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16.11.1998 URADNI LIST EVROPSKIH SKUPNOSTI L 305/1

DIREKTIVA KOMISIJE 98/73/ES
z dne 18. septembra 1998

o štiriindvajseti prilagoditvi Direktive Sveta 67/548/EGS o približevanju zakonov in drugih predpisov v
zvezi z razvrščanjem, pakiranjem in označevanjem nevarnih snovi tehničnemu napredku

(Besedilo velja za EGP)

KOMISIJA EVROPSKIH SKUPNOSTI JE

ob upoštevanju Pogodbe o ustanovitvi Evropske skupnosti,

ob upoštevanju Direktive Sveta 67/548/EGS z dne 27. junija 1967
o približevanju zakonov in drugih predpisov v zvezi z razvršča-
njem, pakiranjem in označevanjem nevarnih snovi (1), nazadnje
spremenjene z Direktivo Komisije 97/69/ES (2), in zlasti člena 28
Direktive,

ker Priloga I k Direktivi 67/548/EGS vsebuje seznam nevarnih
snovi skupaj s podrobnostmi o razvrstitvi in označitvi vsake
snovi; ker trenutno znanstveno in tehnično znanje kaže, da bi
moral biti seznam nevarnih snovi v navedeni Prilogi prilagojen in
dopolnjen;

ker Priloga V k Direktivi 67/548/EES opredeljuje metode za dolo-
čanje fizikalno-kemijskih lastnosti, toksičnosti in ekotoksičnosti
snovi in pripravkov; ker je treba navedeno Prilogo prilagoditi teh-
ničnemu napredku;

ker so ukrepi iz te direktive v skladu z mnenjem Odbora za pri-
lagajanje direktiv tehničnemu napredku zaradi odprave tehničnih
ovir pri trgovanju z nevarnimi snovmi in pripravki,

SPREJELA NASLEDNJO DIREKTIVO:

Člen 1

Direktiva 67/548/EGS se spremeni:

1. Priloga I se spremeni:

(a) vpisi v Prilogo I k tej direktivi nadomestijo ustrezne vpise
v Prilogi I k Direktivi 67/548/EGS;

(b) vpise v Prilogo II k tej direktivi se vstavi v Prilogo I k
Direktivi 67/548/EGS.

2. Priloga V se spremeni:

(a) besedila v Prilogah III A, III B in III C k tej direktivi se
dodajo v Del A Priloge V k Direktivi 67/548/EGS;

(b) besedilo v Prilogi III D k tej direktivi se doda Delu C Pri-
loge V k Direktivi 67/548/EGS.

Člen 2

Države članice sprejmejo zakone in druge predpise, potrebne za
uskladitev s to direktivo najkasneje do 31. oktobra 1999. O tem
takoj obvestijo Komisijo.

(1) UL 196, 16.8.1967, str. 1.
(2) UL L 343, 13.12.1997, str. 19.
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Države članice se v sprejetih predpisih sklicujejo na to direktivo ali
pasklic nanjo navedejo ob njihovi uradni objavi. Način sklicevanja
določijo države članice.

Člen 3

Ta direktiva začne veljati dvajseti dan po objavi v Uradnem listu
Evropskih skupnosti.

Člen 4

Ta direktiva je naslovljena na države članice.

V Bruslju, 18. septembra 1998

Za Komisijo

Ritt BJERREGAARD

Član Komisije
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PRILOGA III A

A.18 POVPREČNO ŠTEVILO MOLEKULSKE MASE IN PORAZDELITEV MOLEKULSKE MASE POLIMEROV

1. METODA

Ta metoda gelske permeacijske kromatografije je posnetek OECD smernice 118 (1996). Temeljna načela in
nadaljnje tehnične informacije so navedene v literaturi 1.

1.1 Uvod

Ker so lastnosti polimerov tako raznolike, je nemogoče opisati eno samo metodo, s katero bi bili natančno
določeni pogoji za separacijo in ocenjevanje, ki bi pokrivali vse možnosti in posebnosti, do katerih pride pri
separaciji polimerov. Zlasti se gelni permeacijski kromatografiji (GPC) pogosto ne da podrediti kompleksnih
sistemov polimerov. Kadar GPC metode ni mogoče uporabiti, lahko molekulsko maso določimo s pomočjo
drugih metod (glej Prilogo). V takšnih primerih je treba uporabljeno metodo natančno obrazložiti in
utemeljiti.

Opisana metoda temelji na DIN standardu 55672 (1). Ta DIN standard vsebuje podrobne informacije o
načinu izvajanja poskusov in ocenjevanja podatkov. V primeru, da je treba pogoje poskusa spremeniti, je
treba takšne spremembe utemeljiti. Lahko uporabimo tudi druge standarde, če so v celoti podprti z viri. Opi-
sana metoda uporablja vzorce polistirena znane polidisperznosti za kalibriranje in jo bo mogoče treba spre-
meniti, da bo ustrezala določenim polimerom, npr. v vodi topnim polimerom in razvejanim polimerom z
dolgimi verigami.

1.2 Definicije in enote

Povprečno število molekulske mase Mn in povprečno maso molekulske mase Mw določimo s pomočjo
naslednjih enačb:

kjer je

Hi stopnja signala detektorja od osnovne črte za retenzijski volumen Vi

Mi molekulska masa frakcije polimera pri retenzijskem volumnu Vi

n število podatkovnih točk.

Razpon porazdelitve molekulske mase, ki je mera za disperznost sistema, se kaže z razmerjem Mw/Mn.

1.3 Referenčne snovi

Ker je GPC relativna metoda, je treba opraviti kalibriranje. Običajno za to uporabimo ozko porazdeljene,
linearno strukturirane vzorce polistirena z znanimi povprečnimi molekulskimi masami Mn in Mw in znano
porazdelitvijo molekulske mase. Kalibracijsko krivuljo lahko uporabimo le pri določanju molekulske mase
neznanega vzorca, če so pogoji za separacijo vzorca in standardov izbrani na povsem enak način.

Določeno razmerje med molekulsko maso in volumnom elucije je veljavno le pod specifičnimi pogoji posa-
meznega poskusa. Ti pogoji vključujejo predvsem temperaturo, topilo (ali mešanico topila), kromatograf-
ske pogoje in separacijsko kolono ali sistem kolon.
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Tako določene molekulske mase vzorca so relativne vrednosti in so opisane kot „ekvivalentne molekulske
mase polistirena“. To pomeni, da se lahko glede na strukturalne in kemične razlike med vzorcem in stan-
dardi molekulske mase bolj ali manj oddaljijo od absolutnih vrednosti. Če uporabimo druge standarde, npr.
polietilen glikol, polietilen oksid, polimetil metakrilat, poliakrilno kislino, je treba za to navesti razloge.

1.4 Princip preskusne metode

Porazdelitev molekulske mase vzorca in povprečno molekulsko maso (Mn, Mw) lahko določimo z uporabo
GPC metode. GPC je poseben tip tekočinske kromatografije, kjer vzorec separiramo v skladu s
hidrodinamičnimi volumni posameznih sestavin (2).

Separacija se izvede, ko vzorec preteče skozi kolono, napolnjeno s poroznim materialom, običajno z
organskim gelom. Majhne molekule lahko predrejo skozi pore, večje molekule pa se izločijo. Pot večjih
molekul je tako krajša in te so najprej eluirane. Srednje velike molekule predrejo skozi nekaj por in so
eluirane pozneje. Najmanjše molekule, katerih povprečen hidrodinamični premer je manjši od por gela,
lahko predrejo skozi vse pore. Te so eluirane zadnje.

V idealnih razmerah na separacijo v celoti vpliva velikost molekulskih vrst, vendar pa se v praksi težko izog-
nemo vsaj nekaterim ovirajočim učinkom absorbcije. Neenakomerna napolnjenost kolon in mrtvi volumni
lahko razmere poslabšajo (2).

Ugotavljanje izvedemo, na primer, na osnovi refrakcijskega indeksa ali UV absorpcije in dobimo preprosto
distribucijsko krivuljo. Da pa bi na krivulji opredelili dejanske vrednosti molekulske mase, moramo
kalibrirati kolono, tako da skoznjo pretečejo polimeri z znano molekulsko maso in, v idealnem primeru, v
glavnem podobno strukturo, npr. različni standardi polistirena. Rezultat Gaussove krivulje, čeprav včasih
popačen z majhnim repom na strani nizke molekulske mase, je običajno tak, da navpična os kaže količino,
izraženo z maso, raznih eluiranih vrst molekulske mase, vodoravna os pa logaritem molekulske mase.

1.5 Kriteriji kakovosti

Ponovljivost (Relativna standardna deviacija: RSD) volumna elucije bi morala preseči 0,3 %. Zahtevana
ponovljivost analize mora biti zagotovljena s korekcijo prek internega standarda, če je kromatogram oce-
njen v časovni odvisnosti in če ne ustreza zgoraj navedenem kriteriju (1). Polidisperznosti so odvisne od
molekulskih mas standardov. V primeru standarda polistirena so tipične vrednosti naslednje:

Mp < 2 000 Mw/Mn < 1,20

2 000 ≤ Mp ≤ 10
6 Mw/Mn < 1,05

Mp > 10
6 Mw/Mn < 1,20

(Mp je molekulska masa standarda pri maksimumu vrha)

1.6 Opis preskusne metode

1.6.1 Priprava standardnih raztopin polistirena

Standardi polistirena se raztopijo s previdnim mešanjem v izbranem eluatu. Pri pripravi raztopin je treba
upoštevati navodila proizvajalca.

Koncentracije izbranih standardov so odvisne od različnih dejavnikov, npr. injekcijski volumen, viskoznost
raztopine in občutljivost analitskega detektorja. Maksimalen injekcijski volumen mora biti prilagojen dol-
žini kolone, da bi se izognili preobremenitvi. Tipični injekcijski volumni za analitične separacije pri uporabi
GPC metode s kolono 30 cm x 7,8 mm so navadno med 40 in 100 μl. Možni so višji volumni, vendar ne
smejo presegati 250 μl. Optimalno razmerje med injekcijskim volumnom in koncentracijo je treba določiti
pred dejanskim kalibriranjem kolone.
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1.6.2 Priprava raztopine vzorca

Načeloma veljajo za pripravo raztopin vzorca enake zahteve. Vzorec se raztopi v ustreznem topilu, npr.
tetrahidrofuranu (THF), če ga previdno pretresemo. V nobenem primeru ga ne smemo raztopiti z uporabo
ultrazvočne kopeli. Kadar je potrebno, se raztopina vzorca očisti skozi membranski filter z velikostjo por
med 0,2 in 2 μm.

Prisotnost neraztopljenih delcev je treba zabeležiti v zaključnem poročilu, saj do tega lahko pride zaradi vrst
visoke molekulske mase. Uporabiti je treba ustrezno metodo za določitev odstotka razgrajenih delcev po
masi. Raztopine je treba uporabiti v 24 urah.

1.6.3 Aparat

— zbiralnik za topilo,

— digestorij (kjer je primerno),

— črpalka,

— blažilec tresljajev (kjer je primerno),

— injekcijski sistem,

— kromatografske kolone,

— detektor,

— merilec pretoka (kjer je primerno),

— snemalnik in obdelovalec podatkov,

— posoda za odpadke.

Zagotoviti je treba da je sistem GPC inerten v zvezi z uporabljenimi topili (npr. z uporabo jeklenih kapilar
za topilo THF).

1.6.4 Injekcijski sistem in sistem prenosa topila

Določen volumen raztopine vzorca nanesemo na kolono bodisi z avtomatičnim vzorčevalcem bodisi ročno
na natančno določeno mesto. Če pri ročnem nanosu konico brizgalke prehitro umaknemo ali pritisnemo,
lahko povzročimo spremembe v ugotovljeni porazdelitvi molekulske mase. Sistem prenosa topila mora biti,
kolikor je mogoče, brez tresljajev, zato je najbolje, če uporabimo blažilec tresljajev. Red stopnje pretoka je
1 ml/min.

1.6.5 Kolona

Polimer je opredeljen z uporabo bodisi preproste kolone bodisi več zaporedno povezanih kolon, odvisno
od vzorca. V prodaji so na voljo številni porozni materiali kolon z opredeljenimi lastnostmi (npr. velikost
por, meje izločanja). Izbor separacijskega gela ali dolžine kolone je odvisen tako od lastnosti vzorca
(hidrodinamični volumni, porazdelitev molekulske mase) in specifičnih pogojev za separacijo, kot so topilo,
temperatura in pretok (1) (2) (3).

1.6.6 Teoretični platoji

Kolona ali kombinacija kolon, uporabljenih za separacijo, mora biti opredeljen s številom teoretičnih
platojev. V primeru THF kot elucijskega topila to vsebuje nanos raztopine etil benzena ali drugega ustrez-
nega nepolarnega vzorca na kolono znane dolžine. Število teoretičnih platojev dobimo z naslednjo enačbo:

N = 5,54( VeW1/2)
2

ali N = 16(VeW)
2

kjer je

N število teoretičnih platojev

Ve elucijski volumen na maksimumu vrha

W temelj širine vrha

W1/2 širina vrha na polovici višine
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1.6.7 Učinkovitost separacije

Poleg števila teoretičnih platojev, ki predstavlja količino, ki določa širino traku, svojo vlogo igra tudi učin-
kovitost separacije, ki jo določa nagib kalibracijske krivulje. Učinkovitost separacije kolone dobimo iz
naslednjega razmerja:

V
e,M
x

- V
e,(10Mx)

prečni prerez kolone
≥ 6,0 [cm3

cm
2]

kjer je

Ve, Mx elucijski volumen za polistiren z molekulsko maso Mx

Ve, (10Mx) elucijski volumen za polistiren z 10 krat večjo molekulsko maso.

Resolucijo sistema običajno opredelimo na naslednji način:

R1,2 = 2×
Ve1 ‐ Ve2
W1 + W2

×
1

log10(M2/M1)

kjer sta

Ve1 , Ve2 elucijska volumna dveh standardov polistirena na maksimumu vrha

W1, W2 širini vrha pri osnovni črti

M1, M2 molekulski masi pri maksimumu vrha (naj se razlikujeta s faktorjem 10).

R-vrednost sistema kolone mora biti večja od 1,7 (4).

1.6.8 Topila

Vsa topila morajo biti visoke čistosti (za THF se uporablja čistost 99,5 %). Zbiralnik za topilo (če je potre-
ben v inertnem plinskem ozračju) mora biti dovolj velik za kalibriranje kolon in nekaj analiz vzorca. Topilo
je treba razpliniti preden ga s črpalko prenesemo na kolono.

1.6.9 Nadzor temperature

Temperatura kritičnih internih sestavin (injekcijski zvitek, kolone, detektor in cevovod) mora biti konstantna
in v skladu z izbranim topilom.

1.6.10 Detektor

Namen detektorja je količinsko beleženje koncentracije iz kolone eluiranega vzorca. Da bi se izognili nepo-
trebni širitvi vrhov, mora kivetni volumen detektorske celice ostati čim manjši. Razen v primeru disperzije
svetlobe in detektorjev viskoznosti ne sme presegati 10 μl. Za detekcijo se navadno uporablja diferencialna
refraktometrija. Vendar pa, če to zahtevajo specifične lastnosti vzorca ali elucijskega topila, je mogoče upo-
rabiti tudi druge tipe detektorjev, npr. UV/VIS, IR, detektorje viskoznosti, itd.

2. PODATKI IN POROČANJE

2.1 Podatki

Za podrobne ocenjevalne kriterije kot tudi za zahteve, ki se nanašajo na zbiranje in obdelavo podatkov, se
je treba sklicevati na DIN standard (1).

Za vsak vzorec je treba opraviti dva samostojna poskusa. Analizirati je treba vsakega posebej.

Za vsako meritev je treba določiti Mn, Mw, Mw/Mn in Mp. Potrebno je eksplicitno označiti, da so merjene
vrednosti relativne vrednosti, ekvivalentne molekulskim masam uporabljenega standarda.
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Po določitvi retenzijskih volumnov ali retenzijskih časov (po možnosti popravljenih z uporabo internega
standarda), se logaritem Mp vrednosti (kjer je Mp maskimum vrha kalibracijskega standarda) prikažejo ob
eni izmed teh količin. Najmanj dve kalibracijski točki sta potrebni za dekado molekulske mase, najmanj pet
meritvenih točk pa je zahtevanih za celotno krivuljo, ki bi morala pokrivati ocenjeno molekulsko maso
vzorca. Končno točko nizke molekulske mase na kalibracijski krivulji določa n-heksil benzen ali katera drug
ustrezen nepolaren vzorec. Povprečno število in povprečno maso molekulskih mas navadno določimo s
pomočjo elektronske obdelave podatkov, ki temelji na enačbah iz oddelka 1.2. V primeru ročne digitaliza-
cije, se lahko upošteva ASTM D 3536-91 (3).

Porazdelitvena krivulja mora biti posredovana v obliki tabele ali grafa (diferencialna frekvenca ali odstotek
vsot proti logaritmu M). V grafičnem prikazu mora biti normalna širina ene dekade molekulske mase 4 cm,
maksimum vrha pa naj sega približno 8 cm v višino. V primeru integralnih porazdelitvenih krivulj mora
biti razlika na ordinati med 0 in 100 % približno 10 cm.

2.2 Preskusno poročilo

Preskusno poročilo mora vsebovati naslednje informacije:

2.2.1 Preskusna snov

— razpoložljive informacije o preskusni snovi (identiteta, aditivi, nečistote),

— opis obdelave vzorca, ugotovitve, problemi.

2.2.2 Inštrumenti

— zbiralnik za eluat, inertni plin, razplinjanje eluata, sestava eluata, nečistote,

— črpalka, blažilec tresljajev, injekcijski sistem,

— separacijske kolone (proizvajalec, vse informacije o značilnostih kolon, kot so velikost por, vrsta
separacije, material, itd., število, dolžina in zaporedje uporabljenih kolon),

— število teoretičnih platojev kolone (ali kombinacije), učinkovitost separacije (resolucija sistema),

— informacije o simetriji vrhov,

— temperatura kolone, vrste nadzora temperature,

— detektor (principi merjenja, tip, volumen kivete),

— merilec pretoka, če je uporabljen (proizvajalec, principi merjenja),

— sistem zapisovanja in obdelovanja podatkov (strojna in programska oprema).

2.2.3 Kalibriranje sistema

— podroben opis metode, uporabljene za sestavo kalibracijske krivulje,

— informacije o kriterijih kakovosti za to metodo (npr. korelacijski koeficient, vsota kvadratov odstopanj,
itd.),

— informacije o vseh ekstrapolacijah, domnevah in približevanjih, opravljenih med poskusnim postop-
kom in ocenitev ter obdelava podatkov,

— vse uporabljene meritve za ustvarjanje kalibracijske krivulje morajo biti dokumentirane na tabeli, ki
vsebuje naslednje informacije za vsako kalibracijsko točko:

— ime vzorca,

— proizvajalec vzorca,

— značilne vrednosti standardov Mp, Mn, Mw in Mw/Mn, kot jih posreduje proizvajalec, ali kot so izpe-
ljane iz naknadnih meritev, skupaj s podrobnostmi o metodi določanja,

— injekcijski volumen in injekcijska koncentracija,

— Mp vrednost, uporabljena za kalibriranje,
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— elucijski volumen ali popravljeni retenzijski čas, izmerjen pri maksimumih vrha,

— Mp, izračunan na maksimumu vrha,

— odstotek odstopanja od izračunanega Mp in kalibracijska vrednost.

2.2.4 Ocenjevanje

— ocena na časovni podlagi: metode, uporabljene za zagotovitev zahtevane obnovljivosti (metode poprav-
ljanja, interni standard, itd.),

— informacije o tem, ali je ocena izvedena na podlagi elucijskega volumna ali retenzijskega časa,

— informacije o mejah ocenjevanja, če vrh ni analiziran v celoti,

— opis blažilnih metod, če so uporabljene,

— postopki priprave in predobdelave vzorca,

— prisotnost morebitnih neraztopljenih delcev,

— injekcijski volumen (μl) in injekcijska koncentracija (mg/μl),

— ugotovitve, ki kažejo na učinke, ki peljejo k odklonom od idealnega GPC profila,

— podroben opis vseh sprememb v preskusnih postopkih,

— podrobnosti o stopnjah odstopanj,

— vse druge informacije in ugotovitve, ki so pomembne za razlago rezultatov.

3. LITERATURA
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Priloga

Primeri drugih metod za določanje povprečnega števila molekulske mase (Mn) za polimere

Gelska permeacijska kromatografija (GPC) je priljubljena metoda za določanje Mn, zlasti kadar je na razpolago niz
standardov, katerih struktura je primerljiva s strukturo polimera. Vendar pa v primeru, kadar naletimo pri uporabi
metode GPC na izvedbene težave ali kadar lahko pričakujemo, da snov ne bo izpolnila regularnega Mn kriterija (in ki
ga je potrebno potrditi), so na razpolago druge metode, kot so:

1. Uporaba koligativnih lastnosti

1.1 Ebulioskopija/krioskopija: vključuje meritev zvišanja vrelišča (ebulioskopija) ali znižanja strdišča (krioskopija)
topila ob dodajanju polimera. Metoda se zanaša na dejstvo, da je učinek raztopljenega polimera na točki
vrelišča/strdišča tekočine odvisen od molekulske mase polimera (1) (2).

Nanos: Mn < 20 000.

1.2 Nižanje pritiska hlapov: vključuje meritev pritiska hlapov izbrane referenčne tekočine pred in po dodajanju zna-
nih količin polimera (1) (2).

Nanos: Mn < 20 000 (teoretično; v praksi gre za mejno vrednost).

1.3 Membranska osmometrija: se zanaša na osmozo, t.j. naravno nagnjenost raztapljajočih se molekul, da predrejo
skozi polprepustno membrano iz razredčila v koncentrirano raztopino, da bi se doseglo ravnovesje. V pre-
skusu je razredčena raztopina na nični koncentraciji, medtem ko koncentrirana raztopina vsebuje polimer. Uči-
nek prehajanja topila skozi membrano povzroča diferencial pritiska, ki je odvisen od koncentracije in mole-
kulske mase polimera (1) (3) (4).

Nanos: Mn med 20 000 — 200 000.

1.4 Osmometrija v hlapni fazi: vključuje primerjavo stopnje hlapenja čistega raztopljenega aerosola na najmanj tri
aerosole, ki vsebujejo polimer na različnih koncentracijah (1) (5) (6).

Nanos: Mn < 20 000.

2. Analiza končnih skupin

Da bi uporabili to metodo, sta potrebna tako celotna struktura polimera in narava verige, ki zaključuje končne
skupine (ta se mora razlikovati od glavnega ogrodja po, na primer, NMR ali titriranju/derivatizaciji). Z določit-
vijo molekulske koncentracije končnih skupin, prisotnih na polimeru, lahko pridemo do vrednosti molekulske
mase (7) (8) (9).

Nanos: Mn do 50 000 (z naraščajočo zanesljivostjo).
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PRILOGA III B

A.19 VSEBNOST POLIMEROV NIZKE MOLEKULSKE MASE

1. METODA

Ta gelska permeacijska kromatografija metoda je posnetek OECD smernice 119 (1996). Temeljna načela in
nadaljnje tehnične informacije so navedene v literaturi 1.

1.1 Uvod

Ker so lastnosti polimerov tako raznolike, je nemogoče opisati eno samo metodo, s katero bi bili natančno
določeni pogoji za separacijo in ocenjevanje, ki bi pokrivali vse možnosti in posebnosti, do katerih pride pri
separaciji polimerov. Zlasti se gelski permeacijski kromatografiji (GPC) pogosto ne da podrediti kompleksnih
sistemov polimerov. Kadar GPC metode ni mogoče uporabiti, lahko molekulsko maso določimo s pomočjo
drugih metod (glej Prilogo). V takšnih primerih je treba uporabljeno metodo natančno obrazložiti in
utemeljiti.

Opisana metoda temelji na DIN standardu 55672 (1). Ta DIN standard vsebuje podrobne informacije o
načinu izvajanja poskusov in ocenjevanja podatkov. V primeru, da je treba pogoje poskusa spremeniti, je
treba takšne spremembe utemeljiti. Lahko uporabimo tudi druge standarde, če so v celoti podprti z viri. Opi-
sana metoda uporablja vzorce polistirena znane polidisperznosti za kalibriranje in jo bo mogoče treba spre-
meniti, da bo ustrezala določenim polimerom, npr. v vodi topnim polimerom in razvejanim polimerom z
dolgimi verigami.

1.2 Definicije in enote

Nizka molekulska masa je arbitrarno opredeljena kot molekulska masa pod 1 000 daltoni.

Povprečno število molekulske mase Mn in povprečno maso molekulske mase Mw določimo s pomočjo
naslednjih enačb:

kjer je

Hi stopnja signala detektorja od osnovne črte za retenzijski volumen Vi

Mi molekulska masa frakcije polimera pri retenzijskem volumnu Vi

n število podatkovnih točk.

Razpon porazdelitve molekulske mase, ki je mera za disperznost sistema, se kaže z razmerjem Mw/Mn.

1.3 Referenčne snovi

Ker je GPC relativna metoda, je treba opraviti kalibriranje. Običajno za to uporabimo ozko porazdeljene,
linearno strukturirane vzorce polistirena z znanimi povprečnimi molekulskimi masami Mn in Mw in znano
porazdelitvijo molekulske mase. Kalibracijsko krivuljo lahko uporabimo le pri določanju molekulske mase
neznanega vzorca, če so pogoji za separacijo vzorca in standardov izbrani na povsem enak način.
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Določeno razmerje med molekulsko maso in volumnom elucije je veljavno le pod specifičnimi pogoji posa-
meznega poskusa. Ti pogoji vključujejo predvsem temperaturo, topilo (ali mešanico topila), kromatograf-
ske pogoje in separacijsko kolono ali sistem kolon.

Tako določene molekulske mase vzorca so relativne vrednosti in so opisane kot ekvivalentne molekulske
mase polistirena′. To pomeni, da se lahko glede na strukturalne in kemične razlike med vzorcem in stan-
dardi molekulske mase bolj ali manj oddaljijo od absolutnih vrednosti. Če uporabimo druge standarde, npr.
polietilen glikol, polietilen oksid, polimetil metakrilat, poliakrilno kislino, je treba za to navesti razloge.

1.4 Princip preskusne metode

Porazdelitev molekulske mase vzorca in povprečno molekulsko maso (Mn, Mw) lahko določimo z uporabo
GPC metode. GPC je poseben tip tekočinske kromatografije, kjer vzorec separiramo v skladu s
hidrodinamičnimi volumni posameznih sestavin (2).

Separacija se izvede, ko vzorec preteče skozi kolono, napolnjeno s poroznim materialom, običajno z
organskim gelom. Majhne molekule lahko predrejo skozi pore, večje molekule pa se izločijo. Pot večjih
molekul je tako krajša in te so najprej eluirane. Srednje velike molekule predrejo skozi nekaj por in so
eluirane pozneje. Najmanjše molekule, katerih povprečen hidrodinamični premer je manjši od por gela,
lahko predrejo skozi vse pore. Te so eluirane zadnje.

V idealnih razmerah na separacijo v celoti vpliva velikost molekulskih vrst, vendar pa se v praksi težko izog-
nemo vsaj nekaterim ovirajočim učinkom absorbcije. Neenakomerna napolnjenost kolon in mrtvi volumni
lahko razmere poslabšajo (2).

Ugotavljanje izvedemo, npr., na osnovi refrakcijskega indeksa ali UV absorpcije in dobimo preprosto distri-
bucijsko krivuljo. Da pa bi na krivulji opredelili dejanske vrednosti molekulske mase, moramo kalibrirati
kolono, tako da skoznjo pretečejo polimeri z znano molekulsko maso in, v idealnem primeru, v glavnem
podobno strukturo, npr. različni standardi polistirena. Rezultat Gaussove krivulje, čeprav včasih popačen z
majhnim repom na strani nizke molekulske mase, je običajno tak, da navpična os kaže količino, izraženo z
maso, raznih eluiranih vrst molekulske mase, vodoravna os pa logaritem molekulske mase.

Vsebnost nizke molekulske mase izhaja iz te krivulje. Izračun je lahko točen le, če se vrste z nizko mole-
kulsko maso ekvivalentno na osnovi mase odzivajo na polimer kot celota.

1.5 Kriteriji kakovosti

Ponovljivost (Relativna standardna deviacija: RSD) volumna elucije bi morala preseči 0,3 %. Zahtevana
ponovljivost analize mora biti zagotovljena s korekcijo prek internega standarda, če je kromatogram oce-
njen v časovni odvisnosti in če ne ustreza zgoraj navedenem kriteriju (1). Polidisperznosti so odvisne od
molekulskih mas standardov. V primeru standarda polistirena so tipične vrednosti naslednje:

Mp < 2 000 Mw/Mn < 1,20

2 000 ≤ Mp ≤ 10
6 Mw/Mn < 1,05

Mp > 10
6 Mw/Mn < 1,20

(Mp je molekulska masa standarda pri maksimumu vrha).

1.6 Opis preskusne metode

1.6.1 Priprava standardnih raztopin polistirena

Standardi polistirena se raztopijo s previdnim mešanjem v izbranem eluatu. Pri pripravi raztopin je treba
upoštevati navodila proizvajalca.
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Koncentracije izbranih standardov so odvisne od različnih dejavnikov, npr. injekcijski volumen, viskoznost
raztopine in občutljivost analitskega detektorja. Maksimalen injekcijski volumen mora biti prilagojen dol-
žini kolone, da bi se izognili preobremenitvi. Tipični injekcijski volumni za analitične separacije pri uporabi
GPC metode s kolono 30 cm x 7,8 mm so navadno med 40 in 100 μl. Možni so višji volumni, vendar ne
smejo presegati 250 μl. Optimalno razmerje med injekcijskim volumnom in koncentracijo je treba določiti
pred dejanskim kalibriranjem kolone.

1.6.2 Priprava raztopine vzorca

Načeloma veljajo za pripravo raztopin vzorca enake zahteve. Vzorec se raztopi v ustreznem topilu, npr.
tetrahidrofuranu (THF), če ga previdno pretresemo. V nobenem primeru ga ne smemo raztopiti z uporabo
ultrazvočne kopeli. Kadar je potrebno, se raztopina vzorca očisti skozi membranski filter z velikostjo por
med 0,2 in 2 μm.

Prisotnost neraztopljenih delcev je treba zabeležiti v zaključnem poročilu, saj do tega lahko pride zaradi vrst
visoke molekulske mase. Uporabiti je treba ustrezno metodo za določitev odstotka razgrajenih delcev po
masi. Raztopine je treba uporabiti v 24 urah.

1.6.3 Korekcija vsebnosti nečistot in aditivov

Ponavadi je nujno opraviti korekcijo vsebnosti vrst z M < 1 000 za prispevek prisotnih nepolimerskih spe-
cifičnih sestavin (npr. nečistote in/ali aditivi), razen če je izmerjena vsebnost že < 1 %. To izvedemo z
direktno analizo polimerske raztopine ali GPC eluata.

V primerih, kadar je eluat pri prehajanju skozi kolono preveč razredčen za nadaljnjo analizo, ga je treba
koncentrirati. Mogoče bo potrebno izhlapeti eluat do suhega stanja in ga še enkrat raztopiti. Koncentriranje
eluata se mora izvesti v pogojih, ki zagotavljajo, da na eluatu ne pride do nikakršnih sprememb. Tretiranje
eluata po opravljeni GPC je odvisno od analitične metode, uporabljene za kvantitativno določitev.

1.6.4 Aparat

GPC aparat vsebuje nasledvje komparente:

— zbiralnik za topilo,

— digestorij (kjer je primerno),

— črpalka,

— blažilec tresljajev (kjer je primerno),

— injekcijski sistem,

— kromatografske kolone,

— detektor,

— merilec pretoka (kjer je primerno),

— snemalnik in obdelovalec podatkov,

— posoda za odpadke.

Zagotoviti je treba da je sistem GPC inerten v zvezi z uporabljenimi topili (npr. z uporabo jeklenih kapilar
za topilo THF).

1.6.5 Injekcijski sistem in sistem prenosa topila

Določen volumen raztopine vzorca nanesemo na kolono bodisi z avtomatičnim vzorčevalcem bodisi ročno
na natančno določeno mesto. Če pri ročnem nanosu konico brizgalke prehitro umaknemo ali pritisnemo,
lahko povzročimo spremembe v ugotovljeni porazdelitvi molekulske mase. Sistem prenosa topila mora biti,
kolikor je mogoče, brez tresljajev, zato je najbolje, če uporabimo blažilec tresljajev. Red stopnje pretoka je
1 ml/min.
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1.6.6 Kolona

Polimer je opredeljen z uporabo bodisi preproste kolone bodisi več zaporedno povezanih kolon, odvisno
od vzorca. V prodaji so na voljo številni porozni materiali kolon z opredeljenimi lastnostmi (npr. velikost
por, meje izločanja). Izbor separacijskega gela ali dolžine kolone je odvisen tako od lastnosti vzorca
(hidrodinamični volumni, porazdelitev molekulske mase) in specifičnih pogojev za separacijo, kot so topilo,
temperatura in pretok (1) (2) (3).

1.6.7 Teoretični platoji

Kolona ali kombinacija kolon, uporabljenih za separacijo, mora biti opredeljen s številom teoretičnih
platojev. V primeru THF kot elucijskega topila to vsebuje nanos raztopine etil benzena ali drugega ustrez-
nega nepolarnega vzorca na kolono znane dolžine. Število teoretičnih platojev dobimo z naslednjo enačbo:

N = 5,54( VeW1/2)
2

ali N = 16(VeW)
2

kjer je

N število teoretičnih platojev

Ve elucijski volumen na maksimumu vrha

W temelj širine vrha

W1/2 širina vrha na polovici višine

1.6.8 Učinkovitost separacije

Poleg števila teoretičnih platojev, ki predstavlja količino, ki določa širino traku, svojo vlogo igra tudi učin-
kovitost separacije, ki jo določa nagib kalibracijske krivulje. Učinkovitost separacije kolone dobimo iz
naslednjega razmerja:

V
e,M
x

‐ V
e,(10Mx)

prečni prerez kolone
≥ 6,0[cm3

cm
2]

kjer je

We,Mx elucijski volumen za polistiren z molekulsko maso Mx

We, (10 Mx) elucijski volumen za polistiren z 10 krat večjo molekulsko maso.

Resolucijo sistema običajno opredelimo na naslednji način:

R1,2 = 2×
Ve1 ‐ Ve2
W1 + W2

×
1

log10(M2/M1)

kjer sta

We1, We2 elucijska volumna dveh standardov polistirena na maksimumu vrha

W1, W2 širini vrha pri osnovni črti

M1, M2 molekulski masi pri maksimumu vrha (naj se razlikujeta s faktorjem 10).

R-vrednost sistema kolone mora biti večja od 1,7 (4).

1.6.9 Topila

Vsa topila morajo biti visoke čistosti (za THF se uporablja čistost 99,5 %). Zbiralnik za topilo (če je potre-
ben v inertnem plinskem ozračju) mora biti dovolj velik za kalibriranje kolon in nekaj analiz vzorca. Topilo
je treba razpliniti preden ga s črpalko prenesemo na kolono.
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1.6.10 Nadzor temperature

Temperatura kritičnih internih sestavin (injekcijski zvitek, kolone, detektor in cevovod) mora biti konstantna
in v skladu z izbranim topilom.

1.6.11 Detektor

Namen detektorja je količinsko beleženje koncentracije iz kolone eluiranega vzorca. Da bi se izognili nepo-
trebni širitvi vrhov, mora kivetni volumen detektorske celice ostati čim manjši. Razen v primeru disperzije
svetlobe in detektorjev viskoznosti ne sme presegati 10 μl. Za detekcijo se navadno uporablja diferencialna
refraktometrija. Vendar pa, če to zahtevajo specifične lastnosti vzorca ali elucijskega topila, je mogoče upo-
rabiti tudi druge tipe detektorjev, npr. UV/VIS, IR, detektorje viskoznosti, itd.

2. PODATKI IN POROČANJE

2.1 Podatki

Za podrobne ocenjevalne kriterije kot tudi za zahteve, ki se nanašajo na zbiranje in obdelavo podatkov, se
je treba sklicevati na DIN standard (1).

Za vsak vzorec je treba opraviti dva samostojna poskusa. Analizirati je treba vsakega posebej. V vseh pri-
merih je bistveno, da določimo tudi podatke iz praznih polj, s katerimi smo ravnali v enakih pogojih kot
vzorec.

Potrebno je eksplicitno označiti, da so merjene vrednosti relativne vrednosti, ekvivalentne molekulskim
masam uporabljenega standarda.

Po določitvi retenzijskih volumnov ali retenzijskih časov (po možnosti popravljenih z uporabo internega
standarda), se logaritem Mp vrednosti (kjer je Mp maskimum vrha kalibracijskega standarda) prikažejo ob
eni izmed teh količin. Najmanj dve kalibracijski točki sta potrebni za dekado molekulske mase, najmanj pet
meritvenih točk pa je zahtevanih za celotno krivuljo, ki bi morala pokrivati ocenjeno molekulsko maso
vzorca. Končno točko nizke molekulske mase na kalibracijski krivulji določa n-heksil benzen ali kateri drug
ustrezen nepolaren vzorec. Povprečno število in povprečno maso molekulskih mas navadno določimo s
pomočjo elektronske obdelave podatkov, ki temelji na enačbah iz oddelka 1.2. V primeru ročne digitaliza-
cije, se lahko upošteva ASTM D 3536-91 (3).

Če na koloni ostane kak netopen polimer, bo njegova molekulska masa verjetno višja od mase topne
frakcije; v kolikor je ne bi upoštevali, bi to lahko pripeljalo do previsoke ocene vsebnosti nizke molekulske
mase. Smernice za korekcijo vsebnosti nizke molekulske mase za netopen polimer se nahajajo v Prilogi.

Porazdelitvena krivulja mora biti posredovana v obliki tabele ali grafa (diferencialna frekvenca ali odstotek
vsot proti logaritmu M). V grafičnem prikazu mora biti normalna širina ene dekade molekulske mase 4 cm,
maksimum vrha pa naj sega približno 8 cm v višino. V primeru integralnih porazdelitvenih krivulj mora
biti razlika na ordinati med 0 in 100 % približno 10 cm.

2.2 Preskusno poročilo

Preskusno poročilo mora vsebovati naslednje informacije:

2.2.1 Preskusna snov

— razpoložljive informacije o preskusni snovi (identiteta, aditivi, nečistote),

— opis obdelave vzorca, ugotovitve, problemi.
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2.2.2 Inštrumenti

— zbiralnik za eluat, inertni plin, razplinjanje eluata, sestava eluata, nečistote,

— črpalka, blažilec tresljajev, injekcijski sistem,

— separacijske kolone (proizvajalec, vse informacije o značilnostih kolon, kot so velikost por, vrsta
separacije, material, itd., število, dolžina in zaporedje uporabljenih kolon),

— število teoretičnih platojev kolone (ali kombinacije), učinkovitost separacije (resolucija sistema),

— informacije o simetriji vrhov,

— temperatura kolone, vrste nadzora temperature,

— detektor (principi merjenja, tip, volumen kivete),

— merilec pretoka, če je uporabljen (proizvajalec, principi merjenja),

— sistem zapisovanja in obdelovanja podatkov (strojna in programska oprema).

2.2.3 Kalibriranje sistema

— podroben opis metode, uporabljene za sestavo kalibracijske krivulje,

— informacije o kriterijih kakovosti za to metodo (npr. korelacijski koeficient, vsota kvadratov odstopanj,
itd.),

— informacije o vseh ekstrapolacijah, domnevah in približevanjih, opravljenih med poskusnim postop-
kom in ocenitev ter obdelava podatkov,

— vse uporabljene meritve za ustvarjanje kalibracijske krivulje morajo biti dokumentirane na tabeli, ki
vsebuje naslednje informacije za vsako kalibracijsko točko:

— ime vzorca,

— proizvajalec vzorca,

— značilne vrednosti standardov Mp, Mn, Mw in Mw/Mn, kot jih posreduje proizvajalec, ali kot so izpe-
ljane iz naknadnih meritev, skupaj s podrobnostmi o metodi določanja,

— injekcijski volumen in injekcijska koncentracija,

— Mp vrednost, uporabljena za kalibriranje,

— elucijski volumen ali popravljeni retenzijski čas, izmerjen pri maksimumih vrha,

— Mp, izračunan na maksimumu vrha,

— odstotek odstopanja od izračunanega Mp in kalibracijska vrednost.

2.2.4 Informacije o vsebnosti nizke molekulske mase

— opis uporabljenih metod pri analizi in način izvedbe poskusov,

— informacije o odstotkih vsebnosti vrst nizke molekulske mase (w/w), ki se nanaša na celotni vzorec,

— informacije o nečistotah, aditivih in drugih nepolimerskih vrstah v odstotkih po teži, ki se nanašajo na
celoten vzorec.

2.2.5 Ocenjevanje

— ocena na časovni podlagi: metode, uporabljene za zagotovitev zahtevane obnovljivosti (metode poprav-
ljanja, interni standard, itd.),

— informacije o tem, ali je ocena izvedena na podlagi elucijskega volumna ali retenzijskega časa,

— informacije o mejah ocenjevanja, če vrh ni analiziran v celoti,

— opis blažilnih metod, če so uporabljene,
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— postopki priprave in predobdelave vzorca,

— prisotnost morebitnih neraztopljenih delcev,

— injekcijski volumen (μl) in injekcijska koncentracija (mg/μl),

— ugotovitve, ki kažejo na učinke, ki peljejo k odklonom od idealnega GPC profila,

— podroben opis vseh sprememb v preskusnih postopkih,

— podrobnosti o stopnjah odstopanj,

— vse druge informacije in ugotovitve, ki so pomembne za interpretacijo rezultatov.

3. LITERATURA

(1) DIN 55672 (1995). Gelpermeationchromatographic (GPC) mit Tetrahydrofuran (THF) als Elutionsmittei,
Teil 1.

(2) Yau, W. W., Kirkland, J. J. in Bly, D. D. ur., (1979).Modern Size Exclusion Liquid Chromatography, J. Wiley
and Sons.

(3) ASTM D 3536-91, (1991). Standard Test Method for Molecular Wight Averages and Molecular Weight
Distribution by Liquid Exclusion Chromatography (Gel Permeation Chromatography-GPC). American
Society for Testing and Materials, Philadelphia, Pennsylvania.

(4) ASTM D 5296-92, (1992). Standard Test Method for Molecular Weight Averages and Molecular Weight
Distribution of Polystyrene by High Performance Size-Exclusion Chromatography. American Society for
Testing and Materials, Philadelphia, Pennsylvania.
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Priloga

Smernice za korekcijo vsebnosti nizke molekulske mase pri prisotnosti netopnega polimera

Kadar je v vzorcu prisoten netopen polimer, lahko to povzroči izgubo mase v teku GPC analize. Netopen polimer se
lahko nepovratno ohrani na koloni ali filtru vzorca, medtem ko raztopni delež vzorca predre skozi kolono. V pri-
meru, kadar je mogoče porast refrakcijskega indeksa (dn/dc) polimera oceniti ali izmeriti, lahko ocenimo maso vzorca,
izgubljeno na koloni. V tem primeru, lahko opravimo korekcijo z uporabo zunanjega kalibriranja s standardnimi
materiali znane koncentracije in dn/dc, da bi kalibrirali odziv refraktometra. V naslednjem primeru je uporabljen
standard poli(metil metakrilat) (pMMA).

Pri zunanjem kalibriranju za analizo akrilnih polimerov, z GPC analiziramo pMMA standard znane koncentracije v
tetrahidrofuranu, dobljene podatke pa uporabimo, da poiščemo konstanto na refraktometru, v skladu z enačbo:

K = R/(C x V x dn/dc)

kjer je
K konstanta refraktometra (v mikrovoltsekundah/ml)
R odziv pMMA standarda (v mikrovoltsekundah)
C koncentracija pMMA standarda (v mg/ml)
V injekcijski volumen (v ml) in
dn/de porast refrakcijskega indeksa za pMMA v tetrahidrofuranu (v ml/mg).

Naslednji podatki so značilni za pMMA standard:
R = 2 937 891
C = 1,07 mg/ml
V = 0,1 ml
dn/dc = 9 x 10-5 ml/mg.

Dobljeno K vrednost 3,05 x 1011 nato uporabimo za izračun odziva teoretičnega detektorja, če je 100 % vbrizganega
polimera eluirano skozi detektor.
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PRILOGA III C

A.20 OBNAŠANJE RAZTOPINE/IZVLEČKA POLIMEROV V VODI

1. METODA

Opisana metoda je v skladu s revidirano različico OECD smernice 120 (1997). Nadaljnje tehnične
informacije so navedene v literaturi (1).

1.1 Uvod

Za določene polimere, kot so emulzijski polimeri, bo mogoče potrebno opraviti začetno pripravo, preden
se uporabi tukaj podana metoda. Metoda se ne uporablja pri tekočinskih polimerih in polimerih, ki v pre-
skusnih pogojih reagirajo z vodo.

Kadar metoda ni izvedljiva ali mogoča, lahko obnašanje raztopine/izvlečka raziščemo s pomočjo drugih
metod. V takšnih primerih je treba uporabljeno metodo natačno obrazložiti in utemeljiti.

1.2 Referenčne snovi

Jih ni.

1.3 Principi preskusne metode

Obnašanje raztopine/izvlečka polimerov v vodnem gojišču določimo z uporabo metode z bučko (glej A.6
vodna topnost, metoda z bučko), upoštevajoč spodaj opisane spremembe.

1.4 Kriteriji kakovosti

Jih ni.

1.5 Opis preskusne metode

1.5.1 Oprema

Za metodo je potrebna naslednja oprema:

— drobilna naprava, npr. mlinček za proizvajanje delcev znane velikosti,

— aparat za tresenje z možnostjo nadzora temperature,

— sistem membranskega filtra,

— ustrezna oprema za analizo,

— standardizirana sita.

1.5.2 Priprava vzorca

Reprezentativni vzorec je treba najprej z uporabo ustreznih sit zmanjšati na velikost delca med 0,125 in
0,25 mm. Mogoče bo potrebno hlajenje, da se doseže stabilnost vzorca ali zaradi procesa drobitve. Mate-
riali gumijaste narave se lahko na temperaturi tekočega dušika zdrobijo (1).

Če zahtevane frakcije velikosti delca ni mogoče doseči, je treba velikost delca zmanjšati, kolikor je mogoče,
in poročati o rezultatu. V poročilu je treba označiti, kako smo zdrobljen vzorec hranili pred preskusom.

1.5.3 Postopek

Tri vzorce po 10 g preskusne snovi odmerimo v vsako izmed treh posod, zaprtih s steklenimi zamaški, in
v vsako posodo dodamo 1 000 ml vode. Če se izkaže, da je ravnanje s količino 10 g polimera neizvedljivo,
je treba uporabiti naslednjo najvišjo količino, s katero je mogoče ravnati, in temu ustrezno prilagoditi koli-
čino vode.
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Posode tesno zamašimo in jih pretresemo pri 20 °C. Uporabiti moramo napravo za tresenje ali mešanje, ki
lahko deluje na stalni temperaturi. Po 24 urah vsebino vsake posamezne posode centrifugiramo ali
prefiltriramo, koncentracijo polimera v čisti vodni fazi pa določimo z ustrezno analitično metodo. Če
ustreznih analitičnih metod za vodno fazo ni na voljo, lahko skupno topljivost/izločljivost ocenimo iz suhe
teže prefiltriranega ostanka ali centrifugirane oborine.

Ponavadi je treba po količini razločiti nečistote in aditive na eni strani in vrste z nizko molekulsko maso na
drugi. V primeru gravimetrične določitve je prav tako pomembno opraviti prazni preskus brez uporabe
vseh preskusnih snovi, da bi izračunali ostanke, do katerih pride med poskusnim postopkom.

Obnašanje raztopine/izvlečka polimerov v vodi pri 37 °C na pH 2 in pH 9 lahko določimo na enak način,
kot je opisano za izvajanje eksperimenta pri 20 °C. pH vrednosti se lahko dosežejo z dodajanjem bodisi
primernih puferjev ali ustreznih kislin ali baz, kot so hidrokloridna kislina, acetatna kislina, natrij analitične
stopnje ali kalijev hidroksid ali NH3.

Glede na uporabljeno metodo analize moramo izpeljati enega ali dva preskusa. Kadar je za neposredno ana-
lizo vodne faze polimerskega delca na voljo dovolj specifičnih metod, bi moral zadostovati en sam pre-
skus, kot je opisano zgoraj. Kadar pa takšne metode niso na voljo in je določitev obnašanja
raztopine/izvlečka polimera omejena na posredno analizo z določanjem zgolj skupne vsebnosti organskega
karbona (TOC) vodnega izvlečka, je treba opraviti dodaten preskus. Ta dodaten preskus je treba opraviti v
treh izvedbah in uporabiti 10-krat manjše vzorce polimera in enake količine vode, kot je bila uporabljena
v prvem preskusu.

1.5.4 Analiza

1.5.4.1 Preskus , opravl jen z eno vel ikost jo vzorca

Metode so lahko na voljo za neposredno analizo sestavin polimera v vodni fazi. Po drugi strani je mogoče
upoštevati tudi posredno analizo raztopljenih/izločenih sestavin polimera z določanjem skupne vsebnosti
topnih delcev in korekcijo za sestavine, ki niso značilne za polimer.

Analiza vodne faze za vse polimerske vrste je mogoča:

bodisi z dovolj občutljivo metodo, npr.

— TOC z uporabo persulfata ali digeriranjem dikromata za sprostitev CO2, ki mu sledi ocena z IR ali
kemična analiza,

— atomska absorpcijska spektrometrija (AAS) ali njen emisijski ekvivalent induktivno sklopljene plazme
(ICP) za polimere, ki vsebujejo silikon ali kovino,

— UV absorpcija ali spektrofluorometrija za akrilne polimere,

— LC-MS za vzorce z nizko molekulsko maso,

ali z vakuumskim izhlapevanjem do suhega stanja vodnega ekstrakta in spektroskopijo (IR, UV, itd.) ali
AAS/ICP analizo ostanka.

Če analiza vodne faze kot takšne ni izvedljiva, je treba vodni izvleček izvleči z organskim topilom, ki ni
združljiv z vodo, npr. s kloriranim hidrokarbonom. Topilo nato izhlapimo, ostanek pa analiziramo kot
zgoraj, da bi ugotovili njegovo vsebnost v ustreznem polimeru. Vsako sestavino v tem ostanku, ki je
prepoznana kot nečistota ali aditiv, je treba odšteti, da bi določili stopnjo raztopine/izvlečka samega poli-
mera.

Kadar so prisotne relativno velike količine takšnih materialov, je mogoče ostanek potrebno analizirati, na
primer, s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) ali plinsko kromatografijo (GC), da bi razločili
nečistote od prisotnega monomera in vrst, ki so iz monomera izpeljane, s čimer nato določimo pravo
vsebnost teh vrst.

V nekaterih primerih lahko zadostuje preprosto izhlapevanje organskega topila do suhega stanja in tehtanje
suhega ostanka.
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1.5.4.2 Preskus , opravl jen z dvema razl ičnima vel ikostma vzorca

Vsi vodni izvlečki se analizirajo za TOC.

Gravimetrična določitev se izvede na neraztopljenem/neizvlečenem delu vzorca. Če po centrifugiranju ali
filtriranju vsebnosti vsake posode ostanek polimera ostane pritrjen na stene posode, je treba posodo sprati
s filtratom, dokler z nje ne odstranimo vseh vidnih ostankov. Temu sledi ponovno centrifugiranje ali
filtriranje filtrata. Ostanke, ki ostanejo na filtru ali v centrifugini cevi posušimo pri 40 °C v vakuumu in jih
stehtamo. S sušenjem nadaljujemo, dokler ne dosežemo konstantne teže.

2. PODATKI

2.1 Preskus, opravljen z eno velikostjo vzorca

Posamezni rezultati za vsako izmed treh bučk in povprečne vrednosti je treba podati in izraziti v enotah
mase na volumen raztopine (značilno mg/l) ali mase na maso vzorca polimera (značilno mg/g). Poleg tega
je treba podati tudi izgubo teže vzorca (izračunano kot teža vzorca, deljeno s težo začetnega vzorca). Izra-
čunati je treba relativne standardne deviacije (RDS). Za celotno snov (polimer + bistveni aditivi, itd.) in samo
za polimere (t.j. po odštetju prispevka takšnih aditivov)je treba podati posamezne številke.

2.2 Preskus, opravljen z dvema različnima velikostima vzorca

Posamezne TOC vrednosti vodnih izvlečkov dveh trojnih poskusov in povprečno vrednost za vsak poskus
je treba podati izraženo v enotah mase na volumen raztopine (značilno mgC/l), kakor tudi v enotah mase
na težo začetnega vzorca (značilno mgC/g).

Če med rezultatom na visokem in nizkem razmerju vzorec/voda ni razlike, lahko to pomeni, da so bile vse
izločljive sestavine zares izvlečene. V tem primeru ponavadi direktna analiza ni potrebna.

Posamezne teže ostankov je treba podati izražene v odstotku začetnih tež vzorca. Povprečne vrednosti je
treba izračunati za vsak poskus. Razlike med 100 % in dobljenimi odstotki predstavljajo odstotke topljivega
in izločljivega materiala v izvirnem vzorcu.

3. POROČANJE

3.1 Preskusno poročilo

Preskusno poročilo mora vsebovati naslednje informacije:

3.1.1 Preskusna snov

— razpoložljive informacije o preskusni snovi (identiteta, aditivi, nečistote, vsebnost vrst z nizko mole-
kulsko maso).

3.1.2 Poskusni pogoji

— opis uporabljenih postopkov in poskusnih pogojev,

— opis analitičnih in detekcijskih metod.

3.1.3 Rezultati

— rezultati o topnosti/izločljivosti v mg/l; posamezne in povprečne vrednosti za ekstrakcijske preskuse v
različnih raztopinah, porazdeljenih v vsebnosti polimera in nečistotah, aditivih, itd.

— rezultati topnosti/izločljivosti v mg/g polimera,

— TOC vrednosti vodnega ekstrakta, masa vzorca in izračunani odstotki, če so merjeni,
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— pH vsakega posameznega vzorca,

— informacije o praznih vrednostih,

— kjer je potrebno, napotki o kemični nestabilnosti preskusne snovi med preskusnim postopkom in ana-
litičnim procesom,

— vse informacije, ki so pomembne za interpretacijo rezultatov.

4. LITERATURA

(1) DIN 53733 (1976) Zerkleinerung von Kunststofferzeugnissen für Prüfzwecke.
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PRILOGA III D

C.13 BIOKONCENTRACIJA: PRETOČNI PRESKUS NA RIBAH

1. METODA

Ta biokoncentracijska metoda je v skladu s OECD smernico 305 (1996).

1.1 Uvod

Ta metoda opisuje postopek za določanje biokoncentracijskega potenciala snovi v ribah pod pretočnimi
pogoji. Čeprav so pretočni preskusni režimi veliko bolj zaželeni, so dopustni tudi polstatični režimi, vendar
pod pogojem, da so izpolnjena merila veljavnosti (validacije).

Navedena metoda nudi dovolj podatkov za izvedbo preskusa, hkrati pa dopušča dovolj svobode za prila-
goditev načrta preskusa pogojem v posameznih laboratorijih in spreminjajočim lastnostim preskusnih
snovi. Najbolj ustrezna je za stabilne organske kemikalije z vrednostmi log Pow med 1,5 in 6,0 (1), kljub
temu pa se lahko uporablja tudi pri superlipofilnih snoveh (ki imajo log Pow > 6,0). Predocena
biokoncentracijskega faktorja (BKF), včasih označena s KB, bo za take superlipofilne snovi predvidoma višja
od vrednosti biokoncentracijskega faktorja stabilnega stanja (BKFss), ki naj bi se določila na osnovi labora-
torijskih poskusov. Predocene biokoncentracijskega faktorja za organske kemikalije z log Pow vrednostmi
do približno 9,0 se lahko pridobijo tako, da se uporabi enačba iz literature Bintein et al (2). Parametri, ki
določajo biokoncentracijski potencial, vsebujejo konstanto stopnje absorpcije (k1), konstanto stopnje
očiščenja (k2) in BKFss.

Radioaktivno označene preskusne snovi lahko pospešijo analizo vodnih in ribjih vzorcev ter se lahko upo-
rabijo pri odločitvi, ali je treba ugotoviti in količinsko opredeliti nepravilnosti. Če se merijo skupni radio-
aktivni ostanki (na primer z izgorevanjem ali topnostjo v tkivu), BKF temelji na izvorni spojini, vseh zadr-
žanih metabolitih in tudi asimiliranem ogljiku. Biokoncentracijski faktorji, ki temeljijo na skupnih
radioaktivnih ostankih, tako ne morejo biti neposredno primerljivi z biokoncentracijskimi faktorji,
izpeljanim zgolj s specifično kemično analizo izvorne spojine.

Postopki čiščenja se lahko uporabijo v študijah o radioaktivnosti, da se določi BKF, temelječ na izvorni spo-
jini, če je treba, pa se določijo tudi glavni metaboliti. Študija metabolizma rib se lahko s pomočjo analize in
ugotavljanja ostankov v tkivih združi tudi s študijo biokoncentracije.

1.2 Definicije in enote

Biokoncentracija/bioakumulacija je povečana koncentracija preskusne snovi v ali na organizmu (določenih tki-
vih le-tega), ki je odvisna od koncentracije preskusne snovi v okoliškem gojišču.

Biokoncentracijski faktor (BKF ali KB) je koncentracija preskusne snovi v/na ribah ali določenih tkivih le-teh
(Cf kot μg/g (ppm)) kadarkoli med fazo absorpcije v tega akumulacijskega preskusa, deljena s koncentracijo
kemikalije v okoliškem gojišču (Cw kot μg/ml (ppm)).

Biokoncentracijski faktor stabilnega stanja (BKFss ali KB) se v daljšem časovnem obdobju znatno ne spreminja,
pri čemer koncentracija preskusne snovi v okoliškem gojišču v tem obdobju ostaja konstantna.

Plato ali stabilno stanje je doseženo v krivulji preskusne snovi v ribah (Cf) proti času, ko krivulja postane
vzporedna s časovno osjo in so tri zaporedne analize Cf na vzorcih, vzetih najmanj v razmaku dveh dni, v
obsegu ± 20 % druga od druge, in ni znatnih razlik med tremi obdobji vzorčenja. Pri analiziranju združe-
nih vzorcev so potrebne najmanj štiri zaporedne analize. Za preskusne snovi, ki se absorbirajo počasi, so
bolj primerni sedemdnevni presledki.
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Biokoncentracijski faktorji, izračunani neposredno iz konstant kinetične stopnje (k1/k2), se imenujejo kinetični
faktor koncentracije, BKFk.

Koeficient porazdelitve oktanol/voda (Pow) je uravnoteženo razmerje topnosti kemikalije v n-oktanolu in vodi
(metoda A.8), izraženo tudi kot Kow. Logaritem Pow se uporablja kot pokazatelj potenciala kemikalije za
biokoncentracijo glede na vodne organizme.

Faza izpostavitve ali absorpcije je čas, ko so ribe izpostavljene preskusni kemikaliji.

Konstanta stopnje absorpcije (k1) je številčna vrednost, ki določa stopnjo povečanja koncentracije preskusne
snovi v/na preskusnih ribah (ali določenih tkivih le-teh), ko so ribe izpostavljene navedeni kemikaliji (k1 se
izrazi v dan-1).

Faza po izpostavitvi ali faza očiščenja (izgube) je čas po prenosu preskusnih rib iz gojišča, ki vsebuje preskusno
snov, v gojišče, ki te snovi ne vsebuje, ko se preuči očiščenje (ali čista izguba) snovi iz preskusnih rib (ali
določenih tkiv le-teh).

Konstanta stopnje očiščenja (izgube) (k2) je številčna vrednost, ki določa stopnjo zmanjšanja koncentracije pre-
skusne snovi v preskusnih ribah (ali določenih tkivih le-teh) po prenosu preskusnih rib iz gojišča, ki vsebuje
preskusno snov, v gojišče, ki te snovi ne vsebuje (k2 se izrazi v dan

-1).

1.3 Princip preskusne metode

Preskus sestavljata dve fazi: faza izpostavitve (absorpcije) in faza po izpostavitvi (očiščenja). Med fazo
absorpcije so ločene skupine rib ene vrste izpostavljene najmanj dvema koncentracijama preskusne snovi.
Ribe se nato za fazo očiščenja prestavijo v gojišče, ki ne vsebuje preskusne snovi. Faza očiščenja je vedno
potrebna, razen če je bila absorpcija snovi v fazi absorpcije zanemarljiva (npr. BKF je manjši od 10). Kon-
centracija preskusne snovi v/na ribah (ali določenih tkivih le-teh) se spremlja v obeh fazah preskusa. Poleg
dveh preskusnih koncentracij, se kontrolna skupina rib goji pod enakimi pogoji, le da ti ne vključujejo pre-
skusne snovi, s čimer se morebitni škodljivi učinki, opaženi med biokoncetracijskim preskusom, prime-
rjajo z ustrezno kontrolno skupino, pridobijo pa se tudi osnovne koncentracije preskusne snovi.

Faza absorpcije se izvaja 28 dni, razen če se izkaže, da je bilo ravnovesje doseženo že prej. Trajanje faze
absorpcije in čas, potreben za dosego stabilnega stanja, se lahko predvidi na osnovi enačbe iz Priloge 3. Faza
očiščenja se takrat prične tako, da se ribe prestavijo v enako gojišče v drugi čisti posodi, ki pa ne vsebuje
preskusne snovi,. Kjer je možno, se biokoncentracijski faktor izračuna tako kot razmerje (BKFss) koncen-
tracije v ribah (Cf) in v vodi (Cw) med očitnim stabilnim stanjem ter kot kinetični biokoncentracijski faktor
(BKFk) kot razmerje konstant stopenj absorpcije (k1) in očiščenja (k2), ob predpostavljanju kinetike prvega
reda. Če kinetika prvega reda očitno ni upoštevana, je treba uporabiti bolj zapletene modele (Priloga 5).

Če do stabilnega stanja ne pride v 28 dneh, se faza absorpcije podaljša, dokler se ne doseže stabilno stanje
ali največ za 60 dni; takrat se začne faza očiščenja.

Konstanta stopnje absorpcije, konstanta stopnje očiščenja (izgube) (ali konstante, kadar so vključeni bolj
zapleteni modeli), biokoncentracijski faktor in, kjer je možno, meje zaupanja vsakega izmed teh parame-
trov, se izračunajo na osnovi modela, ki najbolje opisuje izmerjene koncentracije preskusne snovi v ribah
in vodi.

BKF se izrazi kot funkcija skupne mokre teže rib. Vendar pa se, če so ribe dovolj velike, določena tkiva ali
organi (npr. mišice, jetra) lahko uporabijo za posebne namene ali pa se lahko razdelijo na užitne (fileji) in
neužitne (drobovje) dele. Ker je pri mnogih organskih snoveh jasno razmerje med potencialom za
biokoncentracijo in lipofilijo, obstaja tudi ustrezno razmerje med vsebnostjo lipida preskusnih rib in zabe-
leženo biokoncentracijo takšnih snovi. Da bi tako zmanjšali ta vir spremenljivosti v rezultatih preskusa za
navedene snovi z visoko lipofilijo (tj. z log Pow > 3), mora biti biokoncentracija dodatno izražena v odnosu
do vsebnosti lipida in ne samo glede na telesno težo.
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Vsebnost lipida naj se določi na enakem biološkem materialu, kot se uporablja za določanje koncentracije
preskusne snovi, kadar je to izvedljivo.

1.4 Podatki o preskusni snovi

Pred izvedbo preskusa biokoncentracije je o preskusni snovi potrebno pridobiti naslednje podatke:

(a) topnost v vodi;

(b) koeficient porazdelitve oktanol/voda Pow (označen tudi kot Kow, ki se določa z metodo HPLC v A.8);

(c) hidroliza;

(d) fototransformacija v vodi, določena pod sončnim ali simuliranim sončnim obsevanjem in pod pogoji
obsevanja preskusa biokoncentracije (3);

(e) površinska napetost (tj. za snovi, pri katerih se log Pow ne more določiti);

(f) parni tlak;

(g) hitra biorazgradljivost (kadar je to primerno).

Drug potreben podatek je strupenost za vrste rib, ki naj se uporabijo v preskusu, po možnosti asimptotični
LC50 (tj. neodvisen od časa). Dostopna mora biti ustrezna analitična metoda znane točnosti, natančnosti in
občutljivosti, saj mora biti omogočena količinska opredelitev preskusne snovi v preskusnih raztopinah in
biološkem materialu, prav tako pa podrobnosti o pripravi in shranjevanju vzorca. Ravno tako mora biti
znana analitična meja zaznavnosti preskusne snovi v vodi in v ribjih tkivih. Ko je uporabljena preskusna
snov z oznako 14C, mora biti znan odstotek radioaktivnosti, povezan z nečistotami.

1.5 Veljavnost preskusa

Če naj bo preskus veljaven, morajo veljati naslednji pogoji:

— temperatura niha za manj kot ± 2 °C,

— koncentracija raztopljenega kisika ne pade pod 60 % nasičenosti,

— koncentracija preskusne snovi v posodah se vzdržuje v obsegu ± 20 % povprečja merjenih vrednosti
med fazo absorpcije,

— smrtnost ali drugi škodljivi učinki/bolezni v kontrolnih in opazovanih ribah na koncu preskusa zna-
šajo manj kot 10 %; kadar preskus traja več tednov ali mesecev, morajo smrtnost ali drugi škodljivi
učinki v obeh skupinah rib znašati manj kot 5 % na mesec in skupno ne smejo presegati 30 %.

1.6 Referenčne spojine

Uporaba referenčnih spojin znanega biokoncentracijskega potenciala bi koristila pri preverjanju preskus-
nega postopka, kadar je to potrebno. Vendar pa se določenih snovi še ne more priporočiti.

1.7 Opis preskusne metode

1.7.1 Oprema

Pri vseh delih opreme se je treba izogniti uporabi materialov za vse dele naprav, ki se lahko raztopijo, absor-
birajo ali izlužijo in škodljivo učinkujejo na ribe. Uporabijo se lahko standardne pravokotne ali valjaste
akvarije iz kemično neaktivnega materiala in ustrezne prostornine, ki je v skladu s stopnjo obremenitve.
Uporabo cevnega materiala iz mehke plastike je treba čim bolj zmanjšati. Zaželena je raba cevnega mate-
riala iz teflona (R), nerjavečega jekla in/ali stekla. Izkušnje kažejo, da je priporočljivo uporabljati snovi z viso-
kim koeficientom absorpcije, na primer sintetične piretroide in silanizirano steklo. V teh primerih je treba
opremo po uporabi zavreči.
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1.7.2 Voda

Za preskus se običajno uporablja naravna voda, pridobljena iz neonesnaženega vira, ki omogoča enotno
kakovost. Kakovost vode za pripravo raztopine mora biti taka, da izbrani vrsti rib omogoča preživetje ves
čas trajanja prilagajanja in preskusnih obdobij, ne da bi ribe pokazale kakršenkoli neobičajen videz ali
obnašanje. Najbolje bi bilo dokazati, da preskusne vrste v vodi za pripravo raztopine lahko preživijo, rastejo
in se razmnožujejo (npr. v laboratorijski kulturi ali preskusu strupenosti v življenjskem ciklu). Vodi je treba
določiti najmanj pH-vrednost, trdoto, skupne trdne snovi, skupni organski ogljik in po možnosti tudi amo-
nij, nitrit, alkalnost ter, za morske vrste, slanost. Parametri, ki so pomembni za najugodnejše počutje rib, so
dobro znani, vendar Priloga I priporoča najvišje koncentracije številnih parametrov za sladko in morsko
preskusno vodo.

Voda mora biti ves čas preskusa enake kakovosti. Vrednost pH naj se nahaja v območju 6,0 do 8,5, vendar
mora biti v času danega preskusa v območju ± 0, 5 pH enot. Da bi preprečili vpliv vode za pripravo raz-
topine na rezultate preskusa (na primer s kompleksacijo preskusne snovi) ali njeno škodljivo učinkovanje
na skupino rib, je treba v časovnih presledkih vzeti vzorce za analizo. Določanje težkih kovin (npr. Cu, Pb,
Zn, Hg, Cd, Ni), glavnih anionov in kationov (npr. Ca, Mg, Na, K, Cl, SO4), pesticidov (npr. skupni
organofosforni in skupni organoklorni pesticidi), skupnega organskega ogljika in suspendiranih suhih snovi
je treba izvesti, na primer, vsake tri mesece, kadar je voda za pripravo raztopine po svoji kakovosti relativno
konstantna. Če je dokazano, da se kakovost vode ni spremenila najmanj eno leto, so določanja lahko manj
pogosta, razmiki pa daljši (npr. šest mesecev).

Vsebnost naravnih delcev in skupni organski ogljik (TOC) vode za pripravo raztopine morata biti čim nižja,
s čimer preprečimo, da bi organska snov absorbirala preskusne snovi, saj to lahko zmanjša njeno biološko
dostopnost (4). Najvišja sprejemljiva vrednost je 5 mg/l za delce (suha snov, ki jo zadrži 0,45 μm filter) in
2 mg/l za skupni organski ogljik (glej Prilogo 1). Če je treba, naj se voda pred uporabo filtrira. Prispevek k
vsebnosti organskega ogljika v vodi zaradi preskusnih rib (izločki) in iz ostankov hrane mora biti čim nižji.
Koncentracija organskega ogljika v preskusni posodi v času preskusa ne sme presegati koncentracije
organskega ogljika, ki izvira iz preskusne snovi in iz dodatka za topnost (če se ga uporabi), za več kot 10
mg/l (± 20 %).

1.7.3 Preskusne raztopine

Založna raztopina preskusne snovi se pripravi v ustrezni koncentraciji. Zaželeno je, da se založna raztopina
pripravi preprosto z mešanjem ali tresenjem preskusne snovi v vodi za pripravo raztopine. Uporaba topil
ali sredstev za disperzijo (dodatkov za topnost) se odsvetuje; kljub temu pa se jih lahko uporabi v nekaterih
primerih, da se pridobi ustrezno koncentrirana založna raztopina. Uporabljajo se lahko topila, kot so etanol,
metanol, etilen glikol monometil eter, etilen glikol dimetil eter, dimetilformamid in trietilen glikol. Sredstva
za disperzijo, ki se lahko uporabijo, so Cremaphor RH40, Tween 80, metilceluloza 0,01 % in HCO-40. Ob
uporabi hitro biorazgradljivih dodatkov za topnost je treba biti previden, saj lahko le-ti povzročijo težave
z rastjo bakterij v pretočnih preskusih. Preskusna snov je lahko radioaktivno označena in mora biti visoke
čistosti (npr. po možnosti > 98 %).

Za pretočne preskuse je potreben sistem, ki neprestano razdeljuje in redči založno raztopino preskusne
snovi (npr. merska črpalka, proporcionalno razredčilo, saturator), da lahko preskusne koncentracije dovaja
v preskusne posode. Na dan naj bi se vsebina vsake preskusne posode zamenjala najmanj petkrat. Zaželena
je pretočna metoda, kadar pa to ni mogoče (npr. kadar na preskusne organizme delujejo škodljivi učinki),
se lahko uporabi polstatična tehnika, pod pogojem, da je zadovoljeno merilom veljavnosti. Stopnje pre-
toka založnih raztopin in vode za pripravo raztopine je treba preveriti 48 ur pred preskusom in nato v času
preskusa najmanj vsak dan. Ta pregled vključuje določanje stopnje pretoka skozi vsako preskusno posodo,
pri čemer se zagotovi, da se le-ta znotraj posode ali med njimi ne spreminja za več kot 20 %.
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1.7.4 Izbira vrst

Pomembni pogoji za izbiro vrst so, da so lahko dostopne, da so na razpolago v primernih velikostih in da
se lahko ustrezno gojijo v laboratoriju. Drugi pogoji za izbiro vrste rib vključujejo rekreacijsko, tržno, eko-
loško pomembnost, pa tudi primerljivo občutljivost, dosedanjo uspešno rabo, itd.

Priporočene preskusne vrste so navedene v Prilogi 2. Uporabijo se lahko tudi druge vrste, vendar je morda
treba prilagoditi preskusni postopek, da se zagotovijo ustrezni preskusni pogoji. V tem primeru se princip
izbora vrst in preskusne metode zabeleži.

1.7.5 Gojenje rib

Založna populacija rib naj se najmanj dva tedna aklimatizira v vodi pri preskusni temperaturi in se ves čas
prehranjuje tako pogosto in s tako hrano kot med preskusom.

Po 48 urah od naselitve se zabeleži smrtnost, pri čemer se uporabijo naslednja merila:

— smrtnost, ki v sedmih dneh preseže 10 % populacije; treba je zavrniti celotno serijo,

— smrtnost, ki v sedmih dneh znaša 5 do 10 % populacije; aklimatizirati jih je treba še sedem dni,

— smrtnost, ki je v sedmih dneh manjša od 5 % populacije: serija se sprejme — če je smrtnost v naslednjih
sedmih dneh višja od 5 %, se celotna serija zavrne.

Poskrbeti je treba, da ribe, ki se uporabljajo v preskusu, nimajo opaznih bolezni in nepravilnosti. Vse bolne
ribe je treba zavreči. Rib se dva tedna pred preskusom ali v času trajanja preskusa ne sme zdraviti.

1.8 Izvedba preskusa

1.8.1 Predhodni preskus

Da se izboljšajo preskusni pogoji končno veljavnega preskusa, npr. izbira koncentracij(e) preskusnih snovi,
trajanje faze absorpcije in očiščenja, bi bilo koristno izvesti predhodni preskus.

1.8.2 Pogoji izpostavitve

1.8.2.1 Tra janje faze absorpci je

Trajanje faze absorpcije se lahko predvidi na podlagi praktičnih izkušenj (npr. na podlagi predhodne štu-
dije ali podatkov o biokoncentraciji sorodne kemikalije) ali določenih empiričnih razmerij, pri čemer se upo-
rabijo podatki o topnosti v vodi ali koeficientu porazdelitve oktanol/voda preskusne snovi (glej Prilogo 3).

Fazo absorpcije je treba izvajati 28 dni, razen če se lahko dokaže, da je bilo ravnovesje doseženo že prej. Če
stabilno stanje ni bilo doseženo v 28 dneh, je treba fazo absorpcije podaljšati in izvesti nadaljnje meritve,
dokler se ne doseže stabilno stanje ali največ za 60 dni.

1.8.2.2 Tra janje faze očiščenja

Obdobje, ki traja polovico trajanja faze absorpcije, ponavadi zadostuje, da se pojavi ustrezno (npr. 95 %)
zmanjšanje v obremenitvi telesa s snovjo (glej Prilogo 3 za razlago ocene). Če je čas, potreben za dosego
95 % izgube, predolg in na primer dvakrat presega normalno dolžino faze absorpcije (tj. več kot 56 dni), se
lahko uporabi krajše obdobje (tj. dokler koncentracija preskusne snovi ne znaša manj kot 10 % koncen-
tracije stabilnega stanja). Vendar pa se za snovi, ki imajo bolj zapletene vzorce absorpcije in očiščenja, kot
je predstavljeno v enodelnem modelu, ki zajame kinetiko prvega reda, dovoli daljša faza očiščenja za dolo-
čanje konstant stopnje izgube. Na to obdobje pa lahko vendarle vpliva obdobje, v katerem koncentracija
preskusne snovi v ribah ostaja nad analitično mejo zaznavnosti.
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1.8.2.3 Števi lo preskusnih r ib

Število rib na preskusno koncentracijo je treba izbrati tako, da so za vsako vzorčenje na voljo najmanj štiri
ribe na vzorec. Če se zahteva večja statistična značilnost, je potrebnih več rib na vzorec.

Če se uporabljajo odrasle ribe, je treba zabeležiti, ali so v preskusu uporabljeni samice, samci ali oba spola.
Če sta uporabljena oba spola, je treba še pred izpostavitvijo dokazati, da so razlike v vsebnosti lipidov med
spoloma zanemarljive; morda je potrebna združitev vseh samcev in samic.

Za katerikoli preskus se izberejo ribe podobne teže, tako da najmanjše niso manjše od dveh tretjin teže naj-
večjih. Vse morajo biti vzgojene v istem letu in prihajati iz istega vira. Ker teža in starost rib včasih odlo-
čilno vplivata na BKF vrednosti (1), je treba te podatke točno beležiti. Priporoča se, da se podvzorci rib pred
preskusom stehtajo, da se tako oceni povprečna teža.

1.8.2.4 Obremenitev

Visoka razmerja voda-ribe se uporabijo, da bi se čim bolj zmanjšala redukcija v Cw, ki jo povzroča dodajanje
rib na začetku preskusa, in da bi se izognili upadu koncentracije raztopljenega kisika. Pomembno je, da
stopnja obremenitve ustreza uporabljenim preskusnim vrstam. V vsakem primeru se ponavadi priporoča
stopnja obremenitve akvarija, ki znaša 0,1 do 1,0 g rib (mokra teža) na liter vode na dan. Visoke stopnje
obremenitve se lahko uporabijo, če se pokaže, da se zahtevana koncentracija preskusne snovi lahko vzdržuje
v območju ± 20 % mejnih vrednosti, in da koncentracija raztopljenega kisika ni manjša od 60 % nasiče-
nosti.

Pri izbiri ustreznih režimov obremenitve je treba upoštevati naravni habitat ribjih vrst. Ribe, ki živijo pri
dnu, na primer, lahko zahtevajo več prostora na dnu akvarija pri enaki prostornini vode kot vrste pelagič-
nih rib.

1.8.2.5 Hranjenje

V času prilagajanja in preskusa se ribe hranijo s primerno prehrano znane vsebnosti lipida in skupnega pro-
teina, v ustreznih količinah, ki zagotavljajo zdrav razvoj in vzdržujejo telesno težo. Ribe se hranijo vsak dan
ves čas prilagajanja in preskusa s hrano, ki znaša približno 1 do 2 % telesne teže na dan; tako ostaja kon-
centracija lipida v času preskusa pri večini vrst rib na relativno stalni ravni. Količino hrane je treba
preračunati, na primer, enkrat na teden, da se vzdržuje stalna telesna teža in vsebnost lipida. Za ta izračun
se lahko teža rib v vsaki preskusni posodi oceni iz teže ribe, ki je bila nazadnje vzorčena iz navedene posode.
Ribe, ki ostanejo v posodi, se ne tehtajo.

Ostanki hrane in iztrebki se iz preskusnih snovi izčrpajo vsak dan kmalu po hranjenju (v roku 30 minut do
ene ure). Posode so ves čas preskusa čim čistejše, tako da ostaja koncentracija organske snovi čim nižja, saj
lahko prisotnost organskega ogljika omeji biološko dostopnost preskusne snovi (1).

Ker veliko hrane izvira iz ribje moke, je treba hrano analizirati, da se ugotovi prisotnost preskusnih snovi.
Zaželeno je tudi, da se v hrani analizira prisotnost pesticidov in težkih kovin.

1.8.2.6 Svet loba in temperatura

Obdobje osvetljenosti ponavadi traja 12 do 16 ur, temperatura (nihanje ± 2 °C) pa mora ustrezati preskus-
nim vrstam (glej Prilogo 2). Vrsta in lastnosti svetlobe morajo biti znane. Paziti je treba na morebitno foto-
transformacijo preskusne snovi pod obsevalnimi pogoji študije. Uporabiti je treba ustrezno svetlobo, da ribe
niso izpostavljene nenaravnim fotoproizvodom. V nekaterih primerih je ustrezno uporabiti filter, da se
prestreže UV obsevanje pod 290 nm.

1.8.2.7 Preskusne koncentrac i je

Ribe so pod pretočnimi pogoji izpostavljene najmanj dvema koncentracijama preskusnih snovi v vodi. Višja
(ali najvišja) koncentracija preskusne snovi ponavadi znaša okoli 1 % njenega akutnega asimptotičnega LC50
in je ob uporabi analitične metode najmanj desetkrat višja od njene meje zaznavnosti v vodi.
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Najvišja preskusna koncentracija se lahko določi tudi tako, da se akutni 96h LC50 deli z ustreznim
akutno/kroničnim razmerjem (pri nekaterih kemikalijah so ustrezna razmerja lahko okoli tri do sto). Če je
možno, se izbere druga koncentracija, ki se razlikuje od zgoraj navedene za faktor 10. Če zaradi 1 % kri-
terija LC50 in analitične mejne vrednosti to ni možno, se lahko uporabi faktor, ki je nižji od 10, ali pa je
treba razmisliti o uporabi preskusne snovi, označene s 14C. Nobena uporabljena koncentracija ne sme pre-
segati topnosti preskusne snovi.

Če se uporabi dodatek za topnost, njegova koncentracija ne sme presegati 0,1 ml/l in mora biti enaka v
vseh prekusnih posodah. Poznati je treba njegov prispevek, skupaj s preskusno snovjo, k skupni vsebnosti
organskega ogljika v preskusni vodi. Vendar pa se je treba uporabi takšnih materialov na vsak način
poskusiti izogniti.

1.8.2.8 Kontrole

Poleg preskusne serije je treba imeti še eno kontrolo z vodo za pripravo raztopine ali eno z dodatkom za
topnost, če je ta v preskusu uporabljen, pod pogojem, da je bilo ugotovljeno, da navedeni dodatek ne vpliva
na ribe. Če temu ni tako, je treba imeti obe kontroli.

1.8.3 Pogostost meritev kakovosti vode

Med preskusom je treba raztopljeni kisik, TOC, pH in temperaturo meriti v vseh posodah. Skupna trdota in
slanost, če je to primerno, se morata meriti v kontrolah in v eni posodi z višjo (ali najvišjo) koncentracijo.
Raztopljeni kisik in slanost, če je to primerno, naj se izmerita najmanj trikrat — na začetku, približno na
sredini in na koncu faze absorpcije — in enkrat tedensko v fazi očiščenja. TOC je treba izmeriti na začetku
preskusa (24 ur in 48 ur pred začetkom faze absorpcije), preden se dodajo ribe, in najmanj enkrat tedensko
med fazo absorpcije in fazo očiščenja. Temperaturo je treba meriti vsak dan, pH na začetku in koncu vsake
faze, trdota pa enkrat na preskus. Temperatura naj se po možnosti nadzira neprekinjeno v najmanj eni
posodi.

1.8.4 Vzorčenje in analiza rib in vode

1.8.4.1 Razporedi tev vzorčenja r ib in vode

Vzorec vode iz preskusnih posod se za določanje koncentracije preskusne snovi vzame preden se dodajo
ribe, med fazo absorpcije in fazo očiščenja. Voda se vzorči istočasno kot ribe in pred hranjenjem, lahko pa
tudi večkrat. Med fazo absorbcije se določijo koncentracije preskusnih snovi, da se preveri skladnost z merili
veljavnosti.

Ribe se vzorčijo najmanj petkrat med fazo absorpcije in najmanj štirikrat med fazo očiščenja. Ker je v
nekaterih primerih na osnovi takega števila vzorcev težko izračunati razmeroma natančno oceno BKF
vrednosti, zlasti če ne gre za preprosto kinetiko očiščenja prvega reda, je priporočljivo v obeh fazah vzorce
vzeti bolj pogosto (glej Prilogo 4). Dodatni vzorci se shranijo in analizirajo samo, če se rezultati prvega
kroga analiz izkažejo kot neustrezni za izračun biokoncentracijskega faktorja z želeno natančnostjo.

Primer sprejemljivega razporeda vzorčenja je podan v Prilogi 4. Druge razporeditve se izračunajo prepro-
sto tako, da se za izračun časa izpostavitve uporabijo druge vrednosti Pow, predvidene za 95 % absorpcijo.

Vzorčenje se nadaljuje med fazo absorpcije, dokler ne pride do stabilnega stanja ali največ 28 dni. Če do
stabilnega stanja ne pride v 28 dneh, se vzorčenje nadaljuje, dokler ne pride do stabilnega stanja ali še naj-
več 60 dni. Pred začetkom faze očiščenja se ribe premestijo v čiste akvarije.

1.8.4.2 Vzorčenje in pr iprava vzorcev

Vzorci vode za analizo se pridobijo na primer tako, da se voda prek inertnega cevnega materiala izčrpa s
središčne točke preskusne posode. Glede na to, da ne filtriranje ne centrifugiranje vedno ne ločita delcev
preskusne snovi, ki niso biološko dostopni, od tistih, ki so biouporabni (zlasti za superlipofilne kemikalije,
tj. kemikalije z log Pow > 5) (1) (5), vzorci ne smejo biti izpostavljeni takemu ravnanju.
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Namesto tega je treba poskrbeti, da so akvariji čim bolj čisti in da se vsebnost skupnega organskega ogljika
nadzira tako med fazo absorpcije kot med fazo očiščenja.

Ob vsakem vzorčenju se iz preskusnih posod odstrani ustrezno število rib (ponavadi najmanj štiri). Vzor-
čene ribe se hitro izperejo z vodo, osušijo, usmrtijo v hipu z najbolj ustrezno in humano metodo ter nato
stehtajo.

Zaželeno je, da se ribe in voda analizirajo takoj po vzorčenju, da se prepreči razgradnja ali druge izgube ter
da se v teku preskusa izračunata približni stopnji absorpcije in očiščenja. S takojšnjo analizo se izognemo
tudi zamudam pri ugotavljanju kdaj je bil plato dosežen.

Če takojšnja analiza ni izvedena, se vzorci shranijo z ustrezno metodo. Pred začetkom študije se pridobijo
podatki o ustrezni metodi shranjevanja za določeno preskusno snov — na primer globoko zmrzovanje,
shranjevanje pri 4 °C, trajanja shranjevanja, ekstrakcija, itd.

1.8.4.3 Kakovost anal i t ične metode

Ker je za celoten postopek pomembna točnost, natančnost in občutljivost analitične metode, uporabljene
za preskusno snov, je treba praktično preveriti, da sta natančnost in reproduktivnost kemične analize, kakor
tudi ponovna pridobitev preskusne snovi tako iz vode kot iz rib, zadovoljivi za določeno metodo. Preveriti
je treba tudi, da se preskusne snovi v vodi, ki se uporablja za pripravo raztopine, ne zazna.

Če je treba, se vrednosti Cw in Cf, pridobljeni s preskusom, popravita glede na prispevek oziroma na
vrednosti ozadja kontrol. Z vzorci rib in vode se ves čas ravna tako, da se čim bolj zmanjša onesnaženje in
izguba (npr. ki je posledica adsorpcije na vzorčevalno napravo).

1.8.4.4 Anal iza vzorca r ib

Če se v preskusu uporabljajo radioaktivno označeni materiali, se lahko analizira količina skupnega
radioaktivnega označevala (tj. izvornega in metabolitov) ali pa se vzorci očistijo, tako da se izvorna spojina
lahko analizira ločeno. Glavni metaboliti se lahko določijo tudi na koncu faze absorpcije ali najkasneje med
stabilnim stanjem. Če je BKF glede na skupne radioaktivno označene ostanke ≥ 1 000 %, je priporočljivo in
za določene kategorije kemikalij, kot so na primer pesticidi, zelo priporočljivo, da se ugotovijo in količin-
sko opredelijo razkrojki, ki predstavljajo ≥ 10 % skupnih ostankov v ribjem tkivu v stabilnem stanju. Če so
razkrojki, ki predstavljajo ≥ 10 % skupnih radioaktivno označenih ostankov v ribjem tkivu, ugotovljeni in
količinsko določeni, potem je priporočljivo tudi, da se ugotovijo in količinsko opredelijo tudi razkrojki v
preskusni vodi.

Koncentracija preskusne snovi se običajno določi za vsako posamezno stehtano ribo. Če to ni mogoče, je
združevanje vzorcev pri vsakem vzorčenju dovoljeno, vendar združevanje omejuje statistične postopke, ki
se lahko uporabljajo za tako pridobljene podatke. Če sta določen statistični postopek in stopnja značilnosti
pomembna faktorja, se mora v preskus vključiti ustrezno število rib, da se prilagodi zaželenemu postopku
združevanja vzorcev in statistične značilnosti (6) (7).

BKF je treba izraziti tako kot funkcijo mokre teže in, za visoko lipofilne snovi, kot funkcijo vsebnosti lipida.
Vsebnost lipida rib se določi pri vsakem vzorčenju, če je to mogoče. Za določanje vsebnosti lipida se morajo
uporabiti ustrezne metode (Literaturi 8 in 2 Priloge 3). Kot standardna metoda se lahko priporoči tehnika
z ekstrakcijo kloroforma/metanola (9). Različne metode ne dajo enakih vrednosti (10), zato je pomembno,
da so znane podrobnosti o uporabljeni metodi. Če je mogoče, naj se analiza lipida izvede na istem eks-
traktu, kot je bil pripravljen za analizo preskusne snovi, saj morajo biti nemalokrat lipidi odstranjeni iz
ekstrakta, preden se ga lahko analizira s kromatografom. Vsebnost lipida v ribah (kot mg/kg mokre teže) se
na koncu preskusa ne sme razlikovati od začetne vrednosti za več kot ± 25 %. Ravno tako je treba zabeležiti
odstotek suhe snovi v tkivu, da se omogoči pretvorba koncentracije lipida od mokre do suhe osnove.
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2. PODATKI

2.1 Obdelava rezultatov

Krivulja absorpcije preskusne snovi se dobi tako, da se njena koncentracija v/na ribi (ali določenih tkivih) v
fazi absorpcije grafično prikaže kot funkcija časa na aritmetični lestvici. Če krivulja doseže plato, torej če
postane približno asimptotična na časovno premico, se BKFss stabilnega stanja izračuna na podlagi enačbe:

Cf kot stabilno stanje (povprečno)
Cw kot stabilno stanje (povprečno)

Če stabilno stanje ni doseženo, se za oceno nevarnosti BKFss lahko dovolj natančno izračuna na podlagi
„stabilnega stanja“ pri 80 % (1,6/k2) ali 95 % (3,0/k2) glede na ravnovesje.

Določi se tudi koncentracijski faktor (BKFk) kot razmerje k1/k2, dveh konstant kinetike prvega reda. Kon-
stanta stopnje očiščenja (k2) se ponavadi določi na osnovi krivulje očiščenja (tj. grafični prikaz upadanja
koncentracije preskusne snovi v ribi s časom). Konstanta stopnje absorpcije (k1) se nato izračuna na pod-
lagi danega k2 in vrednosti Cf, ki se pridobi iz krivulje absorpcije (gl. tudi Prilogo 5). Za izračun faktorja
BKFk in konstant stopenj k1 in k2 je zaželena uporaba računalniških metod za izračun nelinearnih
parametrskih ocen (11). Sicer se za izračun k1 in k2 lahko uporabijo grafične metode. Če krivulja očiščenja
očitno ni krivulja prvega reda, je treba uporabiti bolj zapletene modele (glej literaturo v Prilogi 3) in pois-
kati nasvet biostatistika.

2.2 Razlaga rezultatov

Rezultate je treba razlagati previdno, kadar se izmerjene koncentracije preskusnih raztopin pojavljajo na
ravneh blizu meje zaznavnosti analitične metode.

Jasno določeni krivulji absorpcije in očiščenja sta pokazateljici kakovostnih podatkov o biokoncentraciji.
Odstopanja v konstantah absorpcije/očiščenja med dvema preskusnima koncentracijama morajo znašati
manj kot 20 %. Večje opažene razlike v stopnjah absorpcije/očiščenja med obema uporabljenima
preskusnima koncentracijama je treba zabeležiti in navesti možne razloge. Ponavadi se meja zaupanja pri
biokoncentracijskih faktorjih iz dobro zasnovanih študij približa ± 20 %.

3. POROČANJE

Poročilo o preskusu mora vsebovati naslednje podatke:

3.1 Preskusna snov

— fizikalna narava in, kadar je to primerno, fizikalno-kemijske lastnosti,

— podatki o kemični identifikaciji (vključno z vsebnostjo organskega ogljika, če je to primerno),

— če gre za radioaktivno označeno snov, točen položaj radioaktivnih atoma/atomov in odstotek radio-
aktivnosti, združene z nečistotami.

3.2 Preskusne vrste

— znanstveno ime, sev, vir, kakršna koli predobdelava, aklimatizacija, starost, red velikosti, itd.

3.3 Preskusni pogoji

— uporabljeni preskusni postopek (npr. pretočni ali polstatični),

— tip in lastnosti uporabljene svetlobe in obdobje(a) osvetljenosti,

— načrt preskusa (npr. število in velikost preskusnih posod, stopnja nadomeščene vodne prostornine, šte-
vilo ponovitev, število rib na ponovitev, število preskusnih koncentracij, dolžina faze absorpcije in faze
očiščenja, pogostost vzorčenja ribjih in vodnih vzorcev),
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— metoda priprave založnih raztopin in pogostost obnovitev (dodatek za topnost, njegova koncentracija
in njegov prispevek k vsebnosti organskega ogljika v preskusni vodi morajo biti podani, kadar so upo-
rabljeni),

— nominalne preskusne koncentracije, povprečje izmerjenih vrednosti in njihovih normalnih odklonov v
preskusnih posodah ter metoda, s pomočjo katere so bili izmerjeni,

— vir vode za pripravo raztopine, opis kakršnih koli predobdelav, rezultati katerih koli predstavitev spo-
sobnosti preskusnih rib, da živijo v tej vodi, in značilnosti vode: pH, trdota, temperatura, koncentracija
raztopljenega kisika, stopnje ostanka klora (če so izmerjene), skupni organski ogljik, suspendirane suhe
snovi, slanost preskusnega gojišča (če je to primerno) in katere koli druge opravljene meritve,

— kakovost vode v preskusnih posodah, pH, trdota, TOC, temperatura in koncentracija raztopljenega
kisika,

— podrobni podatki o hranjenju (na primer vrsta hrane, vir, sestava — najmanj vsebnost lipida in pro-
teina, če je možno, količina dane hrane in pogostost),

— podatki o ravnanju z ribjimi in vodnimi vzorci, vključno s podrobnostmi o pripravi, shranjevanju, eks-
trakciji in analitičnih postopkih (in natančnost) za preskusno snov in vsebnost lipida (če je izmerjena).

3.4 Rezultati

— rezultati vseh poprej izvedenih študij,

— smrtnost kontrolnih rib in rib v vsaki posodi s preskusno snovjo ter kakršno koli zabeleženo nena-
vadno obnašanje,

— vsebnost lipida v ribah (če je določena med preskusom),

— krivulje (vključno z vsemi izmerjenimi podatki) iz katerih je razvidna absorpcija in očiščenje preskusne
kemikalije v ribi ter čas, potreben za dosego stabilnega stanja,

— Cf in Cw (s standardno deviacijo in razponom, če je to primerno) za vsa vzorčenja (pri čemer je Cf izra-
žen v μg/g mokre teže (ppm) celotnega telesa ali določenega tkiva le-tega, npr. lipid, in Cw v μg/ml
(ppm)). Cw vrednosti za kontrolno serijo (zabeležiti je treba tudi ozadje),

— biokoncentracijski faktor stabilnega stanja (BKFss) in/ali kinetični koncentracijski faktor (BKFk) ter, če je
to primerno, 95 % meje zaupanja za konstante stopenj absorpcije in očiščenja (izgube) (vse izraženo v
odnosu do celega telesa in skupne vsebnosti lipida v živali ali določenih tkiv le-te, če je izmerjena), meje
zaupanja in standardna deviacija (če je na razpolago) in metode analize računavanja/analize podatkov
za vsako koncentracijo uporabljene preskusne snovi,

— kadar so uporabljene radioaktivno označene snovi, in če je to potrebno, naj se predloži kopičenje vseh
zaznanih metabolitov,

— kar koli nenavadnega v zvezi s preskusom, kakršno koli odstopanje od teh postopkov in katerikoli drugi
pomembni podatki.

Z razvojem metode pred preskusom in s preskusnim načrtom je treba zmanjšati rezultate v smislu
„neopaženo znotraj mej zaznavnosti“, saj se takšni rezultati ne morejo uporabiti za izračun konstante.
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Priloga 1

Kemične lastnosti sprejemljive razredčene vode

Snov Mejna koncentracija

1 Delci 5 mg/l

2 Skupni organski ogljik 2 mg/l

3 Neionizirani amonijak 1 μg/l

4 Ostanki klora 10 μg/l

5 Skupni organofosforni pesticidi 50 ng/l

6 Skupni organoklorni pesticidi plus poliklorirani bifenili 50 ng/l

7 Skupni organski klor 25 ng/l

8 Aluminij 1 μg/l

9 Arzen 1 μg/l

10 Krom 1 μg/l

11 Kobalt 1 μg/l

12 Baker 1 μg/l

13 Železo 1 μg/l

14 Svinec 1 μg/l

15 Nikelj 1 μg/l

16 Cink 1 μg/l

17 Kadmij 100 ng/l

18 Živo srebro 100 ng/l

19 Srebro 100 ng/l
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Priloga 2

Priporočene vrste rib za preskušanje

Priporočene vrste

Priporočen razpon
preskusnih tempe-

ratur
(°C)

Priporočena skupna
dolžina preskusnih

živali
(cm)

1 Danio rerio (1) (Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton-Buchanan)
navadna cebrica

20—25 3,0 ± 0,5

2 Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) (Rafinesque)
črnoglavi pisanec

20—25 5,0 ± 2,0

3 Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) (Linnaeus) krap 20—25 5,0 ± 3,0

4 Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) (Temminick in Schlegel)
medaka

20—25 4,0 ± 1,0

5 Poccilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) (Peters) gupi 20—25 3,0 ± 1,0

6 Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) (Rafinesque) 20—25 5,0 ± 2,0

7 Oncorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae) (Walbaum) šarenka 13—17 8.0± 4,0

8 Gasterosteus aculeatus (Teleostei, Gasterosteidae) (Linnaeus) zet 18—20 3,0 ± 1,0

(1) Meyer A., Orti G. (1993) Proc. Royal Society of London, Series B., zv. 252, str. 231.

Različne estuarske in morske vrste se uporabljajo v različnih državah, na primer:

zebrasta grba Leiostomus xanthurus

ovčjeglavi zobati krapovec Cyprinodon variegatus

bibavični gavun Menidia beryllina

svetlikavi ostriž Cymatogaster aggregata

angleška iverka Parophrys vertulus

tihomorski jelenjerogi kapelj Leptocottus armatus

zet Gasterosteus aculeatus

brancin Dicentracus labrax

zelenika Alburnus alburnus

Zbirka

Sladkovodne ribe, navedene v tabeli, se gojijo brez posebnosti in/ali so zlahka na voljo vse leto, razpoložljivost
morskih in estuarskih vrst pa je deloma omejena na posamezne države. Vzgojijo in gojijo se lahko ali v ribogojnicah
ali laboratoriju, pod pogoji, ki nadzirajo bolezni in parazite, tako da je preskusna žival zdrava in znanega porekla. Te
ribe so na voljo marsikje po svetu.
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Priloga 3

Napoved trajanja faz absorpcije in očiščenja

1. Napoved trajanje faze absorpcije

Pred izvedbo preskusa se lahko ocena k2 in posledično nekaj odstotkov časa, potrebnega za dosego stabilnega
stanja, pridobi na osnovi empiričnih razmerij med k2 in koeficientom porazdelitve n-oktanol/voda (Pow) ali k2
in topnostjo v vodi (s).

Ocena k2 (dan
-1) se lahko pridobi, na primer, na podlagi naslednjega empiričnega razmerja (1):

log10k2 = - 0,414 log10(Pow) + 1,47 (r
2 = 0,95). (enačba 1)

Za druga razmerja glej literaturo 2.

Če koeficient porazdelitve (Pow) ni znan, se ocena lahko pridobi (3) na podlagi poznavanja topnosti snovi v vodi
(s):

log10(Pow) = 0,862 log10(s) + 0,710 (r
2 = 0,994), (enačba 2)

kjer je s = topnost (mol/l): (n = 36).

Ta razmerja veljajo samo za kemikalije z log Pow vrednostmi med 2 in 6,5 (4).

Čas, potreben za dosego določenega odstotka stabilnega stanja, se lahko izračuna s pomočjo ocene k2 na pod-
lagi splošne kinetične enačbe, ki opisuje absorpcijo in očiščenje (kinetika prvega reda):

ali če je Cw konstantna:

Kadar se približamo stabilnemu stanju (t ∞), se enačba 3 lahko okrajša (5) (6):

Potem je k1/k2. Cw približek koncentraciji v ribi pri „stabilnem stanju“; (Cf, s).

Enačba 3 se lahko zapiše kot:

Cf = Cf,s = (1 – e
–k2t) ali

Cf
Cfs
= 1 – e

–k2t
(enačba 4)

Z uporabo enačbe 4 se čas za dosego določenega odstotka stabilnega stanja lahko predvidi, kadar je k2 pred-
hodno ocenjen z uporabo enačb 1 ali 2.

Kot napotek: statistično najugodnejše trajanje faze absorpcije za pridobitev statistično sprejemljivih podatkov
(BKFk) je tisto obdobje, ki se zahteva za krivuljo logaritma koncentracije preskusne snovi v ribah, načrtano proti
linearnemu času, da doseže razpolovišče, ali 1,6/k2, ali 80 % stabilnega stanja, ne pa več kot 3,0/k2 ali 95 % sta-
bilnega stanja (7).

Čas, potreben za dosego 80 % stabilnega stanja je (enačba 4):

0,80 = 1 – e
–k2t80 ali t80 =

1,6

k2

(enačba 5)
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Podobno je 95 % stabilnega stanja:

t95 =
3,0

k2

(enačba 6)

Na primer, trajanje faze absorpcije (up) za preskusno snov z log Pow = 4 bi bilo (ob uporabi enačb 1, 5 in 6):

log10k2 = – 0,414. (4) + 1,47 k2 = 0,652 dni
-1

fa (80 %) =1,6/0,652, t. y. tj. 2,45 dni (59 ur)

ali fa (95 %) = 3,0/0,652, t. y.tj. 4,60 dni (110 ur)

Prav tako bi faza absorpcije za preskusno snov, ki ima s = 10— 5 mol/l (log(s) = 5,0), trajala (ob uporabi enačb
1, 2, 5 in 6):

log10(Pow) = – 0,862 (– 5,0) + 0,710 = 5,02

log10k2 = – 0,414 (5,02) + 1,47

k2 = 0,246 dni-1

fa (80 %) = 1,6/0,246, tj. 6,5 dni (156 ur)

ali fa (95 %) = 3,0/0,246, tj. 12,2 dni (293 ur)

Uporabi se lahko tudi izraz:

teq = 6,54 x 10
-3 Pow + ,31(ure)

za izračun časa, potrebnega za dosego efektivnega stabilnega stanja (4).

2. Napoved trajanja faze očiščenja

Napoved časa, potrebnega za zmanjšanje obremenitve telesna na nekaj odstotkov začetne koncentracije, se lahko
prav tako izračuna iz splošne enačbe, ki opisuje absorpcijo in očiščenje (kinetika prvega reda) (1) (8).

Za fazo očiščenja se predvideva, da je Cw enak nič. Enačba se lahko okrajša na:

kjer je Ct, o koncentracija na začetku faze očiščenja. 50 % očiščenja bo tako opravljenega v času (t50):

Podobno se bo 95 % očiščenja doseglo pri:

Če se 80 % absorpcije uporabi za prvo obdobje (1,6/k2) in 95 % izgube v fazi očiščenja (3,0/k2), potem je faza
očiščenja približno dvakrat daljša od faze absorpcije.

Pomembno pa je opozoriti, da ocene temeljijo na predvidevanju, da fazi absorpcije in očiščenja sledita kinetiki
prvega reda. Če kinetika prvega reda očitno ne ustreza, je treba uporabiti bolj zapletene modele (npr. literatura
(1)).
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Priloga 4

Teoretičen primer vzorčne razporeditve biokoncentracijskih preskusov snovi z log Pow = 4

Vzorčenje rib

Časovni razpored vzorčenja

Število vodnih vzorcev Število rib na vzorecMinimalna zahte-
vana pogostnost
(v dnevih)

Dodatno vzorčenje

Faza absorpcije –1
0

2 (*)
2

Dodati 45 do 80 rib

1. 0,3 0,4 2
(2)

4
(4)

2. 0,6 0,9 2
(2)

4
(4)

3. 1,2 1,7 2
(2)

4
(4)

4. 2,4 3,3 2
(2)

4
(4)

5. 4,7 2 6

Faza očiščenja
Prenesti ribe v

vodo brez preskus-
nih kemikalij

6. 5,0 5,3 4
(4)

7. 5,9 7,0 4
(4)

8. 9,3 11,2 4
(4)

9. 14,0 17,5 6
(4)

(*) Vzorčna voda po najmanj treh zamenjanih vsebinah vode.
Vrednosti v oklepajih so števila vzorcev (vode, rib), ki naj se upoštevajo, če se izvede dodatno vzorčenje.

Opomba: Predhodna ocena k2 za log Pow = 4,0 je 0,652 dni -1. Skupno trajanje preskusa znaša 3 x up = 3 x 4,6 dni, tj. 14 dni. Za
oceno „up“ glej Prilogo 3.
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Priloga 5

Razlikovanje modelov

Za večino biokoncentracijskih podatkov se predvideva, da se „razmeroma“ dobro opišejo s preprostim
dvodelnim/dvoparametrskim modelom, kot je nakazano s premočrtno krivuljo, ki se približuje točkam za koncen-
tracijo v ribah med fazo očiščenja, kadar so le-te grafično prikazane na pollogaritemskem papirju. (Kadar te točke ne
morejo biti načrtane s premočrtno krivuljo, je treba uporabiti bolj zapletene modele, glej na primer Spacie in
Hamelink, literatura 1 v Prilogi 3).

Grafična metoda za določanje konstante stopnje očiščenja (izgube) k2

Koncentracija preskusne snovi, ki se nahaja v vsakem vzorcu rib, naj se načrta proti času vzorčenja na
pollogaritemskem papirju. Nagib te linije je k2.

k2 =
ln (Cf1/Cf2)
t2-t1

Odstopanje od ravne linije lahko kaže na bolj zapleten vzorec očiščenja kot je kinetika prvega reda. Grafična metoda
se lahko uporabi za ugotavljanje tipov očiščenja, ki odstopajo od kinetike prvega reda.

Grafična metoda za določanje konstante stopnje absorpcije k1

Če je k2 podan, se k1 izračuna po naslednji enačbi:

Vrednost Ct se razbere iz razpolovišča enakomerno padajoče krivulje absorpcije na podlagi podatkov, ko je logari-
temska koncentracija načrtana proti času (na aritmetični lestvici).
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Računalniška metoda za izračun konstant absorpcije in očiščenja (izgube)

Zaželeno je, da se za izračun biokoncentracijskega faktorja ter konstant stopenj k1 in k2 uporabijo računalniške
nelinearne parametrične metode ocenjevanja. Ti programi najdejo vrednosti za k1 in k2, če imajo dovolj podatkov o
koncentraciji zaporednega časa in model:

Cf = Cw∙
k1
k2
x (l – e-k2t) 0 < t < tc (enačba 2)

Cf = Cw∙
k1
k2
x (e-k2(t -tc)– e-k2t) t < tc (enačba 3)

kjer je tc = čas na koncu faze absorpcije.

Ta pristop omogoča ocene standardne deviacije k1 in k2.

Ker se k2 v večini primerov lahko oceni na podlagi krivulje očiščenja z relativno visoko natančnostjo in ker med
parametroma k1 in k2 obstaja močna soodvisnost, če ju določamo sočasno, je priporočljivo, da se najprej izračuna
k2 zgolj na podlagi podatkov očiščenja in šele nato k1 na osnovi podatkov absorpcije, pri čemer se uporabi nelinearna
regresija.
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