupne mineralizacije), specificna kemijska analiza se moZe
paralelno obavljati da bi se dobile dodatne informacije i provjerio
postupak. Osim toga, specificnom kemijskom analizom mogu se
mjeriti proizvodi pretvorbe nastali razgradnjom ispitivane tvari, a
to se u svakom slucaju preporucuje u slucaju tvari koje se minerali-
ziraju s vremenom poluraspada iznad 60 dana. U svakom vremenu
uzorkovanja treba izmjeriti i dokumentirati koncentraciju ispitivane

tvari i proizvode pretvorbe (kao koncentraciju i kao postotak primi-
jenjene koncentracije). U pravilu je u svakom vremenu uzorkovanja
potrebno identificirati proizvode pretvorbe koji su utvrdeni na razi-
ni > 10 % primijenjene koncentracije, osim ako postoje opravdani
razlozi da se to ne u¢ini. Takoder treba razmisliti o identifikaciji
proizvoda pretvorbe ¢ije se koncentracije stalno povecavaju tijekom
istrazivanja, ¢ak i ako njihove koncentracije ne prelaze gore spome-
nuti prag, jer to moze ukazivati na postojanost. Ako se smatra da bi
moglo dod¢i do brze abioticke pretvorbe ispitivane tvari (npr. hidro-
liza), treba razmisliti o analiziranju proizvoda pretvorbe u sterilnim
kontrolama. O kvantifikaciji i identifikaciji proizvoda pretvorbe tre-
ba odluciti za svaki slu¢aj posebno i u izvje$¢u navesti odgovarajuce
obrazlozenje. Postupci ekstrakcije organskim otapalom primjenjuju
se u skladu s uputama danim u odgovarajucoj analitickoj metodi.

Sve uzorke treba skladistiti na temperaturi od 2 do 4 °C bez
pristupa zraka, ako e se analiza obaviti u roku od 24 sata (pozelj-
no). Kod duzeg skladistenja uzorke treba zamrznuti ispod - 18 °C
ili kemijski konzervirati. Konzerviranje uzoraka zakiseljavanjem se
ne preporucuje jer zakiseljeni uzorci mogu biti nestabilni. Ako se
uzorci nece analizirati u roku od 24 sata i moraju se duze skladistiti,
treba provesti istraZivanje stabilnosti u uvjetima skladistenja kako bi
se dokazala stabilnost kemikalija u pitanju na temperaturama ispod
- 18 °C odnosno u uvjetima konzerviranja. Ako analiticka meto-
da ukljucuje ekstrakciju otapalom ili ekstrakciju krute faze (SPE),
ekstrakciju treba obaviti neposredno nakon uzorkovanja ili nakon
hladnog skladistenja u trajanju od najviSe 24 sata.

Ovisno o osjetljivosti analiticke metode, ponekad su potrebni
veéi volumeni uzoraka od onih koji su navedeni u odjeljku 1.8.1.
Ispitivanje se bez problema moZe obaviti s ispitnim volumenima od
jedne litre u tikvicama od 2 - 3 litre, $to omogucuje uzimanje uzo-
raka od cca 100 ml.

2. PODACI I IZVJESCIVANJE

2.1. OBRADA REZULTATA
2.1.1. Grafi¢ki prikaz podataka

Vremena uzorkovanja treba zaokruziti na cijeli broj sati (osim
ako se tvar znacajno razgraduje u nekoliko minuta ili sati), ali ne
i na cijeli broj dana. Napravi se linearni i polulogaritamski prikaz
procijenjenih vrijednosti preostale aktivnosti ispitivane tvari (za "C
obiljezene tvari) odnosno preostale koncentracije (za neobiljezene
tvari) u ovisnosti o vremenu (vidi sliku 1.a i 1.b). Ako je doslo do
razgradnje, rezultati tikvica F, se usporede s rezultatima tikvica F.
Ako se srednje vrijednosti rezultata tikvica s ispitivanom tvari (F,)
i sterilnih tikvica (F,) razlikuju za manje od 10 %, moZe se pret-
postaviti da je zapazena razgradnja pretezito abioticka. Ako je raz-
gradnja u tikvicama F manja, dobivene brojke se mogu upotrijebiti
za ispravak rezultata tikvica F (oduzimanjem) i procjenu stupnja
biorazgradnje. Ako se provode fakultativne analize znacajnih pro-
izvoda pretvorbe, osim grafickog prikaza opadanja ispitivane tvari
treba prikazati tvorbu i opadanje proizvoda pretvorbe.

Trajanje faze prilagodbe t, se procijeni iz krivulje razgradnj (po-
lulogaritamski prikaz) ekstrapolacijom linearnog dijela krivulje do
nulte razgradnje ili, kao druga mogu¢nost, odredivanjem vremena
koje je potrebno za da se postigne priblizno 10 %-tna razgradnja
(vidi sliku 1.a i 1.b). Iz polulogaritamskog grafa se procijeni kon-
stanta brzine prvog reda k i njezina standardna greska linearnom
regresijom In (preostala aktivnost *C ili koncentracija ispitivane tva-
ri) u ovisnosti o vremenu. Posebice kad su u pitanju mjerenja “C
treba koristiti samo podatke iz pocetnog linearnog dijela krivulje po
zavrsetku faze prilagodbe; pritom treba radije odabrati manje repre-
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zentativnih podataka nego ve¢i broj nesigurnijih podataka. U ovom
smislu nesigurnost ukljucuje i greske vezane uz preporuceno izrav-
no koristenje izmjerenih vrijednosti preostale aktivnosti "C (vidi u
nastavku). Ponekad je relevantno izracunati dvije razli¢ite konstante
brzine ako se razgradnja odvija u dvije faze. Za to je potrebno defi-
nirati dvije razlicite faze krivulje razgradnje. Ako se uzimaju uzorci
iz iste tikvice, konstantu brzine k i vrijeme poluraspada t, , = In2/k
treba izracunati za svaku pojedina¢nu tikvicu, dok se u slucaju uzor-
kovanja ¢itavih tikvica za izracun koriste prosjec¢ne vrijednosti (vidi
zadnji stavak odjeljka 1.8.9.2.). Ako se koristi prvi postupak, kon-
stantu brzine i vrijeme poluraspada treba navesti zasebno za svaku
pojedina¢nu tikvicu i kao prosje¢nu vrijednost sa standardnom gres-
kom. Ako se koriste visoke koncentracije ispitivane tvari, krivulja
razgradnje moZe znatno odstupati od pravca (polulogaritamski graf)
i mozda nece vrijediti kinetika prvog reda. U tom slu¢aju nema smi-
sla odredivati vrijeme poluraspada. Medutim, za ograniceni raspon
podataka moguce je primijeniti kinetiku pseudoprvog reda i proci-
jeniti vrijeme polurazgradnje DT, (vrijeme potrebno da se postigne
50 %-tna razgradnja). Pritom ipak treba imati na umu da na temelju
tog DT, nije moguce predvidjeti vremenski tijek razgradnje izvan
odabranog raspona podataka jer se radi o vrijednosti koja opisuje
samo odredeni skup podataka. Analiticki alati koji olakavaju stati-
sti¢ke izracune i prilagodavanje krivulja su lako dostupni te se stoga
preporucuje koristenje takvog softvera.

Ako se provode specificne kemijske analize, treba procijeniti
konstante brzine i vremena poluraspada za primarnu razgradnju na
nacin kako je je gore opisano za ukupnu mineralizaciju. Ako je pri-
marna razgradnja ogranic¢avajuci proces, ponekad se mogu koristiti
tocke podataka iz ¢itavog tijeka razgradnje. To je stoga Sto se ovdje
provode izravna mjerenja za razliku od mjerenja aktivnosti *C.

Ako se koriste *C obiljezene tvari, bilancu mase treba izraziti
u postotku primijenjene pocetne koncentracije barem na kraju is-
pitivanja.

2.1.2. Preostala aktivnost

Kad se “C obiljezeni dio organske tvari bioloski razgraduje,
najveci dio “C se pretvara u “CO,, dok se drugi dio trodi na rast
biomase i/ili sintezu izvanstani¢nih metabolita. Prema tomu, »pot-
puna« biorazgradnja tvari ne rezultira 100 %-tnom pretvorbom nje-
zinog ugljika u *CO,. **C ugraden u proizvode biosinteze se kasnije
polako oslobada kao "“CO, uslijed »sekundarne mineralizacije». Iz
tog su razloga na grafickim prikazima preostale aktivnosti organ-
skog "“C (izmjerene nakon izluc¢ivanja CO,) odnosno nastalog *“CO,
u ovisnosti o vremenu vidljivi »repovi« po zavrsetku razgradnje. To
komplicira kineticko tumacenje podataka i stoga za procjenu kon-
stante brzine razgradnje u pravilu treba koristiti samo pocetni dio
krivulje (po zavrsetku faze prilagodbe, a prije nego $to se postigne
priblizno 50 %-tna razgradnja). Ako se ispitivana tvar razgraduje,
ukupna preostala aktivnost organskog "C je uvijek visa od aktiv-
nosti *C povezane s preostalom nepromijenjenom ispitivanom tva-
ri. Ako se ispitivana tvar razgraduje reakcijom prvog reda i ako se
stalni udio (a) mineralizira u CO,, pocetni nagib krivulje nestajanja
“C (ukupni organski "“C u vremenu) je o puta nagib odgovarajuce
krivulje za koncentraciju ispitivane tvari (ili to¢nije “C obiljezenog
dijela ispitivane tvari). Prema tomu, primjenom neispravljenih vri-
jednosti mjerenja ukupne aktivnosti organskog "C dobiva se konzer-
vativna procjena konstante brzine razgradnje. Postupci za procjenu
koncentracija ispitivane tvari iz izmjerene radiokemijske aktivnosti
na temelju razli¢itih pojednostavljuju¢ih pretpostavki opisani su u
literaturi (2) (9) (10) (11). Ti se postupci najlakse primjenjuju kod
brzo razgradivih tvari.

2.2. TUMACENJE REZULTATA

Ako se utvrdi da je k neovisan o povecanju koncentracije (tj.
ako je izracunati k priblizno jednak pri razli¢itim koncentracijama
ispitivane tvari), moZe se poci od pretpostavke da je konstanta br-
zine prvog reda reprezentativna za primijenjene ispitne uvjete tj. za
ispitivanu tvar, vodeni uzorak i ispitnu temperaturu. U kojoj se mjeri
rezultati mogu uop¢iti odnosno ekstrapolirati na druge sustave treba
ocijeniti stru¢nom prosudbom. Ako se koristi visoka koncentracija
ispitivane tvari i razgradnja stoga ne slijedi kinetiku prvog reda,
podaci se nece mo¢i koristiti za izravnu procjenu konstante brzi-
ne prvog reda odnosno odgovarajueg vremena poluraspada. Ipak,
podaci dobiveni u ispitivanju s visokom koncentracijom ispitivane
tvari mogu se iskoristiti za procjenu stupnja ukupne mineralizacije
i/ili utvrdivanje i kvantifikaciju proizvoda pretvorbe.

Ako su poznati gubici u procesima razli¢itim od biorazgradnje
(npr. hidroliza ili isparavanje), oni se mogu oduzeti od neto gubitaka
utvrdenih tijekom ispitivanja kako bi se dobila priblizna procjena
biorazgradnje. Podaci o hidrolizi mogu se dobiti npr. pomocu ste-
rilne kontrole ili iz paralelnog ispitivanja s viSom koncentracijom
ispitivane tvari.

Neizravno i izravno odredivanje “CO, (odjeljak 1.8.9.4. i Do-
datak 3.) moZe se koristiti samo za mjerenje stupnja mineralizaci-
je ispitivane tvari u CO,. Radiokromatografija (RAD-TLC) i HPLC
mogu se Koristiti za analizu koncentracija “C obiljeZene ispitivane
tvari i tvorbe znacajnih proizvoda pretvorbe (odjeljak 1.8.9.4. stavak
3.). Izravna procjena vremena poluraspada moguca je samo ako nisu
prisutni znacajni proizvodi pretvorbe (definirani kao > 10 % primi-
jenjene koli¢ine ispitivane tvari). Ako su prisutni znacajni proizvodi
pretvorbe u smislu ove definicije, potrebno je detaljno vrednovanje
podataka. To mozZe ukljucivati ponovljeno ispitivanje i/ili utvrdivanje
proizvoda pretvorbe (vidi odjeljak 1.8.9.5. stavak 1.), osim ako se
sudbina proizvoda pretvorbe moze priliéno dobro odrediti na te-
melju iskustva (npr. informacije o putu razgradnje). Budu¢i da udio
ugljika ispitivane tvari koji prelazi u CO, nije uvijek jednak (3to u
velikoj mjeri ovisi o koncentraiji ispitivane tvari i drugih raspolo-
zivih supstrata, ispitnim uvjetima i mikrobnoj zajednici), ovaj test
ne omogucuje izravnu procjenu potpune biorazgradnje kao $to je
to slucaj kod testa opadanja DOC-a, ali rezultat je slican onomu
koji se dobije respirometrijskim testom. Stupanj mineralizacije Ce,
prema tomu, biti manji ili jednak minimalnom stupnju potpune
biorazgradnje. Da bi se dobila cjelovitija slika potpune biorazgrad-
nje (mineralizacija i ugradnja u biomasu), na kraju ispitivanja treba
provesti analizu fazne razdiobe C (vidi Dodatak 1.). Cesti¢ni "“C
sastojat ¢e se od "C ugradenog u bakterijsku biomasu i "*C sorbira-
nog na organske Cestice.

2.3. VALJANOST ISPITIVANJA

Ako se referentna tvar ne razgradi u o¢ekivanom vremenskom
razdoblju (za anilin i natrijev benzoat u pravilu manje od dva tjed-
na), treba posumnjati u valjanost ispitivanja i ispitivanje podvrgnuti
dodatnim provjerama, ili ga ponoviti s novim vodenim uzorkom. U
ISO prstenastom testu ove metode u kojemu je sudjelovalo sedam
laboratorija iz raznih dijelova Europe, prilagodene konstante brzine
razgradnje za anilin kretale su se izmedu 0,3 i 1,7 dan™, prosje¢no
0,8 dan™, pri temperaturi od 20 °C uz standardnu gresku od + 0,4
d" (t,, = 0,9 dana). Uobicajena vremena prilagodbe bila su izmedu
1 i 7 dana. Kod ispitanih voda zabiljeZena je bakterijska biomasa
od 10° do 10* jedinica koje tvore kolonije (Colony Forming Units,
CFU) po ml. Brzine razgradnje u srednjoeuropskim vodama koje su
bogate nutrijentima bile su vi$e nego u nordijskim oligotrofnim vo-
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dama, $to moze biti posljedica razlike u trofickom stanju ili ranijeg
izlaganja kemikalijama.

Kod radioaktivno obiljezenih tvari ukupno iskoristenje (bilanca
mase) na kraju pokusa trebalo bi iznositi izmedu 90 % i 110 %, dok
bi kod neobiljezenih tvari pocetno iskoristenje na pocetku pokusa
trebalo biti izmedu 70 % i 110 %. Ipak, navedena podrucja treba
shvatiti kao ciljne vrijednosti i ne treba ih koristiti kao kriterij za
prihvacanje ispitivanja.

3. 1ZVJESCE O ISPITIVANJU

U izvjescu o ispitivanju treba biti jasno navedena vrsta ispiti-
vanja koje se obavlja — pelagicki test ili test sa suspendiranim se-
dimentom; osim toga, izvje$¢e o ispitivanju mora sadrzavati barem
sljedece informacije:

Ispitivana tvar i referentna/e tvar(i):

- uobicajeni nazivi, kemijski nazivi (po moguénosti naziv IU-
PAC i/ili CAS), CAS brojevi, strukturne formule (uz naznaku po-
lozaja ™C, ako se koristi radioaktivno obiljeZena tvar) i relevantna
fizikalno-kemijska svojstva ispitivane i referentne tvari (vidi odjeljak
15.i 1.6.),

- kemijski nazivi, CAS brojevi, strukturne formule (uz naznaku
polozaja "C, ako se koristi radioaktivno obiljezena tvar) i relevan-
tna fizikalno-kemijska svojstva tvari koje se koriste kao standardi za
identifikaciju i kvantifikaciju proizvoda pretvorbe,

- (istoca (netistoce) ispitivanih i referentnih tvari,

- radiokemijska cistoca obiljezene kemikalije i specificna ak-
tivnost (prema potrebi).

Povrsinska voda:

Za vodeni uzorak treba navesti barem sljedece podatke:

- lokacija i opis mjesta uzorkovanja uklju¢ujuci, po moguéno-
sti, povijest oneci$cenja,

- datum i vrijeme uzimanja uzorka,

- nutrijenti (ukupni N, amonij, nitrit, nitrat, ukupni P, otopljeni
ortofosfat),

- dubina uzorkovanja,

- izgled uzorka (npr. boja, mutnoca),

- DOCiTOC,

- BPK,

- temperatura i pH na mjestu uzorkovanja u vrijeme uzorko-
vanja,

- kisik ili redoks potencijal (obvezno samo ako aerobni uvjeti
nisu o¢iti),

- salinitet ili provodljivost (u slucaju morske i bocate vode),

- suspendirana kruta tvar (u slu¢aju mutnog uzorka),

- po mogucnosti i druge relevantne informacije o mjestu uzor-
kovanja u trenutku uzorkovanja (npr. aktualni ili povijesni podaci
o brzini protoka rijeka ili morskih struja, znadajnija ispustanja ot-
padnih voda u blizini i vrsta otpadnih voda, vremenski uvjeti prije
uzorkovanja),

i fakultativno:

- mikrobna biomasa (npr. izravno brojenje tehnikom bojenja
akridinskom bojama ili jedinice koje tvore kolonije),

- anorganski ugljik,

- koncentracija klorofila kao specifi¢na procjena biomase algi.

Ako se obavlja test sa suspendiranim sedimentom, treba navesti
i sljede¢e podatke o sedimentu:

- dubina uzorkovanja sedimenta,

- izgled sedimenta (npr. obojen, muljevit, praskast, pjeskovit),

- tekstura (npr. % krupnog pijeska, finog pijeska, praha i ilo-
vace),

- suha masa u g/l suspendirane krute tvari, koncentracija TOC-
a ili gubitak mase nakon zapaljenja kao mjera sadrzaja organske
tvari,

- pH,

- kisik ili redoks potencijal (obvezno samo ako aerobni uvjeti
nisu o¢iti).

Ispitni uvjeti:

- yremenski razmak izmedu uzorkovanja i uporabe u laborato-
rijskom ispitivanju, skladiStenje uzorka i prethodna obrada uzorka,
datumi provedbe istraZivanja,

- primijenjena koli¢ina ispitivane tvari, ispitna koncentracija i
referentna tvar,

- nacin primjene ispitivane tvari, ukljucujuci uporabu otapala
(prema potrebi),

- volumen upotrijebljene povrsinske vode i sedimenta (ako se
koristi) i volumen uzorka koji se uzima na analizu u svakom vre-
menu uzorkovanja,

- opis ispitnog sustava koji se koristi.

Ako se ispitivanje ne moze provesti u mraku, informacije o
uvjetima »difuzne rasvjeter:

- informacije o metodi/ama koje su upotrijebljene za pripremu
sterilnih kontrola (npr. temperatura, vrijeme i broj obrada u auto-
klavu),

- temperatura inkubacije,

- informacije o analitickim tehnikama i metodi/ama koje se ko-
riste za radiokemijska mjerenja i provjeru bilance mase te mjerenja
fazne razdiobe (ako se provode),

- broj ponavljanja.

Rezultati:

- postotak iskoristenja (vidi odjeljak 1.7.1.),

- ponovljivost i osjetljivost primijenjenih analitickih metoda,
ukljucujuci granicu detekcije (LOD) i granicu kvantifikacije (LOQ)
(vidi odjeljak 1.7.2.),

- prikaz svih izmjerenih podataka (uklju¢ujuéi vremena uzor-
kovanja) i izratunatih vrijednosti u tabliénom obliku i krivulje raz-
gradnje; za svaku ispitnu koncentraciju i svako ponavljanje treba
navesti koeficijent linearne korelacije za nagib logaritamskog grafa,
procijenjenu fazu prilagodbe i konstantu brzine prvog reda ili pseu-
doprvog reda (po mogucnosti) te odgovarajuce vrijeme polurazgrad-
nje (odnosno vrijeme poluraspada t_ ),

- prosjeci rezultata pojedina¢nih ponavljanja za odgovarajuce
vrijednosti, npr. duzina faze prilagodbe, konstanta brzine razgradnje
i vrijeme polurazgradnje (ili t, ),

- kategorizirati sustav kao neprilagodeni sustav ili prilagodeni
sustav s obzirom na izgled krivulje razgradnje i mogudi utjecaj is-
pitne koncentracije,

- rezultati zavr$ne provjere bilance mase i rezultati mjerenja
fazne razdiobe (prema potrebi),

- udio mineraliziranog "C i, ako se koriste specifine analize,
kona¢na razina primarne razgradnje,
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- utvrdivanje, molarna koncentracija i postotak primijenjene
koncentracije i zna¢ajnih proizvoda pretvorbe (prema potrebi) (vidi
odjeljak 1.8.9.5. stavak 1.),

- predlozeni put pretvorbe, prema potrebi,

- rasprava rezultata.
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DODATAK 1.

Fazna razdioba C

U svrhu provjere postupka, rutinska mjerenja aktivnosti preo-
stalog ukupnog organskog "“C (TOA) treba nadopuniti mjerenjima
bilance mase s izravnim odredivanjem nastalog "“CO, koji se sku-
plja u apsorberu (vidi Dodatak 3.). Potvrda tvorbe “CO, je sama po
sebi izravan dokaz biorazgradnje, za razliku od abioti¢ke razgradnje
i drugih mehanizama gubitaka, kao $to je isparavanje ili sorpcija.
Dodatne informacije koje mogu biti korisne za opisivanje procesa
biorazgradnje mogu se dobiti mjerenjem razdiobe TOA izmedu oto-
pljenog stanja (aktivnost otopljenog organskog *C, DOA) i Cesti¢nog
stanja (aktivnost cesti¢nog organskog "*C, POA) nakon odvajanja ce-
stica membranskom filtracijom ili centrifugiranjem. POA se sastoji
od ispitivane tvari sorbirane na mikrobnu biomasu i druge Cestice te
od ugljika sadrzanog u ispitivanoj tvari koji se koristi za sintezu no-
vog stani¢nog materijala i tako ugraduje u cesti¢nu frakciju biomase.

Tvorba otopljenog organskog "*C materijala moZe se procijeniti kao
DOA na kraju biorazgradnje (plato krivulje razgradnje u ovisnosti
0 vremenu).

Faznu razdiobu preostalog *C u odabranim uzorcima treba
procijeniti filtriranjem uzoraka na membranskom filteru 0,22 pm ili
0,45 pm izradenom od materijala koji ne adsorbira znacajne koli¢ine
ispitivane tvari (npr. polikarbonatni filteri). Ako dolazi do znatne
sorpcije ispitivane tvari na filter koja se ne moze zanemariti (ovo
treba provjeriti prije pokusa), umjesto filtriranja se moze koristiti
centrifugiranje pri velikoj brzini (2 000 g; 10 min).

S filtratom odnosno centrifugatom se postupa kao s nefiltrira-
nim uzorcima iz Dodatka 3. Membranski filteri se otope u priklad-
noj scintilacijskoj tekucini i broji se na uobicajeni nacin, u pravilu
uz ispravak gaSenja (»quenching») primjenom vanjskog standarda
(vexternal standard ratio method»), ili se upotrijebi oksidacijsko
sredstvo za uzorak. Ako se koristi centrifugiranje, nastalu peletu
Cesti¢ne frakcije treba resuspendirati u 1 - 2 ml destilirane vode i
prenijeti u scintilacijsku bocicu. Zatim se posuda dvaput ispere s 1
ml destilirane vode i voda od pranja prenese u bocicu. Suspenzija se
prije brojenja metodom tekuéinske scintilacije moze prema potrebi
obloziti gelom.

DODATAK 2.

Polukontinuirani postupak

U slucaju postojanih tvari ponekad je potrebno produziti vri-
jeme inkubacije i do nekoliko mjeseci da bi se postigla dostatna
razgradnja. Ispitivanje u pravilu ne bi smjelo trajati duze od 60 dana,
osim ako se ispitna suspenzija obnavlja kako bi se odrzala izvorna
svojstva vodenog uzorka. Ipak, trajanje ispitivanja se moZze produziti
do najvise 90 dana i bez obnavljanja ispitne suspenzije ako je raz-
gradnja ispitivane tvari zapocela unutar prvih 60 dana.

Kod dugotrajnije inkubacije raznolikost mikrobne zajednice se
moze smanjiti zbog razli¢itih mehanizama gubitaka i moguceg is-
crpljenja zaliha esencijalnih nutrijenata i primarnih ugljikovih sup-
strata u vodenom uzorku. Stoga se kod tvari koje se sporo razgra-
duju preporucuje primjena polukontinuiranog postupka kako bi se
mogla pravilno odrediti brzina razgradnje. Ispitivanje treba zapoceti
u polukontinuiranom postupku ako se na temelju ranijih iskustava
ocekuje da ce za 20 %-tnu razgradnju tvari biti potrebno razdoblje
inkubacije od tri mjeseca. Druga je mogu¢nost da se uobicajeni Sarz-
ni test pretvori u polukontinuirani ako tijekom priblizno 60 dana
ispitivanja $arznim postupkom nije do$lo do razgradnje ispitivane
tvari. Polukontinuirani postupak se moze prekinuti i ispitivanje na-
staviti Sarznim postupkom kad se zabiljezi znacajna razgradnja (npr.
> 20 %).

U polukontinuiranom postupku se svaka dva tjedna otpri-
like jedna tre¢ina volumena ispitne suspenzije zamjenjuje svjeze
prikupljenom vodom u koju je dodana ispitivana tvar u pocetnoj
koncentraciji. Ako se koristi fakultativni test sa suspendiranim
sedimentom, zamjenskoj vodi treba dodati i sediment u pocetnoj
koncentraciji (izmedu 0,01 i 1 g/l). Vaino je naglasiti da se u slu-
¢aju provedbe testa sa suspendiranim Cesticama sedimenta sustav
mora odrzavati u potpunoj suspenziji i tijekom obnavljanja vode te
da vrijeme zadrzavanja mora biti jednako za krute tvari i vodu, jer
se u protivnome gubi predvidena sli¢nost s homogenim vodenim
sustavom bez ¢vrstih faza. Stoga je kod primjene polukontinuiranog
postupka poZeljno da se pocetna koncentracija suspendiranog sedi-
menta odabere iz donjeg segmenta utvrdenog podrucja.
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Ispitivana se tvar mora dodavati tako da kod djelomi¢nog ob-
navljanja ispitne suspenzije ne dode do prekoracenja pocetne kon-
centracije ispitivane tvari, kako bi se izbjegla prilagodba koja se
Cesto javlja pri visokim koncentracijama ispitivane tvari. Budu¢i da
postupak uklju¢uje i ponovnu inokulaciju i nadoknadivanje potrose-
nih nutrijenata i primarnih supstrata, izvorna mikrobna raznolikost
se ponovno uspostavlja i ispitivanje se teoretski moze nastavljati be-
skonacno. Kod polukontinuiranog postupka je vazno napomenuti da
se preostala koncentracija ispitivane tvari mora ispraviti s obzirom
na koli¢ine ispitivane tvari koje se dodaju i uklanjaju u svakom po-
stupku obnavljanja. Ukupna koncentracija ispitivane tvari i koncen-
tracija otopljene ispitivane tvari mogu se naizmjeni¢no koristiti u
slucaju spojeva kod kojih se ne dolazi do znatnije sorpcije. Sorpcija
je u utvrdenim uvjetima (0,1 - 1 g krute tvari/l) beznacajna (< 5 %)
kod tvari s log Kow < 3 (vrijedi za neutralne, lipofilne spojeve). To
se mozZe vidjeti i na ra¢unskom primjeru u nastavku. 0,1 g/l krute
tvari otprilike odgovara 10 mg ugljika po litri (udio ugljika f_ =
0,01). Pretpostavimo da je:

Log K (ispitivane tvari) = 3

K _=042xK

podjelni koeficijent K, = f. x K

tada je otopljena frakcija ukupne koncentracije (C-voda (C )/C-
ukupni (C):

C/C=1/(1+K x8)=11+K_xf x8)=1/(1+042x
10° x 0,01 x 0,1 x 10?) = 0,999

DODATAK 3.
Mjerenje “CO,

Neizravno mjerenje '“CO,

Neizravna metoda kod rutinskih mjerenja u pravilu zahtijeva
manje vremena, a usto je i najpreciznija u slucaju tvari koje nisu
hlapljive i ne prelaze u hlapljive proizvode. Nefiltrirani uzorci od
npr. 5 ml se jednostavno prenesu u scintilacijske bo¢ice. Prikladna
pocetna aktivnost u uzorcima je 5 000 dpm - 10 000 dpm (80 - 170
Bq), a minimalna pocetna aktivnost iznosi oko 1 000 dpm. CO, se
izlu¢uje nakon zakiseljavanja na pH 2 - 3 s 1 - 2 kapi koncentrirane
H,PO, ili HCL. Izlu¢ivanje CO, se moZe provesti upuhivanjem mjehu-
rica zraka oko % do 1 sata. Kao druga mogu¢nost, bocice se snazno
protresaju 1 — 2 sata (npr. na tresilici s mikroplo¢ama) ili se uz lak-
$e protresanje ostave na tresilici preko noé¢i. U¢inkovitost postupka
odvajanja CO, treba provjeriti (produzenjem vremena dozracivanja
ili tresenja). Zatim se doda scintilacijska teku¢ina prikladna za bro-
jenje vodenih uzoraka, uzorak homogenizira na vrtloznoj mjesalici i
odredi radioaktivnost brojenjem metodom tekucinske scintilacije te
oduzme osnovna aktivnost utvrdena u slijepim probama (F,). Ako
ispitna voda nije jako obojena i ne sadrzi visoku koncentraciju ¢esti-
ca, uzorci ¢e u pravilu pokazivati ujednaceno gasenje (»quenching»)
i bit ¢e dovoljno provesti ispravke za gaSenje primjenom vanjskog
standarda. Ako je ispitna voda jako obojena, ispravak za gasenje se
ponekad mora obaviti dodavanjem unutarnjeg standarda. U slu¢aju
visoke koncentracije Cestica nije uvijek moguce dobiti homogenu
otopinu odnosno gel, ili se mogu javiti velike razlike u gagenju medu
uzorcima. U tom se slu¢aju na ispitni mulj moze primijeniti metoda
brojenja opisana u nastavku. Ako se koristi test sa suspendiranim
sedimentom, mjerenje “CO, se moZe obaviti neizravno na nacin
da se uzme homogeni uzorak ispitne vode/suspenzije od 10 ml i
faze odvoje centrifugiranjem na prikladnoj brzini (npr. 15 minuta
na 40 000 m?%s). Zatim se s vodenom fazom postupa kako je gore
opisano. Aktivnost “C u esti¢noj fazi (POA) odreduje se na nacin

da se sediment resuspendira u malom volumenu destilirane vode,
prenese u scintilacijske bocice i zatim doda scintilacijska tekucina
da bi se dobio gel (za ovo su predvidene posebne scintilacijske te-
kucine). Ovisno o vrsti Cestica (npr. sadrzaj organskog materijala),
uzorak se eventualno moze ostaviti preko no¢i da se otopi u sred-
stvu za otapanje tkiva, zatim homogenizirati na vrtloznoj mjesalici i
onda dodati scintilacijsku teku¢inu. Druga je mogu¢nost da se POA
odredi sagorijevanjem viska kisika pomocu oksidacijskog sredstva.
Kod brojenja treba uvijek uklju¢iti unutarnje standarde, a ispravke
za gaSenje je ponekad potrebno napraviti dodavanjem unutarnjeg
standarda u svaki pojedini uzorak.

Izravno odredivanje “CO,

Ako se nastali “CO, mjeri izravno, na pocetku ispitivanja tre-
ba pripremiti viSe ispitnih tikvica i u svakoj mjernoj tocki uzimati
citave tikvice, zakiseliti na pH 2 - 3 i skupljati “CO, u unutarnjem
apsorberu (koji se stavlja u svaku ispitnu tikvicu na pocetku ispiti-
vanja) ili vanjskom apsorberu. Kao apsorpcijsko sredstvo moze se
koristiti alkalijska tvar (npr. otopina 1 N NaOH ili peleta NaOH),
etanolamin ili apsorberi na bazi etanolamina koji su dostupni na
trziStu. Kod izravnog mjerenja "“CO, tikvice moraju biti zatvorene
npr. zatvaratima od butilne gume.

Slika 1.a
Primjer aritmetickog prikaza podataka (preostala aktivnost u
ovisnosti 0 vremenu)

Preostala aktivnost (% pocetne aktivnosti

0 : i ;
, TR \/_.r’\. A J
faza prilagodbe (tr) kinetika prvog reda Lrep®

Vrijeme
Slika 1.b

Primjer polulogaritamskog prikaza podataka (In preostale
aktivnosti u ovisnosti o vremenu)

In preostale aktivnosti (% pocetne aktivnosti

—

faza prilagodbe (t)

Vrijeme
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C.26. TEST INHIBICIJE RASTA LEMNA SP.
1. METODA

Ova metoda odgovara smjernici OECD TG 221 (2006) (1).
Medu tijelima EU-a postoji $iroka suglasnost da je u slucaju jako
obojenih tvari test Lemna sp. prikladna alternativa testu s algama
(2) (3).

1.1. UVOD

Ova ispitna metoda namijenjena je ocjenjivanju toksi¢nosti tva-
ri za slatkovodne biljke roda Lemna (vodena leca). Ona se temelji
na postoje¢im smjernicama (4) (5) (6) (7) (8) (9), ali uklju¢uje neke
izmjene tih metoda u svjetlu posljednjih istrazivanja i savjetovanja o
nizu klju¢nih pitanja. Predlozena metoda je validirana medunarod-
nim prstenastim testom (10).

U ovoj su ispitnoj metodi opisana toksikoloska ispitivanja s
vrstama Lemna gibba i Lemna minor, koje su do sada ve¢ mnogo
proucavane i predmet su gore spomenutih standarda. Taksonomija
Lemna spp. je sloZena zbog velikoga broja razli¢itih fenotipa. Iako
se u odgovoru na toksi¢no djelovanje kod vrsta Lemna moze javiti
odredena genetska varijabilnost, trenutno nema dovoljno podataka
o tom izvoru varijabilnosti da bi se mogao preporuiti neki odredeni
klon za ovu ispitnu metodu. Valja napomenuti da se ispitivanje ne
provodi akseni¢no, ali se u pojedinim fazama ispitnog postupka po-
duzimaju koraci kako bi se oneci$¢enje drugim organizmima svelo
na najmanju mogucéu mjeru.

Opisani su detalji ispitivanja s obnavljanjem (polustaticko i
proto¢no) i bez obnavljanja (stati¢ko) ispitne otopine. Ovisno o ci-
ljevima ispitivanja i regulatornim zahtjevima, preporucuje se da se
ispita mogu¢nost primjene polustatickih i proto¢nih metoda (npr.
kod tvari koje se brzo gube iz otopine uslijed isparavanja, fotoke-
mijske razgradnje, taloZenja ili biorazgradnje). Dodatne smjernice
mogu se pronaci u literaturi (11).

1.2. DEFINICIJE

Za potrebe ove ispitne metode primjenjuju se sljedece definicije
i skracenice:

Biomasa: je suha masa Zive tvari u populaciji. U ovoj se metodi
u pravilu mjere zamjenski parametri biomase, kao $to je broj listova i
lisna povrsina, pa se izraz »biomasa« odnosi i na te zamjenske mjere.

Kloroza: je Zucenje lisnog tkiva.

Klon: je organizam ili stanica nastala od jedne jedinke nespol-
nim razmnozavanjem. Prema tomu, jedinke potekle od istog klona
su genetski istovjetne.

Kolonija: su svi listovi majke i kéeri (obi¢no 2 do 4) koji su
medusobno spojeni. Ponekad se se naziva i biljkom.

EC_: je koncentracija ispitivane tvari otopljene u ispitnom me-
diju koja rezultira x %-tnim (npr. 50 %) smanjenjem rasta Lemna
unutar odredenog razdoblja izlaganja (koje treba izri¢ito navesti ako
je razlic¢ito od punog odnosno uobicajenog trajanja ispitivanja). Da
bi se nedvosmisleno pokazalo je li vrijednost EC dobivena iz brzine
rasta ili iz prirasta koristi se simbol »E C« za brzinu rasta (»growth
rate») i »E C« za prirast (»yield»), iza ¢ega se navodi mjerna varijabla
npr. EC (fv)roj listova).

Protocno ispitivanje: je ispitivanje gdje se ispitne otopine stal-
no zamjenjuju.

List: je zasebna/pojedinacna »listasta« struktura vodene lece.
To je najmanja reproduktivno sposobna jedinica odnosno jedinka.

Nabreklina: su grbavi ili nabreknuti listovi.

Rast: je povecanje mjerne varijable, npr. broj listova, suha
masa, mokra masa ili lisna povrsina, u razdoblju ispitivanja.

Brzina rasta (prosje¢na specifi¢na brzina rasta): je logaritam-
sko povecanje biomase tijekom razdoblja izlaganja.

Najniza koncentracija s vidljivim u¢inkom (LOEC): je najni-
Za ispitana koncentracija kod koje je uocen statisticki znacajan us-
poravajuci u¢inak na rast (pri p < 0,05) u usporedbi s kontrolom u
odredenom razdoblju izlaganja. Ipak, sve ispitne koncentracije iznad
LOEC-a moraju imati jednak ili ve¢i $tetan u¢inak od onoga koji je
zabiljezen pri LOEC-u. Ako se ova dva uvjeta ne mogu ispuniti, treba
navesti detaljno obrazlozenje za odabir LOEC-a (a time i NOEC-a).

Mjerna varijabla: je bilo koja varijabla koja se mjeri kako bi
se izrazila krajnja tocka ispitivanja primjenom jedne ili viSe varija-
bli odgovora. Mjerne varijable kod ove metode su broj listova, lisna
povrdina, svjeza masa i suha masa.

Monokultura: je kultura koja sadrzi jednu biljnu vrstu.

Nekroza: je mrtvo (tj. bijelo ili vodom natopljeno) lisno tkivo.

Najvisa koncentracija bez vidljivog u¢inka (NOEC): je ispitna
koncentracija neposredno ispod LOEC-a.

Fenotip: su vidljive znacajke organizma odredene interakcijom
gena i okolisa.

Varijabla odgovora: je varijabla za procjenu toksi¢nosti izve-
dena iz bilo koje mjerene varijable koja opisuje biomasu primjenom
razlic¢itih ra¢unskih metoda. Kod ove metode brzine rasta i prirast
su varijable odgovora izvedene iz mjernih varijabli kao $to su broj
listova, lisna povrsina, svjeza masa i suha masa.

Polustaticko ispitivanje (ispitivanje s obnavljanjem): je ispi-
tivanje gdje se ispitna otopina zamjenjuje periodicki, u odredenim
razmacima, tijekom ispitivanja.

Staticko ispitivanje: je ispitna metoda gdje se ispitna otopina
ne obnavlja tijekom ispitivanja.

Krajnja tocka ispitivanja: je op¢i faktor koji se mijenja u odno-
su na kontrolu uslijed djelovanja ispitivane tvari kao cilj ispitivanja.
Kod ove metode krajnja tocka ispitivanja je inhibicija rasta, koja se
moze izraziti razli¢itim varijablama odgovora koje se temelje na jed-
noj ili vi$e mjernih varijabli.

Ispitni medij: je cjelokupni sinteticki uzgojni medij u kojemu
ispitne biljke rastu kad se izloZe ispitivanoj tvari. Ispitivana se tvar
u pravilu otapa u ispitnom mediju.

Prirast: je vrijednost mjerne varijable kojom se izrazava razlika
izmedu biomase na kraju razdoblja izlaganja i mjerne varijable na
pocetku razdoblja izlaganja.

1.3. NACELO ISPITIVANJA

Eksponencijalno rastuce biljne kulture roda Lemna puste se da
rastu kao monokulture u razli¢itim koncentracijama ispitivane tvari
u razdoblju od sedam dana. Cilj ispitivanja je kvantificirati u¢inke
tvari na vegetativni rast tijekom toga razdoblja ocjenjivanjem oda-
branih mjernih varijabli. Broj listova je primarna mjerna varijabla.
Osim toga, mjeri se barem jo§ jedna mjerna varijabla (ukupna lisna
povréina, suha masa ili svjeza masa), buduéi da neke tvari znatno
vide utjecu na neke druge mjerne varijable nego na broj listova. Da
bi se kvantificirali u¢inci tvari, rast u ispitnim otopinama se uspo-
reduje s rastom u kontrolama i odreduje koncentracija koja izaziva
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odredeni postotak (x %) inhibicije rasta (npr. 50 %), koja se izrazava
kao EC_(npr. EC,).

Krajnja tocka ispitivanja je inhibicija rasta, koji se izrazava kao
logaritamsko pove¢anje mjerne varijable (prosje¢na specifi¢na brzi-
na rasta) u razdoblju izlaganja. Iz prosje¢nih specifi¢nih brzina rasta
zabiljezenih u nizu ispitnih otopina odreduje se koncentracija koja
izaziva odredeni postotak (x %) inhibicije brzine rasta (npr. 50 %),
koja se izrazava kao EC_(npr. EC, ).

U ovoj se ispitnoj metodi koristi i prirast kao dodatna varijabla
odgovora, koja je potrebna da bi se ispunili odredeni regulatorni
zahtjevi u nekim drZavama. On je definiran kao razlika izmedu
mjernih varijabli na kraju razdoblja izlaganja i mjernih varijabli na
pocetku razdoblja izlaganja. Iz prirasta zabiljezenog u nizu ispitnih
otopina izra¢unava se koncentracija koja izaziva odredeni postotak
(x %) inhibicije prirasta (npr. 50 %), koja se izrazava kao EC, (npr.
EC,).

Osim toga, moZe se statisticki odrediti najniza koncentracija
s vidljivim u¢inkom (LOEC) i najvi$a koncentracija bez vidljivog
u¢inka (NOEC).

1.4. INFORMACIJE O ISPITIVANO] TVARI

Mora biti raspoloziva analiticka metoda odgovarajuce osjetlji-
vosti za kvanitifikaciju tvari u ispitnom mediju.

Za odredivanje ispitnih uvjeta korisno je imati informacije o
ispitivanoj tvari kao §to su strukturna formula, ¢istoca, topljivost u
vodi, stabilnost u vodi i na svjetlu, pK, K , tlak pare i biorazgradi-
vost. Topljivost u vodi i tlak pare mogu se upotrijebiti za izra¢unava-
nje konstante Henryjevog zakona, iz koje se moze zakljuditi treba li
u razdoblju ispitivanja ocekivati znacajne gubitke ispitivane tvari. Na
taj se na¢in prema potrebi mogu poduzeti odredene mjere za nadzor
tih gubitaka. Ako su informacije o topljivosti i stabilnosti ispitivane
tvari nesigurne, preporucuje se da se topljivost i stabilnost ispitivane
tvari ocijene u uvjetima ispitivanja tj. uzgojni medij, temperatura,
rezim rasvjete koji ce se koristi tijekom ispitivanja.

U slu¢ajevima kad je nadziranje pH vrijednosti ispitnog medija
osobito vazno, npr. kod ispitivanja metala ili tvari koje su hidroliticki
nestabilne, preporucuje se da se u uzgojni medij doda pufer (vidi
odjeljak 1.7.4. stavak 1.). Dodatne smjernice za ispitivanje tvari ¢ija
fizikalno-kemijska svojstva otezavaju ispitivanje nalaze se u literaturi
pod (11).

1.5. REFERENTNA TVAR

Jedna ili viSe referentnih tvari, kao $to je 3,5-diklorfenol koji je
kori$ten u medunarodnom prstenastom testu (10), mogu se ispitati
radi provjere postupka. Preporucljivo je da se referentna tvar ispita
barem dvaput godisnje ili, ako se ispitivanje provodi rjede, istovre-
meno s odredivanjem toksi¢nosti ispitivane tvari.

1.6. VALJANOST ISPITIVANJA

Da bi ispitivanje bilo valjano, vrijeme potrebno da se broj listo-
va u kontrolnom uzorku udvostru¢i mora biti krace od 2,5 dana (60
sati), $to priblizno odgovara sedmorostrukom povecanju u sedam
dana i prosje¢noj specifi¢noj brzini rasta od 0,275 d' Uz medije i
ispitne uvjete opisane u metodi taj se kriterij moze zadovoljiti pri-
mjenom statickog rezima ispitivanja (8). Takoder se o¢ekuje da ¢e
se taj kriterij modi ispuniti u polustatickim i proto¢nim uvjetima
ispitivanja. Izracunavanje vremena potrebnog za udvostrucenje pri-
kazano je u odjeljku 2.1.

1.7. OPIS METODE
1.7.1. Aparatura

Sva oprema koja dolazi u dodir s ispitnim medijima mora biti
izradena od stakla ili drugog kemijski inertnog materijala. Stakle-
na oprema Koja se Koristi za uzgoj i ispitivanje mora biti sterilna i
ispitni medjij. Ispitne posude trebaju biti dovoljno $iroke da listovi
razlicitih kolonija u kontrolnim posudama mogu rasti tako da na
kraju ispitivanja ne dode do preklapanja medu listovima. Ne smeta
ako korijenje dodiruje dno ispitne posude, ali preporucuje se da sve
posude imaju dubinu od najmanje 20 mm i volumen od najmanje
100 ml. Vrsta ispitnih posuda nije bitna dok god su ti zahtjevi ispu-
njeni. Prikladnima su se pokazale staklene ¢ase, zdjelice za kristali-
zaciju i staklene petrijevke odgovaraju¢ih dimenzija. Ispitne posude
treba prekriti kako bi se smanjilo isparavanje i slu¢ajna oneci$¢enja,
ali pritom treba omoguciti nuzan protok zraka. Ispitne posude, a
osobito poklopci, ne smiju stvarati sjenu niti izazivati promjene u
spektralnim osobinama svjetla.

Kulture i ispitne posude se ne smiju drzati zajedno. To je najlak-
$e postici ako se koriste odvojene uzgojne komore, inkubatori odno-
sno prostorije. Osvjetljenje i temperaturu treba nadzirati i odrZavati
na stalnoj razini (vidi odjeljak 1.7.8.).

1.7.2. Ispitni organizam

Organizmi koji se koriste za potrebe ovoga testa su Lemna gibba
ili Lemna minor. Kratak opis vrsta vodenih leca koje se koriste u
toksikoloskim ispitivanjima nalazi se u Dodatku 1. Biljni materijal
se mozZe nabaviti u zbirkama kultura, od drugog laboratorija ili pri-
kupiti na terenu. Ako se materijal prikuplja na terenu, biljke treba
drzati u kulturi u mediju kakav ¢e se koristiti u ispitivanju najmanje
osam tjedana prije uporabe. Mjesta na kojima se prikupljaju polazne
kulture ne smiju biti one¢i$¢ena o¢itim izvorima oneciS¢enja. Ako se
kulture nabavljaju od drugog laboratorija ili iz zbirke kultura, treba
ih drzati u sli¢cnim uvjetima najmanje tri tjedna. Izvor biljnog ma-
terijala te vrstu i klon (ako je poznat) koji se koriste kod ispitivanja
treba svaki puta dokumentirati.

Koriste se monokulture kod kojih nisu prisutna vidljiva oneci-
$¢enja drugim organizmima kao $to su alge i praZivotinje. Zdrave
bilike L. minor sastoje se od kolonija koje sadrze izmedu dva i pet
listova, dok zdrave kolonije L. gibba mogu imati i do sedam listova.

Biljke treba pazljivo odabrati jer kakvoca i jednolikost biljaka
koje se koriste u ispitivanju imaju znacajan utjecaj na rezultate ispi-
tivanja. Treba koristiti mlade, brzo rastuce biljke bez vidljivih ote-
¢enja i promjena boje (kloroza). Osobina kvalitetnih kultura je visok
udio kolonija koje sadrze najmanje dva lista. Veliki broj kolonija s
jednim listom ukazuje na okoli$ni stres (npr. ograni¢eni nutrijenti)
pa biljni materijal iz takvih kultura ne treba koristiti kod ispitivanja.

1.7.3. Uzgoj kulture

Da bi se smanjili zahtjevi odrzavanja (npr. kad odredeno vri-
jeme nisu planirana ispitivanja s vodenom le¢om), kulture se mogu
drZati pod smanjenim osvjetljenjem i na nizoj temperaturi (4 - 10
°C). Informacije o uzgoju nalaze su u Dodatku 2. U slu¢aju otitih
znakova oneci$¢enja algama i drugim organizmima, poduzorak li-
stova Lemna treba podvrgnuti povrsinskoj sterilizaciji i prenijeti ga
u svjezi medij (vidi Dodatak 2.). U ovom sluc¢aju ostatak onetiS¢ene
kulture treba baciti.
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Najmanje sedam dana prije ispitivanja dovoljno kolonija treba
asepticki prenijeti u svjezi sterilni medij i uzgajati 7 - 10 dana u
uvjetima ispitivanja.

1.7.4. Ispitni medij

Za vrste Lemna minor i Lemna gibba preporucuju se razliciti
mediji, kako je opisano u nastavku. Ako se sumnja da bi pH pufer
(MOPS (4-morfolinpropan-sulfonska kiselina, CAS br. 1132-61-2,
EINECS br. 214-478-5) za medij L. minor i NaHCO, za medij L.
gibba) mogao reagirati s ispitivanom tvari i utjecati na ocitovanje
njezinih toksi¢nih svojstava, treba dobro razmisliti prije nego Sto se
pufer doda u ispitni medij. Prihvatljiv je i medij Steinberg (12) pod
uvjetom da su zadovoljeni kriteriji valjanosti.

Za uzgoj kulture i ispitivanje s L. minor preporucuje se izmije-
njena varijanta uzgojnog medija Lemna prema $vedskoj normi (SIS).
Sastav medija naveden je u Dodatku 3.

Uzgojni medij 20X — AAP, opisan u Dodatku 3., preporucuje se
za uzgoj kulture i ispitivanja s L. gibba.

Medij Steinberg koji je opisan u Dodatku 3. takoder je prikla-
dan za L. minor, ali se moze Koristiti i za L. gibba pod uvjetom da
su zadovoljeni kriteriji valjanosti.

1.7.5. Ispitne otopine

Ispitne otopine se obi¢no pripremaju razrjedivanjem radne oto-
pine. Radne otopine ispitivane tvari se u pravilu pripremaju otapa-
njem tvari u uzgojnom mediju.

Najvisa ispitna koncentracija ispitivane tvari u pravilu ne smije
biti vi$a od topljivosti tvari u vodi u ispitnim uvjetima. Ipak, valja
napomenuti da Lemna spp. plutaju na povrsini i mogu biti izloZe-
ne tvarima koja se skupljaju u sucelju voda-zrak (npr. tvari koje su
slabo topljive u vodi, hidrofobne tvari, povrsinski aktivne tvari). U
tim uvjetima organizmi su izloZeni materijalu koji se nalazi izvan
otopine i ispitne koncentracije mogu, ovisno o svojstvima ispitivane
tvari, biti viSe od topljivosti u vodi. Kod ispitivanih tvari niske to-
pljivosti u vodi ponekad je potrebno pripremiti koncentriranu radnu
otopinu ili disperziju tvari koriste¢i organsko otapalo ili dispergent,
kako bi se olaksalo dodavanje to¢nih koli¢ina ispitivane tvari u is-
pitni medij i pospijesilo njezino dispergiranje i otapanje. U svakom
slu¢aju, treba nastojati izbjeci koristenje takvih materijala kad god
je to moguce. Upotrijebljena pomoc¢na otapala odnosno dispergenti
ne bi smjeli imati fitotoksi¢no djelovanje. Primjeri otapala u Siro-
koj uporabi koja nemaju fitotoksi¢no djelovanje u koncentracijama
do 100 pll" su aceton i dimetilformamid. Ako se koristi otapalo
ili dispergent, treba navesti njegovu kona¢nu koncentraciju, koju u
svakom slucaju treba svesti na najmanju moguc¢u mjeru (< 100 pl-I
") i voditi ra¢una da sve obrade i kontrole sadrZe istu koncentraciju
otapala odnosno dispergenta. Dodatne smjernice o uporabi disper-
genata navedene su u literaturi pod (11).

1.7.6. Ispitne i kontrolne skupine

Prethodna saznanja o toksi¢nosti ispitivane tvari za vode-
nu le¢u, npr. na temelju ispitivanja za odredivanje raspona, mogu
pomoci u odabiru prikladnih ispitnih koncentracija. Kod glavnog
ispitivanja toksi¢nosti u pravilu je potrebno najmanje pet ispitnih
koncentracija rasporedenih u geometrijskom nizu. Ispitne koncen-
tracije se po mogucnosti ne bi smjele razlikovati za faktor visi od
3,2, ali moZe se koristiti i vi$a vrijednost ako je krivulja koncentra-
cija-odgovor ravna. Ako se koristi manje od pet koncentracija, treba
dati obrazloZenje. Pri svakoj je koncentraciji potrebno najmanje tri
ponavljanja.

Kod odredivanja raspona ispitnih koncentracija (za ispitivanje
za odredivanje raspona i/ili glavno ispitivanje toksi¢nosti) treba uze-
ti u obzir sljedece:

- Da bi se kod odredivanja EC_osigurala potrebna razina po-
uzdanosti, vrijednost EC_mora se nalaziti izmedu najvise i najnize
ispitne koncentracije. Primjerice, ako se procjenjuje EC,, najvisa
ispitna koncentracija treba biti visa od EC,;. Ako se vrijednost EC,|
nalazi izvan raspona ispitnih koncentracija, pripadajudi intervali po-
uzdanosti ¢e biti veliki i mozda nece biti moguce ispravno ocijeniti
statisti¢ku prikladnost modela.

- Ako je cilj procijeniti LOEC/NOEC, najniza ispitna koncentra-
cija mora biti dovoljno niska da rast ne bude znacajno nizi od rasta
u kontrolnoj skupini. Isto tako, najvisa ispitna koncentracija treba
biti dovoljno visoka da rast bude znacajno nizi nego u kontrolnoj
skupini. Ako to nije slucaj, ispitivanje treba ponoviti s drugim ras-
ponom koncentracija (osim ako je najvi$a koncentracija na granici
topljivosti ili jednaka maksimalnoj predvidenoj grani¢noj koncen-
traciji, npr. 100 mg-1?).

Svako ispitivanje uklju¢uje kontrole s istim hranjivim medijem,
istim brojem listova i kolonija, okolnim uvjetima i postupcima kao
kod ispitnih posuda, ali bez ispitivane tvari. Ako se Koristi pomo¢no
otapalo ili dispergent, potrebna je dodatna kontrola koja sadrzi istu
koncentraciju otapala/dispergenta kao posude s ispitivanom tvari.
Broj ponavljanja kontrolnih posuda (i posuda s otapalom, ako se
ono koristi) treba biti barem jednak broju posuda koje se koriste
za svaku ispitnu koncentraciju, a po mogucnosti i dvostruko ve¢i.

Ako nije potrebno odrediti NOEC, plan ispitivanja se moze
izmijeniti na na¢in da se poveca broj koncentracija i smanji broj
ponavljanja po koncentraciji. Ipak, broj kontrolnih ponavljanja mora
biti najmanje tri.

1.7.7. Izlaganje

Kolonije koje se sastoje od 2 do 4 vidljiva lista prenesu se iz
kulutre inokuluma i nasumi¢no raspodijele po ispitnim posudama u
asepti¢kim uvjetima. Svaka ispitna posuda treba sadrZavati ukupno
9 do 12 listova. Broj listova i kolonija mora biti jednak u svim ispit-
nim posudama. Iskustva s ovom metodom i podaci iz prstenastog
testa pokazuju da je dovoljno koristiti tri ponavljanja po obradi, od
kojih svako u pocetku sadrzi 9 do 12 listova, da se izmedu obrada
utvrde razlike u rastu na razini inhibicije od priblizno 4 do 7 %,
izratunato na temelju brzine rasta (10 do 15 % izracunato na te-
melju prirasta) (10).

Ispitne posude treba nasumic¢no rasporediti po inkubatoru kako
bi se smanjio utjecaj prostornih razlika u osvjetljenju i temperatu-
ri. Osim toga, kod promatranja treba primijeniti blokni raspored ili
slu¢ajno razmjestanje posuda (ili ¢e$¢e razmjestanje).

Ako preliminarno ispitivanje stabilnosti pokaze da se koncen-
tracija ispitivane tvari ne moZe odrZati (tj. izmjerena koncentracija
padne ispod 80 % izmjerene pocetne koncentracije) tijekom razdo-
blja ispitivanja (7 dana), preporucuje se polustaticki ispitni rezim.
U tom slucaju kolonije treba izloZiti svjeZe pripremljenim ispitnim i
kontrolnim otopinama najmanje dvaput tijekom ispitivanja (npr. 3.
i5. dan). Ucestalost izlaganja sviezem mediju ovisit ¢e o stabilnosti
ispitivane tvari; u slucaju jako nestabilnih i hlapljivih tvari potrebno
je Cesce izlaganje svjezem mediju da bi se odrzale priblizno stalne
koncentracije. U odredenim okolnostima moZe biti potrebna primje-
na proto¢nog postupka (11) (13).
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Ova ispitna metoda ne ukljucuje scenarij izlaganja kod folijarne
primjene (sprej) (vidi literaturu (14)).
1.7.8. Uvjeti inkubacije

Potrebno je neprekidna topla ili hladna bijela fluorescentna
rasvjeta Ciji intenzitet treba odabrati unutar podru¢ja od 85 - 135
pE-m™s?, mjereno u podrucju fotosinteticki aktivnog zracenja (400
- 700 nm) u tockama koje su jednako udaljene od izvora svjetla i
listova Lemna ($to odgovara 6 500 — 10 000 Lx). Odstupanja od oda-
branog intenziteta svjetla u ispitnom prostoru ne smiju biti vi$a od
+ 15 %. Metoda detekcije i mjerenja svjetla, osobito vrsta senzora,
utjecu na izmjerenu vrijednost. Sfericnim senzorima (koji reagira-
ju na svjetlo iz svih kutova iznad i ispod mjerne ravnine) i »kosi-
nusnim« senzorima (koji reagiraju na svjetlo iz svih kutova iznad
mjerne ravnine) daje se prednost u odnosu na usmjerene senzore jer
daju viSe mjerne vrijednosti kod videtockastog izvora svjetla kakav
je ovdje opisan.

Temperatura u ispitnim posudama treba biti 24 + 2 °C. pH
vrijednost kontrolnog medija se tijekom ispitivanja ne smije pove-
¢ati za vise od 1,5 jedinica. Ipak, odstupanje za viSe od 1,5 jedinica
ne dovodi u pitanje valjanost ispitivanja ako se moze dokazati da
su zadovoljeni kriteriji valjanosti. Pomak pH vrijednosti ipak u ne-
kim posebnim slu¢ajevima zahtijeva povecanu pozornost npr. kad
se ispituju nestabilne tvari i metali. Za dodatne smjernice vidi (11).

1.7.9. Trajanje

Ispitivanje se prekida 7 dana nakon §to se biljke prenesu u is-
pitne posude.

1.7.10. Mjerenja i analiticka odredivanja

Na pocetku ispitivanja se izbroje listovi u svim ispitnim posu-
dama i zabiljezi broj listova, paze¢i da se uzmu u obzir svi istureni,
jasno vidljivi listovi. Broj listova normalnog i promijenjenog izgleda
odreduje se na pocetku ispitivanja, najmanje jedanput svaka 3 dana
u razdoblju izlaganja (tj. najmanje 2 puta u razdoblju od 7 dana) i po
zavretku ispitivanja. Treba zabiljeZiti sve promjene u razvoju biljaka
npr. veli¢ina listova, izgled, naznake nekroze, kloroze ili nabrekline,
raspadanje kolonija, gubitak sposobnosti plivanja te promjene du-
Zine 1 izgleda korijenja. Takoder treba zabiljeZiti znacajne osobine
ispitnog medija (npr. prisutnost neotopljenog materijala, rast algi
u ispitnoj posudi).

Osim odredivanja broja listova tijekom ispitivanja, potrebno je
ocijeniti ucinke ispitivane tvari na jednu (ili vi$e) sljede¢ih mjernih
varijabli:

(i) ukupna lisna povrsina;

(i) suha masa;

(iii) svjeza masa.

Odredivanje ukupne lisne povrsine ima prednost da se moze
odrediti za svaku ispitnu i kontrolnu posudu na pocetku, za vrijeme
i na kraju ispitivanja. Suha odnosno svjeza masa odreduje se na
pocetku ispitivanja - na uzorku kulture inokuluma koja je repre-
zentativna za materijal koji se koristi na pocetku ispitivanja, i na
kraju ispitivanja — na biljnom materijalu iz svake ispitne i kontrolne
posude. Ako se ne mjeri lisna povr$ina, suhoj masi se daje prednost
u odnosu na svjezu masu.

Ukupna lisna povriina, suha masa i svjeza masa mogu se odre-
diti na sljede¢i nacin:

(i) Ukupna lisna povr$ina: Ukupna lisna povrsina svih kolonija
moZe se odrediti slikovnom analizom. Obris ispitne posude i biljaka

snimi se video-kamerom (npr. posuda se poloZi na rasvjetnu kutiju)
i dobivena slika digitalizira. Ukupna lisna povrsina u ispitnoj posudi
moZe se zatim odrediti kalibracijom s plosnim oblicima poznate po-
vrine. Pritom treba voditi ratuna da se iskljuéi utjecaj ruba ispitne
posude. Drugi, nesto zamorniji postupak je da se ispitne posude i
biljke fotokopiraju, dobiveni obris kolonija izreze i odredi povr$ina
uz pomo¢ analizatora lisne povrsine ili milimetarskog papira. Mogu
biti prikladne i druge tehnike (npr. omjer papirne mase izmedu po-
vrsine obrisa kolonija i jedini¢ne povrsine).

(ii) Suha masa: Izvade se sve kolonije iz ispitnih posuda i isperu
destiliranom ili deioniziranom vodom. Visak vode se upije papirom i
kolonije suse na 60 °C dok se ne postigne stalna masa. Treba uklju-
¢iti sve ostatke korijenja. Suhu masu treba izraziti s to¢no$cu od
najmanje 0,1 mg.

(iii) Svjeza masa: Sve se kolonije prenesu u prethodno izvagane
polistirenske epruvete (ili epruvete od drugog inertnog materijala)
koje u zaobljenom dnu imaju sitne rupice (1 mm). Epruvete se zatim
10 minuta centrifugiraju na 3 000 o/min pri sobnoj temperaturi.
Epruvete, koje sada sadrze osudene kolonije, ponovno se izvazu i
izratuna se svjeZa masa oduzimanjem mase prazne epruvete.

1.7.10.1. Ucestalost mjerenja i analitickih odredivanja

Ako se primjenjuje staticki postupak, pH vrijednost se mjeri u
svakoj obradi na pocetku i na kraju ispitivanja. U slu¢aju polusta-
tickog postupka pH treba izmjeriti u svakoj $arzi »svjeZe« ispitne
otopine prije svakog obnavljanja te u odgovaraju¢im »potroenime
otopinama.

Intenzitet svjetla se mjeri u uzgojnoj komori, inkubatoru odno-
sno prostoriji u tockama koje su jednako udaljene od izvora svjetla i
listova vodene lece. Mjerenja se provode najmanje jedanput tijekom
ispitivanja. Osim toga, najmanje jedanput dnevno treba biljeziti tem-
peraturu medija u jednoj zamjenskoj (»surogat») posudi koja se drzi
u istim uvjetima u uzgojnoj komori, inkubatoru odnosno prostoriji.

Koncentracije ispitivane tvari odreduju se u prikladnim razma-
cima tijekom ispitivanja. Kod stati¢kog ispitivanja koncentracije se
moraju odrediti barem na pocetku i kraju ispitivanja.

Ako se u slu¢aju polustatickog ispitivanja pretpostavlja da kon-
centracija ispitivane tvari nece ostati u granicama + 20 % nazivne
koncentracije, potrebno je analizirati sve svjeze pripremljene ispit-
ne otopine i zatim ponoviti analizu kod svakog obnavljanja (vidi
odjeljak 1.7.7. stavak 3.). Ipak, kod ispitivanja gdje izmjerena pocet-
na koncentracija ispitivane tvari nije u granicama + 20 % nazivne
koncentracije, ali ima dovoljno dokaza da su pocetne koncentracije
ponovljive i stabilne (tj. unutar podrucja 80 - 120 % pocetne kon-
centracije), kemijska odredivanja se mogu provoditi samo na najvi-
$0j i najnizoj ispitnoj koncentraciji. U svakom slucaju, odredivanje
koncentracija ispitivane tvari prije obnavljanja treba obaviti samo
na jednoj posudi u svakoj ispitnoj koncentraciji (ili na zdruZenom
sadrzaju posuda ponavljanja).

Ako se primjenjuje proto¢ni postupak, koristi se slican rezim
uzorkovanja poput onoga koji je opisan za polustaticka ispitivanja,
ukljucujuéi analizu na pocetku, u sredini i na kraju ispitivanja, s
time da ovdje nema mjerenja »potro$ene« otopine. Kod ovakvih is-
pitivanja treba svakodnevno provjeravati brzinu protoka vode za ra-
zrjedivanje i ispitivane tvari odnosno radne otopine ispitivane tvari.

Ako se moze dokazati da se koncentracija ispitivane tvari u ¢ita-
vom tijeku ispitivanja na zadovoljavaju¢i na¢in odrZava u granicama
+ 20 % nazivne ili izmjerene pocetne koncentracije, analiza rezultata
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se moze temeljiti na nazivnim ili izmjerenim pocetnim vrijedno-
stima. Ako je odstupanje od nazivne odnosno izmjerene pocetne
koncentracije vece od £ 20 %, analiza rezultata se temelji na sred-
opisuju opadanje koncentracije ispitivane tvari (11).

1.7.11. Grani¢no ispitivanje

U odredenim okolnostima, npr. kad preliminarno ispitiva-
nje ukazuje na to da ispitivana tvar nema toksi¢no djelovanje u
koncentracijama do 100 mgl" ili do njezine granice topljivosti u
ispitnom mediju (ovisno o tome $to je manje), moguce je obaviti
granicno ispitivanje kako bi se odgovor ispitne skupine (100 mg-1"
ili koncentracija jednaka granici topljivosti) usporedio s kontrolnom
skupinom. Preporucuje se da se uz grani¢no ispitivanje svakako na-
pravi analiza koncentracije izlaganja. Za grani¢no ispitivanje vrijede
svi gore spomenuti ispitni uvjeti i kriteriji valjanosti, s time da broj
ponavljanja u ispitnoj skupini treba udvostruciti. Rast u kontrolnoj i
ispitnoj skupini moZe se analizirati statistickim testom za usporedbu
srednjih vrijednosti, npr. Studentov t-test.

2. PODACI I IZVJESCIVANJE
2.1. VRIJEME UDVOSTRUCENJA

Da bi se odredilo vrijeme koje je potrebno da se broj listova
udvostruci (T,) i utvrdilo ispunjava li istraZivanje ovaj kriterij va-
ljanosti (odjeljak 1.6.), dobivene podatke za kontrolne posude treba

uvrstiti u sljede¢u formulu:

T, =In 2/p

gdje je p prosje¢na specifi¢na brzina rasta odredena na nacin
kako je opisano u 1.1 2. stavku odjeljka 2.2.1.

2.2. VARIJABLE ODGOVORA

Svrha ispitivanja jest odrediti ucinke ispitivane tvari na vege-
tativni rast Lemna. U ovoj su ispitnoj metodi opisane dvije varija-
ble odgovora, budu¢i da drzave ¢lanice imaju razli¢ite preferencije
i regulatorne zahtjeve. Da bi rezultati ispitivanja bili prihvatljivi u
svim drzavama ¢lanicama, udinke treba ocijeniti primjenom obiju
varijabli opisanih u nastavku pod tockom (a) i (b).

(a) Prosje¢na specifi¢na brzina rasta: ova se varijabla odgovo-
ra izra¢unava na temelju promjena logaritama broja listova i, osim
toga, na temelju promjena logaritama nekog drugog mjernog para-
metra (ukupna lisna povrsina, suha masa ili svjeZa masa) u vremenu
(izrazeno po danu) u kontrolama i svim ispitnim skupinama. Ona
se ponekad naziva i relativna brzina rasta (15).

(b) Prirast: ova se varijabla odgovora izra¢unava na temelju
promjena broja listova i, osim toga, na temelju promjena nekog dru-
gog mjernog parametra (ukupna lisna povr$ina, suha masa ili svjeza
masa) u kontrolama i svim ispitnim skupinama do kraja ispitivanja.

Valja napomenuti da vrijednosti toksi¢nosti izra¢unate primje-
nom tih dviju varijabli odgovora nisu usporedive i tu razliku treba
uzeti u obzir kod kori$tenja rezultata ispitivanja. Ako su ispostovani
ispitni uvjeti ove metode, vrijednosti EC_na temelju prosjecne spe-
cificne brzine rasta (E C ) opcenito su viSe od rezultata na temelju
prirasta (Eny) zbog razlike u matematickoj osnovi tih dvaju pristu-
pa. To ne treba tumaciti kao razliku u osjetljivosti dviju varijabli
odgovora, ve¢ naprosto prihvatiti da su te vrijednosti matematicki
razli¢ite. Pojam prosjecne specifi¢ne brzine rasta temelji se na opée-
nitom obrascu eksponencijalnog rasta vodene le¢e u neograni¢enim
kulturama, gdje se toksi¢nost procjenjuje na temelju uc¢inaka na br-
zinu rasta neovisno o apsolutnoj vrijednosti specifi¢ne brzine rasta u

kontrolnoj skupini, nagibu krivulje koncentracija-odgovor i trajanju
ispitivanja. Za razliku od toga, rezultati koji se temelje na varijabli
odgovora »prirast« ovise o svim tim drugim varijablama. E C_ovisi o
specifi¢noj brzini rasta vrsta vodene le¢e koje se koriste u ispitivanju
i 0 maksimalnoj specifinoj brzini rasta, koja se moze razlikovati
medu vrstama, pa ¢ak i klonovima. Ovu varijablu odgovora ne treba
koristiti za usporedbu osjetljivosti na toksine medu vrstama vodene
lece, pa ¢ak ni medu klonovima. Iako se, sa znanstvenog stajalista,
procjeni toksi¢nosti na temelju procje¢ne specifi¢ne brzine rasta daje
prednost, u ovu su ispitnu metodu ukljucene i procjene na temelju
prirasta kako bi se zadovoljili trenutaéni regulatorni zahtjevi u ne-
kim drzavama.

Procjene toksi¢nosti treba temeljiti na broju listova i jednoj do-
datnoj mjernoj varijabli (ukupna lisna povr$ina, suha masa ili svjeza
masa) buduci da neke tvari znatno vide utje¢u na neke druge mjerne
varijable nego na broj listova. Taj bi utjecaj ostao neotkriven kad bi
se samo rac¢unao broj listova.

Broj listova kao i sve druge dokumentirane mjerne varijable, tj.
ukupna lisna povrsina, suha masa ili svjeza masa, treba uvrstiti u
tablicu, zajedno s koncentracijama ispitivane tvari pri svakom mje-
renju. Kasnija analiza podataka, npr. za procjenu vrijednosti LOEC,
NOEC ili EC,, treba se temeljiti na vrijednostima pojedinacnih po-
navljanja, a ne na izracunatim srednjim vrijednostima po ispitnim
skupinama.

2.2.1. Prosje¢na specifi¢na brzina rasta

Prosje¢na specifi¢na brzina rasta za odredeno razdoblje izra-
¢unava se kao logaritamsko povecanje varijabli rasta — broj listova
i jo§ jedna mjerna varijabla (ukupna lisna povrsina suha masa ili
svjeza masa) — primjenom formule u nastavku za svako ponavljanje
u kontrolama i obradama:

]n(N.) =In(N))
“]_J- = I’

gdje je:

- | prosjecna specificna brzina rasta od vremena i do j

- N: mjerna varijabla u ispitnoj ili kontrolnoj posudi u vre-
ment i

—- N: mjerna varijabla u ispitnoj ili kontrolnoj posudi u vre-
menu j

- t: vremensko razdoblje od i do j

Za svaku ispitnu i kontrolnu skupinu izra¢una se srednja vri-
jednost brzine rasta s procjenama varijance.

Prosje¢nu specifiénu brzinu rasta treba izraCunati za Citavo raz-
doblje ispitivanja (vrijeme »i« u gornjoj formuli je pocetak ispitiva-
nja, a vrijeme »j« je kraj ispitivanja). Izra¢una se srednja vrijednost
prosjecne specificne brzine rasta s procjenom varijance za svaku is-
pitnu koncentraciju i kontrolu. Osim toga, odredi se etapna brzina
rasta kako bi se mogli ocijeniti ucinci ispitivane tvari koji se javljaju
tijekom razdoblja izlaganja (npr. pregledom logaritamski transfor-
miranih krivulja rasta). Znacajne razlike izmedu etapne brzine rasta
i prosje¢ne brzine rasta ukazuju na odstupanje od stalnog eksponen-
cijalnog rasta i u tom slucaju treba temeljito preispitati krivulju ra-
sta. Konzervativniji pristup u ovakvim slu¢ajevima bio bi usporediti
specifi¢ne brzine rasta obradenih kultura u razdoblju maksimalne
inhibicije sa specifiénim brzinama rasta kontrolnih kultura tijekom
istog razdoblja.
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Postotak inhibicije brzine rasta (I ) tada se moZe izraCunati za
svaku ispitnu koncentraciju (ispitnu skupinu) prema sljedecoj for-
muli:

(Fe—my)

He

%l =

r

x 100

gdje je:

- % 1 postotak inhibicije prosjecne specificne brzine rasta
- Y srednja vrijednost y u kontroli

- W srednja vrijednost p u ispitnoj skupini

2.2.2. Prirast

Utinci na prirast odreduju se na temelju dviju mjernih varijabli,
broja listova i jo$ jedne mjerne varijable (ukupna lisna povrsina,
suha masa ili svjeza masa) u svakoj ispitnoj posudi na pocetku i
na kraju ispitivanja. Pocetna biomasa za suhu i svjezu masu odre-
duje se na temelju uzorka listova uzetog iz $arZe koja se koristi za
inokulaciju ispitnih posuda (vidi odjeljak 1.7.3. stavak 2.). Za svaku
ispitnu koncentraciju i kontrolu treba izratunati srednju vrijednost
prirasta s procjenama varijance. Srednji postotak inhibicije prirasta
(% Iy) za svaku ispitnu skupinu mozZe se izra¢unati na sljede¢i nacin:

gdje je:

-% Iy: postotak smanjenja prirasta

- b: konacna biomasa umanjena za pocetnu biomasu kontrol-
ne skupine

- b,: kona¢na biomasa umanjena za pocetnu biomasu ispitne
skupine

2.2.3. Prikaz krivulja koncentracija-odgovor

Treba prikazati krivulje koncentracija-odgovor iz kojih je vid-
ljiv odnos srednjeg postotka inhibicije varijable odgovora (I ili I
izratunat kako je prikazano u zadnjem stavku odjeljka 2.2.1. ili u
odjeljku 2.2.2.) i logaritamske koncentracije ispitivane tvari.

2.2.4. Procjena EC_

Procjene EC_(npr. EC,) potrebno je izraCunati i na temelju
prosjecne spec1ﬁcne brzine rasta (EC)ina temelju prirasta (E C),
a njih opet na temel]u broja listova i ]os jedne mjerne varijable (ku-
pna lisna povr$ina, suha masa ili svjeza masa). To je stoga $to neke
ispitivane tvari ne utjecu jednako na broj listova i na druge mjerne
varijable. TraZeni parametri toksi¢nosti su stoga Cetiri vrijednosti
EC_ za svaku izracunatu razinu inhibicije x: EC_(broj listova); E C_
(ukupna lisna povréina, suha masa ili svieza masa); E C, (broj listo-
va); EC, (ukupna lisna povrsina, suha masa ili SV]eZa masa).

2.3. STATISTICKI POSTUPCI

Cilj je dobiti kvantitativni odnos koncentracija-odgovor regre-
sijskom analizom. Ako se obavi linearizacijska pretvorba podataka
odgovora - npr. u jedinice probit, logit ili Weibullovog modela (16)
- moZe se obaviti ponderirana linearna regresija; ipak, prednost se

daje postupcima nelinearne regresije, koje se bolje nose s neizbjez-
nim nepravilnostima podataka i odstupanjima od pravilnih razdio-
ba. S priblizavanjem nultoj ili potpunoj inhibiciji te se nepravilnosti
mogu pretvorbom i dodatno povecati i tako oteZati analizu (16).
Valja napomenuti da su standardne analiticke metode za vrijed-
nosti dobivene pretvorbom (probit, logit ili Weibull) namijenjene
kvantalnim podacima (npr. smrtnost ili preZivljavanje) i moraju se
posebno prilagoditi da bi se mogle primijeniti na podatke o brzini
rasta i prirastu. Posebni postupci za odredlvanje vrijednosti EC_ iz
kontinuiranih podataka mogu se pronaci u literaturi (17) (18) i (19)

Za svaku varijablu odgovora koja se analizira treba izracunati
procjene tocaka za vrijednosti EC_na temelju odnosa koncentraci-
ja-odgovor. Po mogucnosti, za sve procjene treba odrediti granice
pouzdanosti 95 %. Valjanost podudaranja podataka odgovora s re-
gresijskim modelom procjenjuje se graficki ili statisticki. Regresijska
analiza se provodi na temelju pojedina¢nih odgovora u ponavljanji-
ma, a ne na temelju srednjih vrijednosti ispitnih skupina.

Ako raspoloZivi regresijski modeli/metode nisu prikladni za
podatke, procjene EC_ i granice pouzdanosti mogu se dobiti i line-
arnom interpolacijom sa samonadopunjavanjem (»bootstrapping»)
(20).

Za procjenu LOEC-a, a time i NOEC-a, potrebno je usporedi-
ti srednje vrijednosti obrada primjenom tehnika analize varijance
(ANOVA). Zatim srednju vrijednost za svaku koncentraciju treba
usporediti s kontrolnom srednjom vrijedno$¢u primjenom odgova-
rajuce metode visestruke usporedbe ili testa trenda. Ovdje moze biti
koristan Dunnettov ili Williamsov test (21) (22) (23) (24). Treba
provjeriti vrijedi li pretpostavka homogenosti varijanci ANOVA-e.
To se moze uciniti graficki ili formalnim testom (25). Prikladni su
Leveneov i Bartlettov test. Ako pretpostavka homogenosti varijanci
nije zadovoljena, to se ponekad moze ispraviti logaritamskom pre-
tvorbom podataka. Ako je heterogenost varijance prevelika da bi
se mogla ispraviti pretvorbom, treba razmotriti mogucnost analize
metodama kao $to su Jonckheereovi »step-down« testovi trenda.
Dodatne smjernice za odredivanje NOEC-a mogu se pronadi u li-
teraturi (19).

Novije znanstvene spoznaje rezultirale su preporukom da se po-
jam NOEC-a napusti i zamijeni procjenama tocaka EC_dobivenih
regresijom. Za ovaj test Lemna sp. nije utvrdena odredena vrijednost
x. Ipak, ¢ini se da je primjereno podrucje od 10 do 20 % (ovisno
o odabranoj varijabli odgovora), a poZeljno je da se navedu obje
vrijednosti, EC, i EC,.

3. IZVJESCIVANJE

3.1. IZVJESCE O ISPITIVANJU

Izvjesce o ispitivanju sadrzi sljedece informacije:

Ispitivana tvar:

- fizikalno stanje i fizikalno-kemijska svojstva, uklju
nicu topljivosti u vodi,

- podaci za identifikaciju kemikalije (npr. CAS broj), uklju¢u-
juci cistocu.

Ispitna vrsta:

- znanstveni naziv, klon (ako je poznat) i izvor.

Ispitni uvjeti:

- ispitni postupak (staticki, polustati¢ki ili proto¢ni)

- datum pocetka ispitivanja i trajanje,

- ispitni medij,

- plan pokusa: ispitne posude i pokrovi, volumeni otopina, broj
kolonija i listova po ispitnoj posudi na pocetku ispitivanja,

cujudi gra-
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- ispitne koncentracije (nazivne odnosno izmjerene, ovisno o
slu¢aju) i broj ponavljanja po koncentraciji,

- nacin pripreme radnih i ispitnih otopina, uklju¢ujudi koriste-
nje otapala odnosno dispergenata (prema potrebi),

- temperatura tijekom ispitivanja,

- izvor svjetla, intenzitet svjetla i homogenost,

- pH vrijednosti ispitnih i kontrolnih medija,

- koncentracije ispitivane tvari i analiticka metoda s odgovara-
ju¢im podacima za ocjenu kakvoce (validacijska istrazivanja, stan-
dardne devijacije ili granice pouzdanosti analiza),

- metode odredivanja broja listova i drugih mjernih varijabli,
npr. suha masa, svjeza masa ili lisna povrsina.

- eventualna odstupanja od ispitne metode.
Rezultati:

— sirovi podaci: broj listova i druge mjerne varijable u svakoj
ispitnoj i kontrolnoj posudi kod svakog promatranja i analize,

- srednje vrijednosti i standardne devijacije svih mjernih va-
rijabli,

- krivulje rasta za svaku koncentraciju (po mogucnosti s loga-
ritamski transformiranom mjernom varijablom, vidi odjeljak 2.2.1.
stavak 2.),

- vrijeme udvostrucenja/brzina rasta u kontroli na temelju bro-
ja listova,

- izradunate varijable odgovora za svako ponavljanje u ispitnim
skupinama, ukljucujuci srednje vrijednosti i koeficijente varijacije
ponavljanja,

- grafi¢ki prikaz odnosa koncentracija/u¢inak,

- procjene krajnjih tocaka toksi¢nosti za varijable odgovora,
npr. EC_, EC , EC,, i pripadajudi intervali pouzdanosti; ako se izra-
¢unavaju LOEC i NOEC, njihove vrijednosti i statisticke metode koje

su upotrijebljene za odredivanje,

— ako se koristi ANOVA, veli¢ina ucinka koja se moze utvrditi
(npr. najmanja znacajna razlika),

- eventualna stimulacija rasta u bilo kojoj obradi,

- svi vidljivi znakovi fitotoksi¢nosti i zapazanja u ispitnim oto-
pinama,

- rasprava rezultata, ukljucuju¢i moguci utjecaj odstupanja od
ispitne metode na rezultate ispitivanja.
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DODATAK 1.

Opis Lemna spp.

Vodena biljka poznata pod nazivom vodena leca, Lemna spp.,
pripada porodici Lemnaceae, u koju se ubrajaju razlicite vrste diljem
svijeta koje su podijeljene u ¢etiri roda. Njihov izgled i taksonomija
su iscrpno opisani (1) (2). Vrste Lemna gibba i L. minor su repre-
zentativne vrste umjerenih pojasa i vrlo se ¢esto koriste u toksikolos-
kim ispitivanjima. Obje vrste imaju plivajucu ili uronjenu diskoidnu
stabljiku (list) i vrlo tanak korijen koji izbija iz sredine nali¢ja lista.
Lemna spp. rijetko daju cvjetove, a biljke se vegetativno razmnozava-
ju stvaranjem novih listova (3). Mlade biljke su uglavnom bljede od
starijih biljaka, imaju krace korijenje i sastoje se od dva do tri lista
razlicite velicine. Biljke iz ovoga roda vrlo su pogodne za laborato-
rijsko ispitivanje zahvaljujuci maloj veli¢ini, jednostavnoj gradi, nes-
polnom razmnoZavanju i kratkom generacijskom vremenu (4) (5).

Zbog vjerojatnih razlika u osjetljivosti medu vrstama valjane su
samo usporedbe osjetljivosti unutar iste vrste.

Primjeri vrsta Lemna koje su koristene u ispitivanjima: re-
ferentni popis

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

Swedish Standards Institute (SIS). (1995). Water quality — De-
termination of growth inhibition (7-d) Lemna minor, duckweed. SS
02 82 13. 15pp. (na $vedskom).

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. I. The sensitivity of
Lemna paucicostata to heavy metals. Arch. Environ. Contam. Toxi-
col.,, 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). Considerati-
ons in the assessment of toxicity using duckweeds. Environ. Toxicol.
and Chem., 12:481-483.

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

Izvori vrsta Lemna

University of Toronto Culture Collection of Algae and Cyano-
bacteria

Department of Botany, University of Toronto
Toronto, Ontario, Canada, M5S 3 B2
Tel.: +1-416-978-3641

Faks: +1-416-978-5878

e-mail: jacreman@botany.utoronto.ca
http://www.botany.utoronto.ca/utcc
North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002
SJEDINJENE AMERICKE DRZAVE
Tel.: 001 (919) 515-7572
astomp@uunity.ncsu.edu

Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm
University

SE-106 91 Stockholm
SVEDSKA

Tel.: +46 86747240

Faks: +46 86747636
Umweltbundesamt (UBA)
FGIII 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin
NJEMACKA

e-mail: lemna@uba.de
http://www.umweltbundesamt.de/contact.htm
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DODATAK 2.

Odrzavanje radne kulture

Radne kulture se na nizoj temperaturi (4 - 10 °C) mogu duze
vrijeme drZati bez presadivanja. Kao uzgojni medij za radne kulture
Lemna moZe se koristiti medij koji se koristi u ispitivanju, ali mogu-
Ce je koristiti i druge medije bogate nutrijentima.
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Odredeni broj mladih svjetlozelenih biljaka se povremeno pre-
mjesta u nove uzgojne posude sa svjezim medijem primjenom asep-
tickih postupaka. U hladnijim uvjetima, kakvi se ovdje preporucuju,
presadivanje se moZze provoditi u razmacima do tri mjeseca.

Koriste se kemijski ¢iste (oci$¢ene kiselinom) i sterilne staklene
uzgojne posude, a kod rukovanja se primjenjuju asepticki postupci.
Ako dode do oneciscenja radne kulture npr. algama ili gljivicama,
treba poduzeti potrebne mjere za uklanjanje one¢i$¢uju¢ih organi-
zama. U slu¢aju algi i vecine drugih onecis¢ujucih organizama, to se
moZe posti¢i povrsinskom sterilizacijom. Uzme se uzorak onecisce-
nog biljnog materijala i odreze korijenje. Materijal se zatim snazno
protrese u Cistoj vodi i uroni u 0,5 %-tnu (v/v) otopinu natrijevog
hipoklorita izmedu 30 sekundi i 5 minuta. Biljni materijal se za-
tim ispere sterilnom vodom i prenese u viSe $arZi u uzgojne posude
koje sadrze svjezi uzgojni medij. U ovom ¢e postupku mnogi listovi
uginuti, osobito kod duzeg vremena izlaganja, ali bi barem neki od
prezivjelih trebali biti ¢isti. Oni se zatim ponovno mogu koristiti za

inokuliranje novih kultura.

DODATAK 3.
Mediji

Zavrste L. minor i L. gibba preporucuju se razli¢iti uzgojni me-
diji. Za L. minor se preporucuje prilagodena varijanta medija prema
$vedskoj normi (SIS), a za L. gibba medij 20X - AAP. Sastav ta dva
medija naveden je u nastavku. Kod pripreme medija treba koristiti
reagencijski odnosno analiticki ¢iste kemikalije i deioniziranu vodu.

Uzgojni medij Lemna prema $vedskoj normi (SIS)

- Radne otopine I - V se steriliziraju obradom u autoklavu
(120 °C, 15 minuta) ili membranskom filtracijom (veli¢ina pora cca
0,2 pm).

- Otopina VI (i fakultativno VII) se steriliziraju iskljucivo
membranskom filtracijom; one se ne smiju obradivati u autoklavu.

- Sterilne radne otopine se pohrane na hladnom i mra¢nom
mjestu. Radne otopine I - V treba baciti nakon Sest mjeseci, dok
otopine VI (i fakultativno VII) imaju rok uporabe 1 mjesec.

K Koncen- Pripremljeni medjj
oncentra- -
Radna ciia urad. | tradjau
otopi- Tvar o ;. otopini | Pripremlje- Koncen-
na br. ) l,lp nom mediju Element tl’aClJ-’:l
(g1 (mgl!) (mgl?)
I NaNO, 8,50 85 Na; N 32; 14
KH,PO, 1,34 13,4 KP 6,0; 2,4
I | MgS0, - 7H,0 15 75 Mg S | 7498
I |CaCl-2HO 7.2 36 Ca;Cl | 98175
IV |NaCO, 4,0 20 C 2,3
H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
MnCl, - 4H,0 020 0,20 Mn | 0056
v |NaMoo, 2H,0 0,010 0,010 Mo | 0,0040
ZnS0, - 7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CuSO, - 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO,), - 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
VI FeCl, - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17
Na-EDTA - 2H,0 0,28 14 - -
VII | MOPS (pufer) 490 490 -

- Da bi se dobila jedna litra medija SIS, u 900 ml deionizirane
vode se doda:

- 10 ml radne otopine I
- 5 ml radne otopine II

- 5 ml radne otopine III
- 5 ml radne otopine IV
- 1 ml radne otopine V
- 5 ml radne otopine VI
- 1 ml radne otopine VII (fakultativno)

Napomena: Kod nekih je tvari potrebna jo$ jedna radna otopina
VII (pufer MOPS) (vidi zadnji stavak u odjeljku 1.4.).

- pH vrijednost se podesi na 6,5 + 0,2 pomocu 0,1 ili 1 mol
HCI ili NaOH i nadopuni deioniziranom vodom do volumena od
jedne litre.

Uzgojni medij 20X AAP

Radne otopine se pripremaju u sterilnoj destiliranoj ili deioni-
ziranoj vodi.

Sterilne radne otopine se ¢uvaju na hladnom i mracnom mje-

stu. U tim ¢e uvjetima radne otopine imati rok uporabe najmanje
6 - 8 tjedana.

Za medij 20 X - AAP treba pripremiti pet radnih otopina s nu-
trijentima (A1, A2, A3, B i C) koriste¢i reagencijski ¢iste kemikalije.
Uzgojni medij se dobije tako da se u priblizno 850 ml dejonizirane
vode doda po 20 ml svake od radnih otopina s nutrijentima. pH
vrijednost se podesi na 7,5 £ 0,1 pomocu 0,1 ili 1 mol HCI ili NaOH
i nadopuni deioniziranom vodom do volumena od jedne litre. Za-
tim se medij profiltrira u sterilnu posudu kroz membranski filter
(priblizno) 0,2 pm.

Uzgojni medij za ispitivanje treba pripremiti 1 - 2 dana prije
uporabe kako bi se stabilizirala pH vrijednost. pH vrijednost uzgoj-
nog medija treba provjeriti prije uporabe i prema potrebi podesiti
dodavanjem 0,1 ili 1 M NaOH ili HCl, kako je navedeno gore.

Koncentra- Koncen- Pripremljeni medij

Radna - tracija u

otopina Tvar chau ra_d .| pripremlje- K tracii

br. n(o J.191t)() E:;n nom mediju | Element E)rr;cgeﬁ)r a(il)Ja
5 (mgl") ()

Al NaNO, 26 510 Na; N | 190; 84
MgCl,-6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl2H,0 44 90 Ca 24,04

A2 MgS0,.7H,0 15 290 S 38,22

A3 |KHPO3HO |14 30 KGP 9437

B H,B0, 0,19 37 B 0,65
MnClL4H,0 0,42 83 Mn |23
FeCl,-6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA-2H,0 0,30 6,0 - -

Zn(l, 3,3 mgl! |66 pgl! Zn 31 pgl!
CoCl6H,0 L4 mgl" |29 pgl! Co 7,1 ugl!
Na,MoO,-2H,0 73 mgl' | 145 pgl! Mo 58 ugl!
CuCl,2H,0 0,012 mg 1" | 0,24 pgl! Cu 0,080 pgl*
C NaHCO, 15 300 Na; C  ]220; 43
* Ako nije navedeno drukdije.

Fusnota: Teoretski prikladna kona¢na koncentracija bikarbona-
ta (kojom se izbjegavaju znacajnija podesavanja pH vrijednosti) je
15 mg/l, a ne 300 mg/l. Medutim, prethodna iskustva s uporabom
medija 20X-AAP, uklju¢ujuéi prstenasti test za ovu metodu, teme-
lie se na 300 mg/l. (Sims, P. Whitehouse and R. Lacey. (1999.) The
OECD Lemna Growth Inhibition Test. Development and Ring-te-
sting of draft OECD Test Guideline. R & D Technical Report EMA
003. WRc plc - Environment Agency.
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Medij STEINBERG (prema ISO 20079)

Koncentracije i radne otopine

- Prilagodeni medij Steinberg je u ISO 20079 predviden samo
za Lemna minor (bududi da je ondje jedino i dopustena Lemna mi-
nor), ali ispitivanja su pokazala da se i s vrstom Lemna gibba mogu
posti¢i dobri rezultati.

- Kod pripreme medija treba koristiti reagencijski odnosno
analiticki Ciste kemikalije i deioniziranu vodu.

- Hranjivi medij se priprema iz radnih otopina ili 10-struko
koncentriranog medija kako bi se dobila najvi$a koncentracija me-
dija koja se moze postici bez taloZenja.

Tablica 1.
pH stabilizirani medij STEINBERG (varijanta prema
Altenburgeru)
Tvar Hranjivi medjj
Makroelementi molarna masa mg/l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,),-4H O |236,15 295,00 1,25
KH, PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgS0, - 7H,0 246,37 100,00 0,41
Mikroelementi molarna masa pg/l pmol/l
H.BO, 61,83 120,00 1,94
ZnS0, - 7H,0 287,43 180,00 0,63
NaMoO, - 2HO 241,92 44,00 0,18
MnCl, - 4H,0 197,84 180,00 0,91
FeCl, - 6H,0 270,21 760,00 2,81
flgldeAra‘imamJev 372,24 1 500,00 4,03
Tablica 2.
Radne otopine (makroelementi)
1. Makroelementi (50-struko koncentrirano) g/l
Radna otopina 1:
KNO, 17,50
KH,PO, 45
K,HPO, 0,63
Radna otopina 2:
Mgs0, - 7H,0 5,00
Radna otopina 3:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75
Tablica 3.
Radne otopine (mikroelementi)
2. Mikroelementi (1 000-struko koncentrirano) mg/l
Radna otopina 4:
H,BO, 1200
Radna otopina 5:
ZnS0, - 7H,0 180,0
Radna otopina 6:
Na,MoO, - 2H,0 440
Radna otopina 7:
MnCl, - 4H,0 180,0
Radna otopina 8:
FeCl, - 6H,0 760,00
EDTA dinatrijev dihidrat 1 500,00

- Radne otopine 2 i 3 se mogu objediniti, kao i radne otopine
4 do 7 (uzimajudi u obzir traZene koncentracije).

- Za duzi rok uporabe radne otopine treba obraditi u autoklavu
20 minuta na temperaturi od 121 °C ili obaviti sterilnu filtraciju (0,2
pm). Za radnu otopinu 8 se u svakom slu¢aju preporucuje sterilna
filtracija (0,2 um).

Priprema konac¢ne koncentracija medija STEINBERG (vari-
janta)

- 20 ml radnih otopina 1, 2 i 3 (vidi tablicu 2.) doda se u cca
900 ml deionizirane vode kako bi se izbjeglo taloZenje.

- Doda se 1,0 ml radnih otopina 4, 5, 6, 7 i 8 (vidi tablicu 3.).

- pH vrijednost treba biti 5,5 + 0,2 (podesiti dodavanjem mi-
nimalnog volumena otopine NaOH ili HCI).

- Nadopuni se vodom do 1 000 ml.

- Ako su radne otopine sterilizirane i koristi se prikladna voda,
nije potrebna dodatna sterilizacija. Ako se sterilizacija provodi na
kona¢nom mediju, radnu otopinu 8 treba dodati nakon obrade u
autoklavu (20 minuta na 121 °C).

Priprema 10-struko koncentriranog medija STEINBER (va-
rijanta) za meduskladistenje

- 20 ml radnih otopina 1, 2 i 3 (vidi tablicu 2.) doda se u cca
30 ml vode kako bi se izbjeglo taloZenje.

- Doda se 1,0 ml radnih otopina 4, 5, 6, 7 i 8 (vidi tablicu 3.).
Nadopuni se vodom do 100 ml.

- Ako su radne otopine sterilizirane i koristi se prikladna voda,
nije potrebna dodatna sterilizacija. Ako se sterilizacija provodi na
kona¢nom mediju, radnu otopinu 8 treba dodati nakon obrade u
autoklavu (20 minuta na 121 °C).

- pH vrijednost medija (kona¢na koncentracija) treba biti 5,5
+0,2.
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