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SMERNICE KOMISE 92/69/EHS
ze dne 31. Eervence 1992,

kterou se po sedmndcté pfizpisobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS
o sblizovani pravnich a sprivnich pfedpisii tykajicich se klasifikace, baleni a oznalovini
nebezpecnych litek

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodafského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 67/548/EHS ze dne
27. ervna 1967 o sblizovani prdvnich a spravnich predpist
tykajicich se klasifikace, baleni a oznacovani nebezpecnych
latek ('), naposledy pozménénou smérnici 92/32/EHS (3,
a zejména na clanky 28 a 29 uvedené smérnice,

vzhledem k tomu, Ze ¢l. 3 odst. 1 smérnice 67/548/EHS
a cldnek 3 smérnice Rady 88/379/EHS ze dne 7. Cervna 1988
o sblizovani pravnich a spravnich predpist tykajicich se klasi-
fikace, baleni a oznacovani nebezpe¢nych piipravki (°), napo-
sledy pozménéné smérnici Komise 90/492/EHS (), stanovi, Ze
fyzikdlné-chemické vlastnosti, toxicita a ekotoxicita ldtek
a pripravkd musi byt urCeny podle metod stanovenych
v pifloze V smérnice 67/548/EHS;

vzhledem k tomu, Ze text piflohy V smérnice 67/548/EHS je
v souCasné dobé zvefejnén ve dvou ¢astech, kterymi jsou
piiloha smérnice Komise 84/449[EHS () a piiloha smérnice
Komise 88/302/EHS (%);

vzhledem k tomu, Ze za tGcelem zohlednéni technického roz-
voje je nezbytné upravit zkusebni metody, které jsou uvedeny
v piiloze smérnice Komise 84/449/EHS;
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vzhledem k tomu, Ze za Gcelem zohlednéni technického roz-
voje je také nezbytné upravit zkuSebni metodu inhibice ristu
fas, kterd je nyni uvedena v piiloze smérnice Komise
88/302/EHS, a pii této piilezitosti piesunout tuto zkusSebni
metodu do piilohy smérnice 84/449/EHS;

vzhledem k tomu, Ze je vhodné omezit na minimum pocet
zvifat pouzivanych pro experimentdlni ucely v souladu se
smérnici Rady 86/609/EHS o sblizovani pravnich a sprdvnich
prepisti clenskych stita tykajicich se ochrany zvifat pouziva-
nych pro pokusné a jiné védecké ucely ();

vzhledem k tomu, Ze opatieni této smérnice jsou v souladu se
stanoviskem Vyboru pro pfizptsobeni technickému pokroku
smérnic o odstranéni technickych prekdzek obchodu na tseku
nebezpecnych latek a piipravka,

PRIJALA TUTO SMERNICL

Cldnek 1

Piiloha smérnice 84/449/EHS se nahrazuje piilohou této smér-
nice.

() Ut vést. L 358, 18.12.1986, s. 1.
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Cldnek 2

ZkuSebni metoda inhibice ristu fas popsand v pifloze smérnice
88/302[EHS se zrusuje.

Clanek 3

Clenské stity uvedou v tGéinnost pravni a sprdvni predpisy
nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici do
30. fijna 1993. Neprodlené o nich uvédomi Komisi.

Tyto piedpisy piijaté ¢clenskymi stity musi obsahovat odkaz na
tuto smérnici nebo musi byt takovy odkaz ucinén pii jejich
tfednim vyhlaseni.

Zptisob odkazu si stanovi ¢lenské staty.
Cldnek 4

Tato smérnice je uréena clenskym statam.

V Bruselu dne 31. Cervence 1992.

Za Komisi
Karel VAN MIERT

clen Komise
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PRILOHA

Pfiloha smérnice Komise 92/69/EHS ze dne 31. Cervence 1992, kterou se po sedmndcté pfizpisobuje tech-
nickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o sblizovdni pravnich a sprivnich pfedpisi tykajicich se
klasifikace, baleni a oznacovéni nebezpecnych litek (')

() Uk vést. L 383, 29.12.1992, s. 113.
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UvoD
V této piiloze jsou popsdny zkusebni metody pro stanoveni fyzikdlnéchemickych, toxikologickych a ekotoxikologickych

vlastnosti uvedenych v prilohdch VII a VIII smérnice 79/831/EHS. Vychdzeji z metod uznanych a doporucenych
piislusnymi mezinarodnimi subjekty (zejména OECD).

Pokud takové metody nebyly k dispozici, byly prevzaty ndrodni normy nebo metody, u nichz doslo mezi védci
k dohodé. Zkousky by mély byt obecné provadény s litkami definovanymi ve smérnici. Pozornost je tieba vénovat
moznému vlivu necistot na vysledky zkousek.

Nejsou-li metody v této pifloze pro zkoumdni urcité vlastnosti vhodné, musi oznamovatel zdivodnit pouZiti alternativni
metody.

Zkousky a studie na zvitatech musi byt provddény v souladu s vnitrostitnimi pfedpisy a musi pfi nich byt zohlednény
humdnni principy a mezindrodni vyvoj v oblasti ochrany zvifat.

Z rovnocennych zkusebnich metod se zvoli metoda vyZzadujici mens{ pocet zvitat.
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1.2

1.3

1.4

CAST A: METODY PRO STANOVENI FYZIKALNECHEMICKYCH VLASTNOSTI

A.1 BOD TANI/BOD TUHNUTI

METODA

Vétsina ddle popsanych metod je zaloZena na Pokynech OECD pro zkouseni (1). Jejich zdkladni principy
jsou uvedeny v literatufe (2) a (3).

UVOD

Popsané metody a pristroje jsou urCeny ke stanoveni bodu tdni ldtek bez omezeni z hlediska stupné jejich
Cistoty.

Vybér metody zdvisi na povaze latky, kterd md byt zkoumdna. Omezenim bude tedy skutecnost, zda Ize
danou ldtku rozmélnit na prasek snadno, obtizné nebo zda ji nelze rozmélnit.

U nékterych ldtek je vhodnéjsi stanoveni bodu tuhnuti nebo krystalizace a normalizované metody pro tato
stanoveni jsou v této metodé rovnéz uvedeny.

Nelze-li vzhledem ke zvldstnim vlastnostem létky dobfe stanovit Zddny z uvedenych parametrli, mize byt
vhodné stanovit bod tekutosti.

DEFINICE A JEDNOTKY

Bod tdni je definovdn jako teplota, pfi niz dochdzi za atmosférického tlaku k pfechodu z pevného do
kapalného skupenstvi a kterd za idedlnich podminek odpovidd bodu tuhnuti.

Vzhledem k tomu, Ze u mnoha ldtek dochdzi k fizovému piechodu v rozmezi teplot, je toto rozmezi Casto
nazyvano rozmezim bodu tdni.

Prepocet jednotek (K na °C):

t=T- 27315

t: Celsiova teplota, stupné Celsia (°C)
T: termodynamickd teplota, kelvin (K)
REFERENCNI LATKY

Pfi zkoumdni nové ltky neni nutné vzdy pouzivat referen¢ni latky. Mély by v prvni fadé slouzit k obcasné
kontrole provedeni metody a ke vzdjemnému porovndvéni vysledkd ziskanych jinymi metodami.

Nekteré kalibracni ldtky jsou uvedeny v literatufe (4).
PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Stanovuje se teplota (teplotni rozmezi) fizového prechodu z pevného do kapalného skupenstvi nebo
z kapalného do pevného skupenstvi. V praxi se pii zahfivinijochlazovani vzorku zkousené litky za
atmosférického tlaku stanovi teploty pocatku tani/tuhnuti a konce tdni/tuhnuti. Je popsdno pét typt metod,
jmenovité kapildrni metoda, metody pouzivajici zahfivaci bloky, metody stanoveni bodu tuhnuti, metody
termické analyzy a stanoveni bodu tekutosti (vyvinuto pro minerdlni oleje).
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1.4.1

1.4.1.1

1.4.1.2

1.4.1.3

1.4.2

1.4.2.1

1.4.2.2

1.4.2.3

1.4.3

V nékterych piipadech muze byt vhodné méfit bod tuhnuti misto bodu tani.

Kapildrni metoda

Zafizeni pro stanoveni bodu tdni s kapalinovou ldzni

Malé mnozstvi jemné rozmélnéné litky se vpravi do kapildry a zhutni se. Kapildra se zahfivd spolu
s teplomérem, pficemz se rychlost ndrtstu teploty béhem tdni nastavi na méné nez 1 K'min™. Stanovi se
teploty pocatku a konce tdni.

Zaiizeni pro stanoveni bodu tdni s kovovym blokem

Provadi se podobné jako v bodé 1.4.1.1 s tim rozdilem, zZe kapildra a teplomér jsou umistény v kovovém
vyhifvaném bloku a pozoruji se otvory v bloku.

Detekce fotocldnkem

Vzorek v kapildfe se automaticky zahifvd v kovovém vilci. Otvorem ve vélci prochdzi litkou svételny
paprsek na pfesné kalibrovany fotocldnek. Pfi tdni méni vétsina latek optické vlastnosti a z neprthlednych
se méni na prihledné. V tomto okamziku vzroste intenzita svétla dopadajictho na fotocldnek a do zafizeni
odetitajictho teplotu platinového odporového teploméru umisténého v topné komiirce je vysldn signdl
k zastaveni zaznamendvani. Tato metoda neni vhodnd pro nékteré silné zbarvené latky.

Zahfivaci bloky

Koflertiv zahiivaci stolek

Koflertiv zahfivaci stolek je tvofen dvéma kovovymi ¢astmi s rtznou teplotni vodivosti, je vyhiivan
elektricky a je konstruovdn tak, Ze teplotni gradient je po jeho délce téméf linedrni. Teplota stolku se
maze ménit od 283 do 573 K; stolek je vybaven specidlnim zafizenim pro odelitdni teploty, tvofenym
jezdcem s ukazatelem a stupnici navrzenou pro dany stolek. Pro stanoveni bodu tdni se litka nanese
v tenké vrstvé piimo na povrch stolku. Béhem nékolika sekund se vytvoif ostrd délici linie mezi kapalnou
a pevnou fdzi. Teplota v misté délici linie se odecte po nastaveni ukazatele na tuto délici linii.

Tavici mikroskop

Pro stanoveni bodu tdni velmi malych mnozstvi litek se pouzivaji rtizné typy mikroskopt s ohfivacim
stolkem. Vétsina ohifvacich stolkd vyuzivd k méfeni teploty citlivé termoclanky, pouzivaji se vsak i rtutové
teploméry. Typicky pristroj pro stanoveni bodu tani pomoci mikroskopu s ohfivacim stolkem ma ohiivaci
komoru s kovovou deskou, na kterou se umisti vzorek na podloznim sklicku. Ve stfedu kovové desky je
otvor, kterym muze prochdzet svételny paprsek odrazeny osvétlovacim zrcatkem mikroskopu. Pfi méfenich
se ohfivaci komora prikryje sklenénou destickou, aby se omezila cirkulace vzduchu v misté, kde se nachdzi
vzorek.

Ohftev vzorku se kontroluje regulacnim odporem. Pro velmi pfesnd méfeni opticky anisotropnich latek lze
pouzivat polarizované svétlo.

Meniskovd metoda
Tato metoda se pouzivd pfedeviim pro polyamidy.

Vizudlné se stanovi teplota, pfi které se zfetelné posune meniskus silikonového oleje uzavieného mezi
ohfivacim blokem a sklenénou kryci destickou umisténou na vzorku zkouseného polyamidu.

Metoda stanoveni bodu tuhnuti

Vzorek se vlozi do specidlni zkumavky, kterd se umisti do pfistroje pro stanoveni bodu tuhnuti. Béhem
ochlazovéni se vzorek nepfetrzité pomalu michd a ve vhodnych intervalech se odecitd teplota. Jakmile je
teplota po nékolik odectd konstantni (po odpovidajici korekci teploméru), je zaznamendna jako bod
tuhnuti.
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1.4.4

1.4.4.1

1.4.4.2

1.4.5

1.5

Podchlazeni je nutno zabranit udrzovanim rovnovahy mezi pevnou a kapalnou fézi.

Termickd analyza

Diferencni termickd analyza (DTA)

Pii této technice se zaznamendvé teplotni rozdil mezi litkou a referenénim materidlem, jez jsou podrobeny
stejnému fizenému teplotnimu programu. Jestlize u vzorku dojde k fizovému piechodu, ktery je spojen se
zménou enthalpie, je tato zména zaznamendna jako endotermickd (téni) nebo exotermickd (tuhnuti)

odchylka od zdkladni linie zdznamu teploty.

Diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC)

Pfi této technice se ldtka a referencni materidl podrobi stejnému f{zenému teplotnimu programu a
zaznamendvd se rozdil energie absorbované litkou a referenénim materidlem jako funkce teploty. Tato
energie je energii potfebnou k zachovéni nulového teplotniho rozdilu mezi litkou a referenénim materia-
lem. Jestlize u vzorku dojde k fizovému piechodu, ktery je spojen se zménou enthalpie, je tato zména
zaznamendna jako endotermickd (tdni) nebo exotermickd (tuhnuti) odchylka od zdkladni linie zdznamu

tepelného toku.

Bod tekutosti

Metoda byla vyvinuta pro minerdlni oleje a je vhodnd pro méfeni olejovitych ldtek s nizkym bodem tdni.

Po pocdtecnim zahfdti se vzorek urcitou rychlosti ochlazuje a v intervalech po 3 K se stanovuje jeho
teplota, pfi niZ je jesté pozorovan pohyb latky, se zaznamend jako bod tekutosti.

tekutost. Nejnizsi
KRITERIA JAKOSTI

Pouzitelnost a presnost riznych metod stanoveni bodu tdni/rozmezi bodu tdni jsou uvedeny v této tabulce.

TABULKA: POUZITELNOST METOD

A. Kapildrni metody

Metoda méfeni

Latky, které Ize
rozmélnit na

Latky, které nelze
snadno rozmél-

Rozsah teplot

Odhadnutd pres-
nost (')

Existujici norma

prasek nit na prasek
Zaiizeni pro
stanoveni 473
bod t4ni pouze pro N
sokali)ahno‘f(ﬂi ano nékolik latek az 573 K *0.3 K] JIS K 0064
lazni
Zaf{zeni pro
stanoveni 293 a3
bod thni pouze pro az N
s0 ukovov;frrﬁ ano nékolik latek > 573 K 0,5 K 150 1218 (B)
blokem
Detekce  fo- pro nékteré
tocldnkem latky 253 a7
ano s pouzitim 0,5 K
o . 573 K
piidavnych
zafizeni

() Zavisi na typu zafizeni a stupni Cistoty latky.
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B. Zahfivaci bloky a stanoveni bodu tuhnuti

Latky, které lze | Latky, které nelze Odhadnut4 pf
Metoda méfeni rozmélnit na snadno rozmél- Rozsah teplot an mi 3)13 "™ | Existujici norma
prasek nit na prasek oS
Koflertiv  za- 283 az £10 K ANSI/ASTM
hifvaci stolek ano ne > 573 K s D 345176
Tavici mikro- pouze pro 273 az
skop ano nekolik lgtek > 573 K *0.5 K| DIN'33736
Meniskové piedevsim 293 a7
metoda ne pro polya- a £0,5 K 1SO 1218 (E)
: > 573 K
midy
Metoda  sta- 293 a3
noveni bodu ano ano 57;‘1? 0,5 K napt. BS 4695
tuhnut{

() Zavisi na typu zafizeni a stupni Cistoty latky.

C. Termickd analyza

Latky, které lze | Ldtky, které nelze Odhadnut4 oF
Metoda méfeni rozmélnit na snadno rozmél- Rozsah teplot a mi (at)pres— Existujici norma
prasek nit na prasek nos
Diferen¢ni do 600 K
termickd ana- 173 az +0,5 K do
lyza ano ano 1273 K 1273 K ASTM E 53776
2,0 K
Diferen¢ni do 600 K
skenovaci ka- 173 az +0,5 K do
lorimetrie ano ano 1273 K 1273 K ASTM E 53776
2,0 K

() Zdvisi na typu zafizeni a stupni Cistoty latky.

D. Bod tekutosti

Metoda méfeni

Latky, které Ize
rozmélnit na

Latky, které nelze

snadno rozmél- Rozsah teplot

Odhadnutd ptes-
nost (!)

Existujici norma

vité latky vité latky

prasek nit na prasek
Teplota teku- | pro minerdlni | pro minerdlni 293 23
tosti oleje a olejo- | oleje a olejo- 323 K 3,0 K ASTM D 9766

() Zdvisi na typu zafizeni a stupni Cistoty latky.

POPIS METOD

Postupy téméf viech téchto zkuSebnich metod jsou popsdny v ndrodnich a mezindrodnich normdch

(viz doplnék 1).

Kapildrni metody

Pfi pomalém vzestupu teploty lze u jemné praskovitych latek obvykle rozlisit stupné tdni zndzornéné na

obrazku 1.
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Faze A
Faze B
Faze C
Faze D
Faze E

Obrizek 1

Fize B Faze C

o ]
g U
FazeD Faze E

(Pocdtek tani): na vnitini strané trubicky se stejnomérné drzi jemné kapicky.

V disledku smrsténi vzorku se mezi vnitini sténou a vzorkem tvofi mezera.

Smritény vzorek se zacind hroutit dolt a stavd se tekutym.

Na povrchu se tvoff Gplny meniskus, ale zna¢nd ¢dst vzorku je dosud pevna.

(Kone¢nd fize tani): Vzorek jiz neobsahuje zddné pevné &éstice.

Béhem stanoveni bodu tdni se zaznamendvaji teploty pocitku tdni a konecné fize.

Zafizeni pro stanoveni bodu tdni s kapalinovou ldzni

Na obrdzku 2 je zndzornéna normalizovand sklenénd aparatura pro stanoveni bodu tdni (JIS K 0064);

viechny rozméry jsou uvedeny v milimetrech.

Obrizek 2

230

1+20 4+— 40

OmmInNw>

: Méfici barika

Zatka

: Trubice pro vyrovnani tlaku

Teplomér

: Pomocny teplomér
: Kapalinovd lazen
: Sklenénd kapildra, délka 80-100 mm,

vnitfni pramér 1,0 mm +0,2 mm, sila stény
0,2az 0,3 mm

: Bo¢ni hrdlo
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1.6.1.2

Kapalinovd ldzen:

Je tieba zvolit vhodnou kapalinu. Volba kapaliny zdvisi na bodu tdni, ktery méd byt stanoven, napf. kapalny
parafin pro stanoveni bodu tdni nizstho nez 473 K, silikonovy olej pro stanoveni bodu tdni nizstho nez
573 K.

Pro stanoveni bodu tdni vysstho nez 523 K lze pouzit smés ti hmotnostnich dild kyseliny sirové a dvou
hmotnostnich dild siranu draselného. S timto typem smési je tieba pracovat s néleZitou opatrnosti.

Teplomér:

Mély by se pouzivat pouze teploméry, které spliuji pozadavky norem ASTM E 171, DIN 12770,
JIS K 8001 nebo rovnocennych norem.

Postup:

Suchd litka se jemné rozetfe v tfeci misce a vpravi se do kapildry zatavené na jednom konci, a to tak, aby
po zhutnéni byla kapildra naplnéna do vysky pfiblizné 3 mm. Ma-li se dosdhnout stejnomérného zhutnéni,
nechd se kapildra dopadnout z vysky piiblizné¢ 700 mm sklenénou trubici na hodinové sklicko.

Naplnénd kapildra se vlozi do ldzné tak, aby se stfedni ¢ast rtutové banky teploméru dotykala kapilary
v misté, kde se nachdzi vzorek. Kapildra se obvykle vklddd do 1dzné pii teploté asi o 10 K nizsi, nez je bod
tdni.

Lizen se zahiivd tak, aby vzestup teploty ¢inil piiblizné 3 Kmin'. Lizen se michd. Asi 10 K pod
ocekdvanym bodem tdni se rust teploty upravi na nejvyse 1 K'min™.

Vypocet:
Bod tdni se vypocte takto:

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

kde:

T = korigovany bod tdni v K

T, = odecet teploty na teploméru D v K

T, = odecet teploty na teploméru E v K

n = poCet stupnl, o néz rtutovy sloupec teploméru D vycnivd z kapaliny.

Zafizeni pro stanoveni bodu tdni s kovovym blokem
Pristroj:
Je tvoren:

— viélcovym kovovym blokem, jehoz horni ¢dst je dutd a tvofi komoru (viz obrdzek 3),

— kovovou kryci deskou se dvéma nebo vice otvory, kterymi je mozno do kovového bloku zavést
trubicky,

— ohffvacim systémem kovového bloku, napiiklad elektrickym topnym odporem uzavienym v kovovém

bloku,
— regula¢nim odporem pro regulaci pitkonu, je-li pouzit elektricky ohfev,

— Ctyfmi okénky ze zdruvzdorného skla v bocnich sténéch ohiivaci komory, orientovanymi vici sobé pod
pravym Ghlem. Pfed jednim z téchto okének je umistén okuldr pro pozorovani kapildrni trubicky.
Ostatni tii okénka slouzi k osvétleni vnitintho prostoru Zdrovkami,

— kapildrni trubickou z zdruvzdorného skla zatavenou na jednom konci (viz 1.6.1.1).
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1.6.1.3

Teplomer:

Viz normy uvedené v 1.6.1.1. Je rovnéZ mozné pouzit termoelektrické méfici piistroje srovnatelné

presnosti.

Obrizek 3

r‘r'

Teplomér

Kapildrni trubi€ka

Kovovy kryt

\Okulér

b

Elektricky topny

Kovovy ohfivaci blok

Detekee fotocldnkem

Piistroj a postup:

odpor

Pristroj se sklddd z kovové komory s automatickym ohfivacim zafizenim. TFi kapildrni trubicky se naplni

podle bodu 1.6.1.1 a umisti se do ohfivaci komory.

Pro kalibraci pristroje je k dispozici nékolik linedrnich rezimt riistu teploty, pfiemz vhodny linedrni rist
teploty se elektricky nastavi pfedem zvolenou konstantou. Zaznamendvaci zafizeni ukazuji teplotu

v ohffvaci komote a teplotu latky v kapildrach.
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1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.3

1.6.4

1.6.4.1

1.6.4.2

1.6.5

Zahfivaci bloky

Kofleriv zahiivaci stolek

Viz doplnék.

Tavici mikroskop

Viz doplnék.

Meniskovd metoda (pro polyamidy)

Viz doplnék.

V oblasti bodu tini by méla byt rychlost ohfevu mensi nez 1 K min™.
Metody stanoveni bodu tuhnuti

Viz doplnék.

Termickd analyza

Diferencni termickd analyza

Viz doplnék.

Diferencni skenovaci kalorimetrie

Viz doplnék.

Stanoveni bodu tekutosti

Viz doplnék.

DATA

V nékterych piipadech je nutno provést korekei teploméru.
ZPRAVY

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— pouzitd metoda,

— presnd specifikace latky (identifikace a necistoty) a popf. informace o provedeném predbézném cistént,
— odhad presnosti.

Jako bod téni se uvede stiedni hodnota alespoit dvou méfeni, jejichz vysledky lezi v rozmezi odhadnuté
presnosti (viz tabulky).

Lezi-li rozdil teplot pocdtecni a konecné fize tini v mezich pfesnosti metody, uvede se jako bod tdni
konecna teplota, v opa¢ném piipadé se uvedou obé teploty.

Jestlize se litka pted dosazenim bodu tdni rozklddd nebo sublimuje, uvede se teplota, pii které dochdzi
k pozorovanému jevu.
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1.1

1.2

2.1

2.2

23

Musi byt uvedeny vSechny informace a pozndmky, které jsou dtlezité pro interpretaci vysledkd, zejména
pokud jde o necistoty a fyzikaln{ stav ldtky.

LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 102, Decision of the Council C(81) 30 final.

(2) IUPAC, B. Le Neindre, B. Vodar, (eds.). Experimental thermodynamics. Butterworths, London, 1975,

volume 11, 803-834.

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

(4) IUPAC, Physicochemical measurements: Catalogue of reference materials from national laboratories,
Pure and applied chemistry. 1976, 48, 505-515.

Doplnék

Dalsi technické podrobnosti je mozné zjistit napiiklad v téchto normdch:

Kapildrni metody

Pristroje pro stanoveni bodu tdni s kapalinovou ldzn{

ASTM E 3269

BS 4634
DIN 53181

JIS K 00-64

Standard test method for relative initial and final melting points and
the melting range of organic chemicals

Method for the determination of melting point and/or melting range

Bestimmung des Schmelzintervalles von Harzen nach Kapillarverfa-
hren

Testing methods for melting point of chemical products

Pristroje pro stanoveni bodu tdni s kovovym blokem

DIN 53736

ISO 1218 (E)

Zahf¥ivaci bloky
Koflertv zahfivaci stolek

ANSI/ASTM D 345176

Tavici mikroskop

DIN 53736

Meniskovd metoda (polyamidy)

ISO 1218 (E)
ANSI/ASTM D 213366

NF T 51-050

Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen

Plastics — polyamides — determination of ,melting point*

Standard recommended practices for testing polymeric powder coa-
tings

Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunssttoffen

Plastics — polyamides — determination of ,melting point*

Standard specificatin for acetal resin injection moulding and extru-
sion materials

Résines de polyamides. Détermination du ,point de fusion“. Méthode
du ménisque
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4.2

Metody stanoveni bodu tuhnuti
BS 4633
BS 4695

DIN 51421

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

ISO 1392

Termickd analyza
Diferen¢ni termickd analyza

ASTM E 537-76

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

Diferencni skenovaci kalorimetrie

ASTM E 537-76

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

Stanoveni bodu tekutosti

NBN 52014

ASTM D 97-66
ISO 3016

Method for the determination of crystallizing point

Method for Determination of Melting Point of Petroleum Wax
(Cooling Curve)

Bestimmung des Gefrierpunktes von Flugkraftstoffen, Ottokraftstoffen
und Motorenbenzolen

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

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

Method for the determination of the freezing point

Standard method for assessing the thermal stability of chemicals by
methods of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating to thermal analysis
Standard practice for reporting thermoanalytical data

Thermische Analyse, Begriffe

Standard method for assessing the thermal stability of chemicals by
methods of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating to thermal analysis
Standard practice for reporting thermoanalytical data

Thermische Analyse, Begriffe

Echantillonnage et analyse des produits du pétrole: Point de trouble
et point découlement limite — Monsterneming en ontleding van
aardolieproducten: Troebelingspunt en vloeipunt

Standard test method for pour point of petroleum oils

Petroleum oils — Determination of pour point.
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1.1

1.2

A.2 BOD VARU

METODA

Vétsina déle popsanych metod je zaloZena na Pokynech OECD pro zkouseni (1). Jejich zdkladni principy
jsou uvedeny v literatufe (2) a (3).

UVOD

Popsané metody a zafizeni lze pouzit pro kapaliny a litky s nizkym bodem tdni, pokud nepodléhaji
chemickym reakcim pod bodem varu (napf. autooxidaci, pfesmyku, rozkladu atd.). Metody lze pouzit jak
pro disté kapalné latky, tak pro kapalné latky obsahujici necistoty.

Prednost maji metody vyuzivajici detekci fotoclinkem a metody termické analyzy, protoZe umoznuji
stanoveni jak bodu tdni, tak bodu varu. Tato méfeni mohou byt navic provddéna automaticky.

,Dynamickd metoda“ md tu vyhodu, Ze ji lze pouzit i ke stanoveni tlaku par a pfitom neni tfeba korigovat
bod varu na normadlni tlak (101,325 kPa), nebot tento tlak Ize béhem méfeni nastavit manostatem.

Pozndmky:

Vliv necistot na stanoveni bodu varu zavisi ve velké mife na jejich povaze. Jestlize vzorek obsahuje tékavé
necistoty, které mohou ovlivnit vysledky, maze byt latky precisténa.

DEFINICE A JEDNOTKY
Standardni bod varu je definovan jako teplota, pfi které je tlak par dané kapaliny roven 101,325 kPa.

Jestlize se méfeni bodu varu neprovddi za normdlniho tlaku, lze zdvislost tlaku par na teploté popsat
Clausiovou-Clapeyronovou rovnici:

Hy

23 RT + konst.

log p =-

kde

tlak par litky v Pa

ja~]
1}

AH_ = vyparné teplo v J'mol

=
|

= univerzdlni moldrni plynovd konstanta = 8,314 ] mol 'K

—
I

termodynamickd teplota v K
Bod varu se uvadi s ohledem na okolni tlak pfi méfeni.
Prepocty:
Tlak (jednotka: kPa)
100 kPa = 1 bar = 0,1 MPa
(jednotka ,bar* je nadale piipustnd, jeji pouzivani se viak nedoporucuje)
133 Pa =1 mm Hg =1 torr
(jednotky ,mm Hg“ a ,torr“ nejsou povoleny)
1 atm = standardni atmosféra = 101 325 Pa

(jednotka ,atm“ neni povolena).
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.2

1.43

1.4.4

1.4.5

1.4.6

Teplota (jednotka: K)

t=T-27315

t: Celsiova teplota, stupen Celsia (°C)

T: termodynamickd teplota, kelvin (K)

REFERENCNI LATKY

Pfi vySetfovani nové latky neni nutné vidy pouzivat referencni litky. Mély by v prvni fadé slouzit
k obcasné kontrole provedeni metody a ke vzdjemnému porovndvani vysledkt ziskanych jinymi metodami.

Nékteré kalibracni latky jsou uvedeny v doplitku.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Pét metod stanoveni bodu varu (teplotniho rozmezi bodu varu) je zaloZeno piimo na méfeni teploty varu,
dal3i dvé vyuzivaji termalni analyzy.

Stanoveni ebuliometrem

Ebuliometry byly ptivodné vyvinuty pro stanoveni molekulové hmotnosti na zdkladé zvyseni teploty varu,
jsou vsak vhodné také pro pfesnd méfeni bodu varu. Velmi jednoduchy piistroj je popsin v normé
ASTM D 112072 (viz doplnék). V tomto piistroji se kapalina zahiivd za rovnovdznych podminek pii
atmosférickém tlaku, dokud nezac¢ne viit.

Dynamickd metoda

Metoda zahrnuje méfeni teploty kondenzace pary vhodnym teplomérem umisténym za varu ve zpétném
toku (refluxu). U této metody lze ménit tlak.

Destila¢ni metoda pro stanoveni bodu varu

Metoda zahrnuje destilaci kapaliny a méfeni teploty kondenzace pary, pficemz se stanovuje také mnozstvi
destilatu.

Postup podle Siwoloboffa

Vzorek se zahfivd ve zkumavce, kterd je ponofena do tepelné ldzné. Do zkumavky se vzorkem je zasunuta
zatavend kapildra, v jejiz spodni Cdsti se nachdzi vzduchovd bublinka.

Detekce fotocldnkem

Pfi pouziti principu unikajicich bublinek podle Siwoloboffa se provadi automatické fotoelektrické méfeni.

Diferen¢ni termickd analyza

Pii této technice se zaznamendvd teplotni rozdil mezi litkou a referenénim materidlem jako funkce teploty,
piicemz ldtka a referencni materidl se podrobi témuz fizenému teplotnimu programu. Jestlize u studované
latky dojde k fazovému ptechodu, ktery je spojen se zménou enthalpie, je tato zména indikovdna jako
endotermickd odchylka (var) od zdkladni linie zdznamu teploty.
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1.4.7

1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.3

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

Pri této technice se litka a referen¢ni materidl podrobi stejnému fizenému teplotnimu programu
a zaznamendvd se rozdil energie absorbované litkou a referenénim materidlem jako funkce teploty. Tato
energie je energii potiebnou k zachovéni nulového teplotniho rozdilu mezi litkou a referenénim materia-
lem. Jestlize u vzorku dojde k fizovému piechodu, ktery je spojen se zménou enthalpie, je tato zména

indikovdna jako endotermickd odchylka (var) od zdkladni linie zdznamu tepelného toku.

KRITERIA JAKOSTI

Pouzitelnost a pfesnost riiznych metod pouZzivanych pro stanoveni bodu/teplotniho rozmezi bodu varu

jsou uvedeny v tabulce 1.

TABULKA 1: SROVNANI METOD

Metoda méfeni

Odhadnutd pfesnost

Existujici norma

Stanoveni ebuliometrem

Dynamickd metoda

rozmezi bodu varu)
Postup podle Siwoloboffa
Detekee fotoclankem

Diferen¢ni termickd analyza

trie

Diferen¢ni skenovaci kalorime- | =
+

1,4 K do 373 K) (), ()
2,5 K (do 600 K) (), ®

+ I+

0,5 K (do 600 K) ()

Destilaéni metoda (stanoveni | +0,5 K (do 600 K)

£2 K (do 600 K) ()
£0,3 K (pfi 373 K) ()

(do 600 K)
(do 1273 K)
(

(

do 600 K)
do 1273 K)

ASTM D 112072 ()

ISO/R 918, DIN 53171,
BS 4591/71

ASTM E 53776

ASTM E 53776

() Tato pfesnost plati pouze pro jednoduchy pfistroj, popsany napf. v normé ASTM D 112072; maze
byt zlepsena uZzitim dokonalejstho ebuliometru.
(*) Plati pouze pro cisté latky. Uziti za jinych okolnosti by mélo byt zdtivodnéno.

POPIS METOD

Postupy nékterych zkuSebnich metod jsou popsany v mezindrodnich a ndrodnich normach (viz doplnék).

Ebuliometr

Viz doplnék.

Dynamickd metoda

Viz metoda A.4 pro stanoveni tlaku par.

Zaznamend se teplota varu naméfend pii tlaku 101,325 kPa.

Destilaéni metoda (stanoveni rozmezi bodu varu)

Viz doplnék.
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1.6.4

Postup podle Siwoloboffa

Vzorek se zahfivd ve zkumavce o praméru piiblizné 5 mm v pfistroji pro stanoveni bodu tani (obrizek 1).

Na obrizku 1 je zndzornén normalizovany piistroj pro stanoveni bodu varu (IS K 0064) (pfistroj je
sklenény, vechny rozméry jsou uvedeny v milimetrech).

230

—+ 10T 40 !
) !

Obrazek 1

ATmONT >

: Méfici banika

Zitka
Trubice pro vyrovnani tlaku

: Teplomér

Pomocny teplomér
Kapalinovd ldzen

: Zkumavka o vngjsim priméru max. 5 mm, v niZ je

vlozena kapildra o délce asi 100 mm s vnitinim
primérem 1 mm a silou stény pfiblizné 0,2 az
0,3 mm

: Boc¢ni hrdlo

Do zkumavky se vlozi kapildra (varnd kapildra) zatavend asi 1 cm nad spodnim koncem. Zatavend cdst
kapildry musi lezet pod hladinou kapaliny. Zkumavka obsahujici kapiliru se upevni bud pryzovou pdskou
k teploméru, nebo pomoci bo¢niho drzdku (viz obrazek 2).

Obrizek 2
Princip podle Siwoloboffa

Obrizek 3
Modifikovany princip

a) b) ¢)
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1.6.5

1.6.6

1.6.6.1

1.6.6.2

Kapalina pro lazen se voli podle bodu varu. Pro teploty do 573 K lze pouzit silikonovy olej. Parafinovy
olej Ize pouzit pouze do 473 K. Kapalina v ldzni se zahiivd tak, aby vzestup teploty byl zpocatku asi
3 K min™. Lizen se michd. Asi 10 K pfed ocekdvanym bodem tdni se zahfivani snizi tak, aby ndrtst
teploty byl nejvyse 1 K min™'. Kritce pfed dosazenim bodu varu zacnou z varné kapildry rychle unikat

bublinky.

Bodu varu je dosazeno, kdyz pii ochlazovani ndhle ustane unikdni bublinek a kapalina zacne v kapildre
stoupat. Piislusny tidaj na teploméru je bodem varu latky.

Modifikovanou metodou (obrizek 3) se bod varu stanovuje v kapildfe pro stanoveni bodu tdni. Ta se
vytdhne do tenké $picky dlouhé asi 2 cm (a) a do ni se nasaje malé mnozstvi vzorku. Otevieny konec
tenké Casti kapildry se zatavi tak, aby na konci byla mald vzduchovd bublinka. P¥i zahfivan{ v aparatufe pro
stanoveni bodu tani (b) se vzduchovd bublinka rozpind. Bod varu odpovida teploté, pii které sloupecek
latky dosahne hladiny kapalinové 1dzné (c).

Detekce fotoclinkem
Vzorek se zahfivd v kapildfe ve vyhiivaném kovovém bloku.
Otvory v bloku se vede svételny paprsek tak, aby prochdzel litkou na piesné kalibrovany fotocldnek.

Pfi zvySovéni teploty vzorku stoupaji z kapildry jednotlivé vzduchové bublinky. Pii dosazeni bodu varu
pocet bublinek znacné vzroste. To vede ke zméné intenzity svétla zaznamenané fotoclinkem a vyvold
signdl v méficim piistroji, kterym se zastavi zaznamendvani teploty méfené platinovym odporovym
teplomérem umisténym v bloku.

Tato metoda je zvldsté vhodnd, protoze umoziuje stanoveni teplot nizsich nez laboratorni teplota az do
253,15 K (=20 °C) bez jakékoli tpravy pristroje. Pouze je tieba umistit piistroj v chladici ldzni.

Termickd analyza

Diferencni termickd analyza

Viz doplnék.

Diferencni skenovaci kalorimetrie
Viz doplnek.
DATA

Pfi malych odchylkdch od normdlntho tlaku (nejvyse +5 kPa) se hodnoty teploty varu prepocitdvaji na
normalizovanou teplotu T, pomoci SidneyovyYoungovy rovnice:

T, =T+ (. x Ap)

kde:

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

p = naméfeny tlak v kPa

fi = velikost zmény teploty varu v zavislosti na zméné tlaku v K kPa™
T = naméfend teploty varu v K

T, = teplota varu korigovand na normdlni tlak v K
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Teplotni korekéni faktory f. a rovnice pro jejich aproximaci jsou uvedeny pro fadu litek ve zminénych
mezindrodnich a ndrodnich normdch.

Napiiklad metoda podle DIN 53171 uvadi piiblizné korekce pro rozpoustédla obsazend v nitérovych

hmotach:
TABULKA 2: TEPLOTNI KOREKCNI FAKTORY f,
Teplota T (K) Korekéni faktor f (K kPa™)
323,15 026
348,15 0,28
373,15 031
398,15 0.33
423,15 0,35
448,15 037
473,15 0.39
498,15 041
523,15 0.44
548,15 0,45
573,15 047
3. ZPRAVY

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— pouzitd metoda,

— presnd specifikace latky (identifikace a necistoty) a popf. informace o provedeném predbézném cistént,
— odhad presnosti.

Jako bod varu se uvede stfedni hodnota alesponn dvou méfeni, jejichz vysledky lezi v rozmezi odhadnuté
piesnosti (viz tabulka 1).

Uvedou se naméfené teploty varu a jejich stfedni hodnota a dile hodnota tlaku v kPa, pii kterém byla
méfeni provedena. Tlak by se mél pokud mozno bliZit normélnimu tlaku.

Musi byt uvedeny vSechny informace a pozndmky, které jsou dtlezité pro interpretaci vysledkd, zejména
pokud jde o necistoty a fyzikaln{ stav ldtky.

4. LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 103, Decision of the Council C (81) 30 final.

(2) IUPAC, B. Le Neindre, B. Vodar, (eds). Experimental thermodynamics. Butterworths, London 1975,
volume 1L

(3) R. Weissberger (ed): Technique of organic chemistry, Physical methods of organic chemistry. 3rd ed.
Interscience Publications, New York, 1959, volume I, Part I, Chapter VIIL

Doplnék
Dalsi technické podrobnosti je mozné zjistit napiiklad v téchto normach:
1. Ebuliometr

ASTM D 112072 Standard test method for boiling point of engine antifreezes
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1.1

1.2

1.3

1.4

Destilaéni postupy (teplotni rozmezi bodu varu)

ISO/R 918 Test Method for Distillation (Distillation Yield and Distillation Range)

BS 4349/68 Method for determination of distillation of petroleum products

BS 4591/71 Method for the determination of distillation characteristics

DIN 53171 Losungsmittel fir Anstrichstoffe, Bestimmung des Siedeverlaufes

NF T 20608 Distillation: détermination du rendement et de lintervalle de distilla-
tion

Diferen¢ni termickd analyza a diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

ASTM E 53776 Standard method for assessing the thermal stability of chemicals by
methods of differential thermal analysis

ASTM E 47385 Standard definitions of terms relating to thermal analysis

ASTM E 47286 Standard practice for reporting thermoanalytical data

DIN 51005 Thermische Analyse: Begriffe

A.3 RELATIVNI HUSTOTA

METODA

Popsané metody jsou zaloZeny na Pokynech OECD pro zkouSeni (1). Zdkladni principy jsou uvedeny
v literatute (2).

UVOD

Popsané metody stanoveni relativni hustoty jsou pouzitelné pro pevné a kapalné litky bez jakychkoli
omezeni, pokud jde o jejich Cistotu. Jednotlivé metody, které lze pouzit, jsou uvedeny v tabulce 1.

DEFINICE A JEDNOTKY

Relativni hustota D32’ pevnych litek nebo kapalin je pomér mezi hmotnosti uréitého objemu zkoumané
latky stanovenou pii 20 °C a hmotnosti stejného objemu vody stanovenou pii 4 °C. Relativni hustota
nemd rozmer.

Hustota latky p je podil hmotnosti litky m a jejiho objemu V.

Jednotkou hustoty p v soustavé SI je kg'm™.

REFERENCNI LATKY (1,3)

Pfi vySetfovani nové latky neni nutné vidy pouzivat referencni litky. Mély by v prvni fadé slouzit
k obcasné kontrole provedeni metody a ke vzdjemnému porovndvani vysledkt ziskanych jinymi metodami.

PODSTATA METOD

Pouzivaji se ¢tyfi skupiny metod.
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1.4.1

1.4.1.1

1.4.1.2

1.4.1.3

1.4.2

1.4.3

1.4.4

1.5

1.6

Vztlakové metody

Hustoméry (pro kapaliny)

Dostate¢né presné a rychlé stanoveni hustoty lze provést plovoucimi hustoméry, které umozni stanovit
hustotu kapaliny odectenim hloubky jejich ponofeni na kalibrované stupnici.

Hydrostatické vdhy (pro kapaliny a pevné latky)

Ke stanoveni hustoty zkouseného vzorku lze vyuZit rozdil mezi jeho hmotnosti stanovenou na vzduchu
a ve vhodné kapaliné (napf. vodg).

U pevnych litek je naméfend hustota reprezentativni jen pro dany pouzity vzorek. Pi stanoveni hustoty
kapalin se zvazi téleso zndmého objemu nejdfive na vzduchu a poté v kapaliné.

Metoda ponofené kulicky (pro kapaliny) (4)

Touto metodou se stanovi hustota kapaliny z rozdilu mezi vysledky vazeni kapaliny pfed ponofenim
kulicky zndmého objemu do zkousené kapaliny a po ném.

Pyknometrické metody

Pro pevné litky a kapaliny lze pouzit pyknometry rtznych tvari o zndmém objemu. Hustota se vypocte
z rozdilu vysledkd vézeni plného a prazdného pyknometru a z jeho zndmého objemu.

Vzduchovy srovndvaci pyknometr (pro pevné litky)

Hustotu pevné litky v libovolné formé je mozné méfit pfi pokojové teploté plynovym srovndvacim
pyknometrem. Objem latky se méif ve vzduchu nebo v inertnim plynu v kalibrovaném vilci nastavitelného
objemu. Pro vypocet hustoty se po skonceni méfeni objemu provede vizeni.

Oscila¢ni densimetr (5,6,7)

Hustotu kapaliny lze méfit oscilacnim densimetrem. Mechanicky oscildtor konstruovany ve tvaru Utrubice
se rozkmitd na rezonan¢ni kmitocet, ktery zdvisi na jeho hmotnosti. Po vloZeni vzorku se rezonanéni
kmitocet oscildtoru zméni. Aparaturu je nutné kalibrovat dvéma kapalinami o zndmé hustoté. Kapaliny by
mély byt voleny nejlépe tak, aby pokryvaly rozmezi, ve kterém lezi hustota méfeného vzorku.

KRITERIA JAKOSTI

Pouzitelnost raznych metod pro stanoveni relativni hustoty je uvedena v tabulce.

POPIS METOD

Normy uvedené jako piiklady, ve kterych je mozno vyhledat technické podrobnosti, jsou uvedeny
v doplnku.

Zkousky musi byt provedeny pii 20 °C a provedou se nejméné dvé méfeni.
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DATA

Viz normy.

ZPRAVY

Protokol o zkou$ce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— pouzitd metoda,

— presnd specifikace latky (identifikace a necistoty) a popf. informace o provedeném predbézném cisténi.
Relativni hustota D2° se uvede podle definice v bodé 1.2 spolecné se skupenstvim méfené latky.

Musi byt uvedeny vSechny informace a pozndmky, které jsou dilezité pro interpretaci vysledkd, zejména
pokud jde o necistoty a skupenstvi latky.

TABULKA: POUZITELNOST METOD

Hustota Nejyyééf mo-
Metoda méfent — _ Zg;ngomdllc‘l‘zeta Existujici norma
pevné latky kapaliny viskozity
1.4.1.1 Hustomér ano 5Pas | ISO 387,
ISO 649-2,
NF T 20-050
1.4.1.2 Hydrostatické véhy
a) pevné latky ano ISO 1183 (A),
b) kapaliny ano 5Pas | ISO 901 a 758
1.4.1.3 Metoda ponofené kulicky ano 20 Pas | DIN 53217
1.4.2  Pyknometr ISO 3507,
a) pevné latky ano ISO 1183 (B),
NF T 20053,
b) kapaliny ano 500 Pas | ISO 758
1.4.3  Vzduchovy srovndvaci pykno- ano DIN 55990 Teil 3,
metr
DIN 53243
1.4.4  Oscilacni densimetr ano 5Pas
LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 109, Decision of the Council C(81) 30 final.

(2) R. Weissberger (ed.), Technique of Organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry. 3rd ed.,
Chapter IV, Interscience Publ,, New York, 1959, I, Part 1.

(3) IUPAC. Recommended reference materials for realization of physico-chemical properties, Pure and
applied chemistry. 1976, 48, 508.

(4) Wagenbreth, H. Die Tauchkugel zur Bestimmung der Dichte von Fliissigkeiten. Technisches Messen tm,
1979, 11, 427-430.

(5) Leopold, H. Die digitale Messung von Fliissigkeiten. Elektronik, 1970, vol 19, 297-302.

(6) Baumgarten, D. Fillmengenkontrolle bei vorgepackten Erzeugnissen — Verfahren zur Dichtebestimmung
bei fliissigen Produkten und ihre praktische Anwendung. Die Pharmazeutische Industrie, 1975, 37, 717—
726.

(7) Riemann, J. Der Einsatz der digitalen Dichtemessung im Brauereilaboratorium. Brauwissenschaft, 1976, 9,
253-255.
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1.1

1.2

1.3

2.1

Doplnék

Technické podobnosti 1ze vyhledat napfiklad v téchto normach.

VZTLAKOVE METODY

Hustomér

DIN 12790, ISO 387 Hydrometer; general instructions

DIN 12791 Part I: Density hydrometers; construction, adjustment and use
Part II: Density hydrometers; standardized sizes, designation
Part III: Use and test

ISO 649-2 Laboratory glassware: Density hydrometers for general purpose

NF T 20050 Chemical products for industrial use — Determination of density of
liquids — Areometric method

DIN 12793 Laboratory glassware: range find hydrometers

Hydrostatické vihy

Pro pevné ldtky

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

NF T 20049 Chemical products for industrial use — Determination of the density
of solids other than powders and cellular products — Hydrostatic
balance method

ASTM-D-792 Specific gravity and density of plastics by displacement

DIN 53479 Testing of plastics and elastomers; determination of density

Pro kapaliny

ISO 901 ISO 758

DIN 51757 Testing of mineral oils and related materials; determination of density
ASTM D 941-55, ASTM D 1296-67 a ASTM D 1481-62

ASTM D 1298 Density, specific gravity or API gravity of crude petroleum and liquid
petroleum products by hydrometer method

BS 4714 Density, specific gravity or API gravity of crude petroleum and liquid
petroleum products by hydrometer method

Metoda ponofené kulicky

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

PYKNOMETRICKE METODY

Pro kapaliny

ISO 3507 Pycnometers

ISO 758 Liquid chemical products; determination of density at 20 °C

DIN 12797 GayLussac pycnometer (for non-volatile liquids which are not too
viscous)

DIN 12798 Lipkin pycnometer (for liquids with a kinematic viscosity of less than

100,10 m? s at 15 °C)
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DIN 12800 Sprengel pycnometer (for liquids as DIN 12798)

DIN 12801 Reischauer pycnometer (for liquids with a kinematic viscosity of less
than 100,10° m*> s at 20 °C, applicable in particular also to
hydrocarbons and aqueous solutions as well as to liquids with higher
vapour pressure, approximately 1 bar at 90 °C)

DIN 12806 Hubbard pycnometer (for viscous liquids of all types which do not
have too high a vapour pressure, in particular also to paints,
varnishes and bitumen)

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

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

DIN 12809 Pycnometr with groundin thermometer and capillary side tube (for
liquids which are not too viscous)

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

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

ASTM D 297 Section 15: Rubber Products — Chemical Analysis

ASTM D 2111 Method C: Halogenated organic compounds

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

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

NF T 20053 Chemical products for industrial use — Determination of density of

2.2

Pro pevné latky:
ISO 1183

NF T 20053

DIN 19683

solids in powder and liquids — Pycnometric method

Method B: Methods for determining the density and relative density
of plastics excluding cellular plastics

Chemical products for industrial use — Determination of density of
solids in powder and liquids — Pycnometric method

Determination of the density of soils

VZDUCHOVE SROVNAVACI PYKNOMETRY

DIN 55990

DIN 53243

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

Anstrichstoffe; Chlorhaltige Polymere; Priifung
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1.1

1.2

A.4 TLAK PAR

METODA

Vétsina ddle popsanych metod je zaloZena na Pokynech OECD pro zkouseni (1). Jejich zdkladni principy
jsou uvedeny v literatufe (2) a (3).

UvVOD

Pro provadéni zkousky je uzitetné mit predbézné informace o struktufe, bodu téni a bodu varu zkousené
latky.

Neexistuje zddny postup vhodny pro cely rozsah tlaku par. Proto je pro méfeni tlaku par v rozmezi od
<10 Pa do 10° Pa doporuceno nékolik metod.

Necistoty maji obvykle na tenzi par vliv, a to v rozsahu, ktery do znacné miry zdvisi na druhu necistoty.

Jsouli ve vzorku pFitomny t€kavé necistoty, které by mohly ovlivnit vysledek, mtze byt ldtka precisténa.
Maze byt vhodné uvést tenzi par technického materidlu.

U nékterych zde popsanych metod se uZivaji piistroje s kovovymi dily. Tato skutecnost by méla byt vzata
v Gvahu pii zkouseni korozivnich ldtek.

DEFINICE A JEDNOTKY

Tlak par litky je definovan jako tlak nasycené pary nad pevnou nebo kapalnou latkou. Pfi termodynamické
rovnovéze je tlak par Cisté ltky pouze funkei teploty.

Jednotkou tlaku v soustavé SI je pascal (Pa).

Déle jsou uvedeny nékteré difve pouzivané jednotky s odpovidajicimi prepocitdvacimi faktory:

1 torr (= 1 mm Hg) =1,333 10* Pa
1 fyzikdlni atmosféra (atm) = 1,013 10° Pa
1 bar =10° Pa

Jednotkou termodynamické teploty v soustavé SI je kelvin (K).
Univerzédlni molarn{ plynovéd konstanta R md hodnotu 8,314 J-mol K.

Zévislost tlaku par na teploté je popsdna ClausiovouClapeyronovou rovnici:

A Hy
log p=— — 4 konst.
%8P =" 3R O™

kde

tlak par litky v Pa,

ja~]
1}

AH_ = vyparné teplo v J'mol”,

=
I

univerzaln{ moldrni plynovd konstanta v J-mol K7,

—
1}

termodynamické teplota v K.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.2

1.43

1.4.4

REFERENCNI LATKY

Pri vySetfovani nové latky neni nutné vidy pouzivat referencni latky. Mély by v prvni fadé slouzit
k obcasné kontrole provedeni metody a ke vzdjemnému porovndvani vysledkt ziskanych jinymi metodami.

PODSTATA ZKUSEBNICH METOD

Pro stanoveni tlaku par je navrzeno sedm metod, které lze pouzivat v riiznych oblastech hodnot tlaku par.
Kazdou z metod se stanovuje tlak par pifi riznych teplotich. V omezeném rozsahu teplot je logaritmus
tlaku par ¢isté litky nepifmo timérny teploté.

Dynamickd metoda

Pfi dynamické metodé se méi{ teplota varu pii daném tlaku.

Doporuceny rozsah:

10 az 10° Pa,

Tato metoda se rovnéz doporucuje pro stanoveni bodu varu a je vhodnd az do teploty 600 K.

Statickd metoda

Statickou metodou se mé&if tlak par, ktery se ustavi pfi termodynamické rovnovdze v uzavieném systému
pii dané teploté. Tato metoda je vhodnd pro jednoslozkové i viceslozkové pevné latky a kapaliny.

Doporuceny rozsah:

10 az 10° Pa

Pii potiebné peclivosti Ize tuto metodu pouzit také pro oblast od 1 do 10 Pa.

Isoteniskop

Tato normalizovand metoda je rovnéz statickou metodou, obecné vSak neni vhodnd pro viceslozkové
systémy. Blizs{ informace lze ziskat v metodé ASTM D287986.

Doporuceny rozsah:

100 az 10° Pa.

Efusni metoda: Vihy pro méfeni tlaku par

Ve vakuu se stanovi mnozstvi ldtky, které opusti méfici celu za casovou jednotku otvorem zndmé velikosti
tak, Ze maze byt zanedbdn névrat litky do méfici cely (napf.méfenim impulsi generovanych proudénim
par na citlivych vahdch nebo stanovenim ztrity hmotnosti).

Doporuceny rozsah:

107 az 1 Pa.
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1.4.5

1.4.6

1.4.7

1.5

Efusni metoda: Méfeni hmotnostniho dbytku nebo méfeni zichytem parni fize

Metoda je zaloZena na stanoveni hmotnosti par zkousené latky unikajici za jednotku ¢asu z Knudsenovy
komtirky (4) mikrodyzou za podminek vysokého vakua. Hmotnost difundujicich par mtze byt zji§téna bud
stanovenim Ubytku hmotnosti komirky, nebo kondenzaci par pfi nizké teploté a stanovenim jejich
mnozstvi chromatografickou analyzou. Tlak se vypocte za pouziti Herzovy-Knudsenovy rovnice.
Doporuceny rozsah:

107 az 1 Pa

Metoda nasyceni plynu

Nad ldtkou se vede proud inertniho nosného plynu tak, Ze se nasyti jejimi parami. Mnozstvi latky, které se
pienese zndmym mnozstvim nosného plynu, Ize stanovit zachycenim ve vhodném lapaci nebo priitokovou
analytickou technikou. Z n¢ho se vypocte tlak par pii dané teploté.

Doporuceny rozsah:

10 az 1 Pa.

Pfi potiebné peclivosti Ize tuto metodu pouzit také pro oblast od 1 do 10 Pa.

Rotujici télisko

V zafizeni s rotujicim téliskem je méficim prvkem mald ocelovd kulicka zavéSend v magnetickém poli, kterd
vysokou rychlosti rotuje. Tlak plynu se odvozuje ze zpomaleni ocelové kulicky, které je zavislé na tlaku
plynu.

Doporucend oblast méfenf:

10* az 0,5 Pa.

KRITERIA JAKOSTI

V nésledujici tabulce je uvedeno srovnani riiznych metod stanoveni tlaku par z hlediska jejich pouzitelnosti,
opakovatelnosti, reprodukovatelnosti, oblasti méfeni a existujicich norem.

KRITERIA JAKOSTI

Latky Odhad opa- | Odhad re- D ) Existuifct
Metoda méfeni kovatelnos- | produkova- oporucend xistujic
, , s A oblast norma
pevné kapalné ti (') telnosti (')
1.4.1 Dynamickd metoda | s nizkym ano do 25% | do 25% |10° Pa az —
bodem tani 2 x 10° Pa

1az5% | 1az5% |2 x 10° Pa —
az 10° Pa ()

1.4.2 Statickd metoda ano ano 5a710% | 5az 10% |10 Paaz |NFT
10° Pa? 20048(5)
1.4.3 Isoteniskop ano ano 5az10% | 5 az 10 % |10? Pa az |ASTMD
10° Pa 287986
1.4.4 Efusni metoda - ano ano 5az20% | do50% |[10° Paaz [NFT
véhy pro méfeni tlaku par 1 Pa 20047(6)
1.4.5 Efusni metoda - ano ano 10 az 30% — 107 Pa az —
méfeni tbytku par 1 Pa
1.4.6 Metoda syceni ano ano 10 az 30%| do 50% |10°* Pa az —
plynu 1 Pa?
1.4.7 Metoda rotujictho ano ano 10 az 20 % — 10 Pa az —
téliska 0,5 Pa

(") 'V zdvislosti na stupni Cistoty latky.
(*) Metody mohou byt pii peclivém provedeni pouzity také pro rozmezi 1 az 10 Pa.




286

Utedn{ véstnik Evropské unie

13fsv. 11

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

POPIS METOD

Dynamickd metoda

Aparatura

Aparatura je obecné tvofena varnou nddobou s nasazenym chladicem ze skla nebo kovu (obrizek 1),
zafizenim pro méfeni teploty, zafizenim pro regulaci a méfeni tlaku. Typickd méfici aparatura zndzornénd
na obrazku je ze zdruvzdorného skla a sklddd se z péti casti:

Velkd, cdstecné dvojité opldstovand trubice sestdvd ze zdbrusového spoje, z chladice, z chladici banky a ze
vpusti.

Sklenény vilec s Cottrellovou vyvévou je umistén ve varné ¢st trubice a ma zdrsnény vnitini povrch ze
slinutého skla, aby se zabrénilo ,utajenému® varu.

wvs

Teplota se méH vhodnym teplotnim c¢idlem (napf. odporovym teplomérem, pldstovym termoclankem)
zasunutym do aparatury az k mistu méfeni (obrdzek 1, ¢islo 5) pfes vhodnou spojku (napf. s vnéjsim
zébrusem).

Musi byt vytvoreno nezbytné spojeni k reguldtoru tlaku a k méficimu zafizeni.

Pres kapildru je s méfici aparaturou spojena kulatd barika, kterd slouzi jako vyrovnavaci objem.

Varnd nddoba je vyhfivdna topnou vlozkou napf. zavedenou zespoda do sklenéné aparatury. Pozadovand
intenzita proudu pro ohfev se nastavuje a reguluje prostfednictvim termoclanku.

Potfebny podtlak mezi 10? Pa a piiblizné¢ 10° Pa se dosahne pomoci vyvévy.

K méfeni a regulaci tlaku vzduchu nebo dusiku (méfici rozsah pfiblizné¢ 10* az 10° Pa) a k ventilaci se
pouzije vhodny ventil.

Tlak se mé&f{ manometrem.

Postup méteni

Pro stanoveni tlaku par vzorku se méfi jeho teplota varu pii rtiznych specifikovanych tlacich mezi asi 10° a
10° Pa. Ustdlen{ teploty pfi konstantnim tlaku znamend, Ze bylo dosazeno teploty varu. Tato metoda neni
vhodnd pro méfeni ldtek, které péni.

Létka se umisti do Cisté, suché vzorkovnice. Pfi plnéni pevnych latek, které nejsou ve formé prasku, muze
dojit k problémtim, kterym se viak lze nékdy vyhnout zahiatim chladictho pldsté. Po naplnéni se aparatura

uzavie piirubou a ldtka se odplyni. Poté se nastavi nejnizsi pozadovany tlak a zapne se ohfev. Soucasné se
teplotni ¢idlo pfipoji k zapisovadi.

Rovnovéhy je dosazeno, je-li pfi konstantnim tlaku zaznamendna konstantni teplota varu. Je tfeba vénovat
zvl&stni pozornost tomu, aby se zabranilo prudkému uvoliiovdni par béhem varu. Navic musi dojit k tGplné
kondenzaci v chladi¢i. Pii stanovovéni tlaku par u nizkotajicich pevnych ldtek je tieba dbdt na to, aby
nedoslo k ucpdni chladice.

Po zaznamendni naméfeného rovnovdzného teplotniho bodu se nastavi vyssi tlak. Takto se pokracuje,
dokud se nedosihne tlaku 10° Pa (celkem asi 5 az 10 méfeni). Pro kontrolu se musi stanoveni
rovnovaznych boda opakovat pii klesajicich hodnotich tlaku.
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1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

Statické méfeni

Aparatura

Aparatura se sklddd ze zdsobniku vzorku, z ohiivaci a chladici soustavy k regulaci teploty vzorku a méfeni
teploty. Aparatura téZ zahrnuje zafizeni k nastaveni a méfeni tlaku. Zdkladni principy jsou zndzornény na
obrdzcich 2a a 2b.

Barka na vzorek (obrizek 2a) je z jedné strany uzaviena vhodnym vysokovakuovym ventilem. Z druhé
strany je pfipojena Utrubice obsahujici vhodnou manometrickou kapalinu. Jeden konec Utrubice je napojen
k vyvéve, k tlakové lahvi s dusikem, nebo k odvzdusnovacimu ventilu a k manometru.

Misto Utrubice se dd pouzit manometr s ukazatelem tlaku (obrazek 2b).

Za Ucelem regulace teploty vzorku je barika se vzorkem spolu s ventilem a Utrubici ¢ tlakomérem
umisténa v ldzni s konstantni teplotou udrzovanou s pfesnosti +0,2 K. Teplota se méi na vnéjsi strané
banky se vzorkem nebo v baiice samotné.

K evakuaci aparatury se uzije vyvéva s protiproudym chlazenym lapacem.

U metody 2a se tlak par litky méff nepfimo za pouziti indikdtoru nuly. Pfitom se zohledfiuje skute¢nost,
ze se hustota kapaliny pii velkych zméndch teploty v Utrubici méni.

V zévislosti na rozsahu tlakii a v zdvislosti na chemickém chovani zkousené latky jsou jako indikdtory nuly
pro Utrubici vhodné tyto latky: silikonové oleje, ftaldty. Zkousend litka se nesmi znatelné rozpoustét ani
nesmi reagovat s kapalinou v Utrubici.

V oblasti normdlniho tlaku vzduchu do 10? Pa lze v manometru pouzivat rtut, zatimco silikonové oleje
a ftalaty je vhodné pouzivat pro tlak od 10 Pa do 10? Pa. Ohfivatelné membranové kapacitni manometry
lze dokonce pouzivat pro tlak nizsi nez 107 Pa. Existuji téZ jind méfidla tlaku, kterd lze pouzit pro tlaky
pod 10? Pa.

Postup méfeni

Pred méfenim se vSechny Cdsti aparatury znazornéné na obrazku 2 dikladné odisti a vysusi.

V piipadé metody 2a se Utrubice naplni zvolenou kapalinou, kterd musi byt pfed pouzitim odplynéna za
zvysené teploty.

Zkousend ldtka se vlozi do aparatury, kterd se uzavie a snizi se v ni teplota, aby doslo k odplynéni. Teplota
musi byt dostatecné nizkd, aby se zajistilo vysiti vzduchu, aniz by doslo u viceslozkovych smésnych
materidlt ke zméné jejich slozeni. V piipadé potieby lze rovnovahy rychleji dosdhnout michanim.

Vzorek muZe byt podchlazen napf. kapalnym dusikem (je nutno zabrdnit kondenzaci vzduchu nebo
kapaliny z vyvévy) nebo smési ethylalkoholu a suchého ledu. Pro méfeni nizkych teplot se pouzije ldzen
s teplotou regulovanou pfipojenim k chladicimu systému (ultrakryomatu).

Pfi otevfeném ventilu niddoby se vzorkem se pfipoji na nékolik minut odsdvani, aby se odstranil vzduch.

Ventil se poté uzavie a teplota vzorku se sniZi na nejnizsi pozadovanou troven. Je-li to nutné, musi se
odplynovaci postup nékolikrdt opakovat.

Pii zahfivani vzorku roste tlak par. To méni rovnovdhu kapaliny v Utrubici. Aby se zména kompenzovala,
piipousti se ventilem dusik nebo vzduch do té doby, dokud neni indikdtor tlaku opét na nule. Tlak
potfebny k ustaveni nulové hodnoty mize byt odecten presnym manometrem pii laboratorni teploté.
Tento tlak odpovidd tenzi par litky pii dané teploté méfent.

Metoda 2b je podobnd, ale tlak par se odecitd piimo.



288

Utedn{ véstnik Evropské unie

13fsv. 11

1.6.3

1.6.4

1.6.4.1

Zavislost tlaku par na teploté se stanovi ve vhodnych krétkych intervalech (celkem piiblizné 5 az 10 boda
méfeni) az do pozadovaného maxima. Odecty pii nizkych teplotdch se musi pro kontrolu opakovat.

Nelezi-li hodnoty zjisténé z opakovanych odectl na kiivee zjisténé pro zvysujici se teplotu, miize to byt
zplisobeno jednou z téchto pficin:

1. Vzorek stdle obsahuje vzduch (napf. u vysoce viskdznich materidlt) nebo obsahuje litky s nizkym
bodem varu, které jsou pii zahiati uvoliiovany a které lze odstranit odsitim po pfedchozim podchlazeni.

2. Teplota podchlazeni neni dostatecné nizkd. V tomto piipadé se pouzije jako chladici médium tekuty
dusik.

Pokud nastane piipad 1 nebo 2, musi se méfeni opakovat.
3. V ldtce probihd ve vySetiovaném teplotnim rozsahu chemickd reakce (napf. rozklad, polymerace).
Isoteniskop

Uplny popis této metody je uveden v literatufe (7). Princip méfictho zafizenf je znizornén na obrizku 3.
Podobné jako staticki metoda popsand v bodé 1.6.2 je isoteniskop vhodny k vysetfovani pevnych ldtek
i kapalin.

V piipadé kapalin slouzi litka samotnd jako indika¢ni sloupec v pomocném manometru. Do isoteniskopu
se odméif mnozstvi kapaliny postacujici k naplnéni barky a kratkého ramene manometru. Isoteniskop se
piipoji k vakuovému systému, evakuuje se a poté se naplni dusikem. Evakuace a vyplach systému se
opakuje dvakrdt, aby se odstranil veskery zbytkovy kyslik. Naplnény isoteniskop se umisti do horizontalni
polohy, aby se vzorek rozprostiel v bance a v U¢dsti manometru do tenké vrstvy. Tlak v systému se snizi
na 133 Pa a vzorek se opatrné zahfeje pravé k varu (odstranéni rozpusténych plynd). Poté se isoteniskop
vrati do ptvodni polohy tak, aby se vzorek vritil do banky a kratkého ramene manometru, takze oba dily
jsou zcela naplnény kapalinou. Tlak se udrzuje jako pii odplynovani; $picka banky se zahiivd malym
plamenem, dokud uvolnénd pdra neexpanduje natolik, Ze pfetlaci ¢dst vzorku z horni ¢asti banky a ramene
manometru do manometrické ¢dsti isoteniskopu, pficemz se vytvoif prostor bez dusiku, naplnény vyhradné
parami.

Isoteniskop se poté vlozi do ldzné se stdlou teplotou a tlak dusiku se upravi tak, aby se rovnal tlaku
vzorku. Rovnovdzny tlak je uddvan manometrickou &dsti isoteniskopu. V rovnovdze se rovnd tlak dusiku
tenzi par latky.

U pevnych litek se v zdvislosti na oblasti tlaku a teploty pouzivaji manometrické kapaliny uvedené
v bodé¢ 1.6.2.1. Odplynénd manometrickd kapalina se naplni do rozsifené casti dlouhého ramene
isoteniskopu. Poté se vySetfovand ldtka naplni do barnky a odplyni se pii zvySené teploté. Isoteniskop se
poté nakloni, aby manometrickd kapalina natekla do Utrubice. MéFeni zdvislosti tlaku par na teploté se
provede jako v bodé 1.6.2.

Efusni metoda: Vihy pro méfeni tlaku par

Aparatura

V literatufe jsou popsdna riznd provedeni aparatury (1). Aparatura popsand zde slouzi ke zndzornéni
pouzitého obecného principu (obrdzek 4). Na obrazku 4 jsou zndzornény hlavni Casti aparatury sloZené
z vysokovakuové komory z korozivzdorné oceli nebo ze skla, z vyvévy a méfice vakua a z vestavéného
zatizeni pro méfeni tlaku par pomoci vah. V aparatufe jsou vestavény tyto dily:

— odpafovaci picka s pfirubou a oto¢nou prichodkou. Odpafovaci picku tvofi védlcova nddoba vyrobend
napf. z médi nebo z chemicky odolné slitiny s dobrou tepelnou vodivosti. Rovnéz Ize pouzit sklenénou
nddobu opatfenou médénym pldstém. Picka md pramér pfiblizné 3 az 5 cm a je 2 aZz 5 cm vysokd. Je
opatfena jednim az tfemi otvory rizné velikosti pro prichod par. Picka je vyhfivina bud podstavenou
vyhiivaci destickou, nebo topnou spirdlou v plasti. Aby nedoslo k rozptylovani tepla do zdkladni desky,
je spojeni vyhfivaci desticky se zdkladni realizovino deskou pfes materidl s nizkou tepelnou vodivosti
(stifbroniklovd nebo chromniklovd ocel); je-li napf. pouzita picka s nékolika prichody, je izolace
tvofena stifbroniklovymi trubicemi pfipojenymi k rotujici ose picky. Toto uspofddani je vyhodné, nebot
umoziuje zavedeni médéné tyce. Je tim umoznéno chlazeni z vnéjsku chladici lazni,
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je-li médéné viko picky opatieno tiemi otvory rtizného priméru, jejichz poloha je posunuta vici sobé
0 90°, pokryvd méfeni Siroky rozsah tlakéi par (otvory o préiméru 0,30 az 4,50 mm). Siroké otvory se
pouZiji pfi nizkych tlacich par a naopak. Otdcenim picky se zddany otvor nebo mezipoloha nastavi do
sméru toku pary (v ose se nachdzi otvor picky — clona — miska vah) a proud molekul se propusti nebo
odkloni otvorem picky na misku vah. Pro méfeni teploty ldtky se na vhodné misto umisti termocldnek
nebo odporovy teplomér,

nad clonou je miska velmi citlivych mikrovah (viz nize). Miska vah md pramér piiblizné¢ 30 mm.
Vhodnym materidlem je pozlaceny hlinik,

miska vah je obklopena vélcovitym chladicim blokem z mosazi nebo médi. Otvory v bloku jsou
piizptsobeny typu raménka podle typu vah a otvor ve cloné musi umoznit priichod proudu molekul a
souCasné musi zajistovat uplné zkapalnéni par na misce. Odvod tepla smérem ven je zajiStén
napf. médénou ty¢i piipojenou k chladicimu bloku. Ty¢ prochdzi zdkladni deskou a je od ni tepelné
izolovdna napf. trubici z chromniklové oceli. Ty¢ je ponofena do Dewarovy nddoby s kapalnym
dusikem umisténé pod zdkladni deskou a/nebo se zajisti cirkulace kapalného dustku pifmo provrtanou
ty¢i. Chladici blok je tak udrzovan pfi teploté —120 °C. Miska vah je chlazena vyhradné vyzafovdnim,
které pro vySetfovanou oblast tlaku postacuje (zahdjeni chlazeni pfiblizné 1 hodinu pted zacitkem
méfeni),

vdha je umisténa nad chladicim blokem. Vhodné véhy jsou napf. vysoce citlivé dvojramenné elektro-
nické mikrovdhy nebo vysoce citlivy pistroj s pohyblivou civkou (viz Pokyny OECD pro zkouseni 104,
vydani ze dne 12. 5. 1981),

v zékladni desce jsou také elektrické zdsuvky pro piipojeni termoclankd (nebo odporovych teplomért)
a topnych spirdl,

vakuum se vytvaif v nddobé pomoci stiednévakuové nebo vysokovakuové pumpy (pozadované vakuum
piiblizné 1 az 2 - 107 Pa, kterého se dosdhne po dvouhodinovém odsdvani). Tlak se sleduje vhodnym
ionizacnim manometrem.

1.6.4.2 Postup méfeni

Nédoba se naplni zkousenou litkou a uzavie se vickem. Clona a chladici blok jsou vysunuty proti picce.
Aparatura se uzavie a spusti se vyvévy. Pfed zahdjenim méfeni by mél byt tlak asi 10* Pa. Od 10 Pa je
tieba zacit s chlazenim chladictho bloku.

Po dosazeni potiebného vakua se zahdji fada kalibracnich méfeni pfi nejniz$i pozadované teploté. Otevie se
odpovidajici otvor ve viku, proud pédry projde clonou umisténou nad nim a dopadne na ochlazovanou
misku vah. Miska vah musi byt dostatecné¢ velkd, aby zajistila zachyceni veskeré pary prochdzejici clonou.
Hybnost proudu par pusobi jako sila proti misce vah a molekuly se srdZeji na jejim studeném povrchu.

Hybnost a soucasnd kondenzace vytvéreji signdl v zapisovaci. Vyhodnoceni signdlu poskytuje dva druhy
informact:

1. V popsaném zafizeni je tlak par urCen piimo z pusobeni na misku vah (k tomu neni tfeba znét

molekulovou hmotnost (2)). Pii vyhodnoceni ode¢tu musi byt vzaty v Gvahu geometrické faktory, jako
jsou otvor v picce a thel molekuldrniho proudu.

2. Soucasné muze byt méfeno mnozstvi kondenzdtu, z ¢ehoz muZze byt vypoctena rychlost vyparovani.

Tlak par muZze byt také vypocitdn z rychlosti vypafovani a z molekulové hmotnosti pomoci Hertzovy

rovnice (2).
2 RT x 10°
p=6G \ M
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kde

G = rychlost vypafovani (kgs''m™),

M = molekulovd hmotnost (g'mol™?),

T = termodynamickd teplota (K),

R = univerzdlni moldrni plynové konstanta (J-mol':K™),

p = tlak pary (Pa).

Poté, co je dosazeno potfebného vakua, zacind série méfeni pii nejnizsi mozné teploté.

Pro dal$if méfeni se teplota zvySuje v malych intervalech, dokud se nedosihne jeji nejvyssi pozadované
hodnoty. Vzorek se poté znovu ochladi a je mozné zaznamenat druhou kiivku tlaku par. Jestlize se pii

druhém opakovéni{ nepotvrdi vysledek prvniho méfeni, je mozné, ze se litka v dané teplotni oblasti méfeni
rozklada.

1.6.5 Efusni metoda: Méfeni hmotnostniho dbytku

1.6.5.1 Aparatura
Zaiizeni se sklddd z téchto &dsti:
— blok, ve kterém jsou umistény efusni komuirky, s moznosti termostatovani a evakuace,
— vysokovakuovd vyvéva (napf. difusni vyvéva nebo turbomolekuldrni vyvéva) a podtlakové meéfidlo,

— zaffzen{ pro zachycovani par se zkapalnénym dusikem nebo suchym ledem.

Elektricky vyhiivany hlinikovy vakuovy blok se ¢tyfmi ocelovymi efusnimi komirkami je zndzornén jako
pitklad na obrdzku 5. Membréna z korozivzdorné oceli tloustky asi 0,3 mm s efusnim otvorem o priiméru
0,2 az 1 mm je pfipojena k efusni komdrce vickem opatfenym zdvitem.

1.6.5.2 Postup méteni

Do kazdé efusni komurky se umisti referencni a zkousend ldtka, kovovd membrdna s otvorem se zajisti
Sroubovacim vickem a kazdd komtirka se zvdzi s pfesnosti na 0,1 mg. Méfici komurka se umisti do
termostatovaného bloku, ktery se poté evakuuje na tlak nizsi, nez je jedna desetina ocekdvaného tlaku par.
Ve stanovenych casovych intervalech v rozmezi od 5 do 30 h se do zafizeni vpousti vzduch a tbytek

hmotnosti efusni komtirky se stanovi opakovanym védZzenim.
Aby bylo zajisténo, ze vysledky nebudou ovlivnény tékavymi necistotami, vazi se komurka opakované ve
stanovenych Casovych intervalech a tak se kontroluje, zda je rychlost odpafovani konstantni nejméné po

dva méfici intervaly.

Tlak par p je ddn vztahem:

m [2nRT
PokacV ™ M
kde
p = tlak par (Pa),
m = hmotnost ldtky opoustgjici komurku za cas t (kg),
t = cas (s),
A = plocha otvoru (m?,
K = korekéni faktor,
R = univerzdlni plynovd konstanta (J-mol'-K™),

T = teplota (K),

M = molekuldrni hmotnost (kg'mol™).
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1.6.6

1.6.6.1

Korekeni faktor K zdvisi na poméru délky a poloméru kruhového otvoru:

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

Vyse uvedend rovnice muze byt zapsdna ve tvaru

—E—/—
P=5 VM

1
kde E = A V2 R je efusni konstanta komurky.

Tato efusni konstanta miize byt urcena s vyuzitim referencnich latek (2, 9) pomoci této rovnice:

kde
p, = tlak par referencni ldtky (Pa),
M_ = molekuldrni hmotnost referen¢ni ltky (kg:mol™).

Metoda nasyceni plynu

Aparatura

Typickd aparatura pouzivand pro tuto zkousku se sklddd z fady dile popsanych a na obrizku 6a
vyobrazenych &asti (1).

Inertni plyn:

Nosny plyn nesmi se zkousenou litkou chemicky reagovat. Obvykle je vhodny dusik, nékdy je vak nutné
pouzit jiné plyny (10). Pouzity plyn musi byt suchy (viz obrdzek 6a, ¢islo 4: ¢idlo pro méfeni relativni
vlhkosti plynu).

Kontrola priitoku:

Pro kontrolu pratoku plynu je nezbytny vhodny regulacni systém pro zajisténi konstantniho a podle
potfeby nastavitelného pratoku plynu sytici kolonou.

Zafizeni pro zachycovdni par:

Jejich vybér zdvisi na vlastnostech zkoumané litky a na zvolené analytické metodé. Piry by se mély
zachycovat kvantitativné a ve formé, kterd umozni ndslednou analyzu. Pro nékteré zkousené latky jsou
vhodné lapace obsahujici kapaliny jako hexan nebo ethylenglykol. Pro jiné litky lze pouzit pevné
absorbenty.

Jako alternativni metody zachyceni pary a ndsledné analyzy mohou byt ke stanoveni mnozstvi hmoty
transportované zndmym mnozstvim nosného plynu pouzity pratokové analytické techniky, jako je
chromatografie. Navic mize byt méfen tibytek hmotnosti vzorku.

Vyménik tepla:
Pro méfeni pii riznych teplotich mtze byt nezbytné zabudovat do aparatury vyménik tepla.
Sytici kolona:

Zkousena latka se v rozpusténé formé nanese na vhodny inertni nosi¢. Nosi¢ s nanesenou litkou se vlozi
do sytici kolony. Kolona by méla byt dimenzovédna a prutok plynu nastaven tak, aby bylo zaruc¢eno tplné
nasyceni nosného plynu. Sytici kolonu je nutno termostatovat. Mé-li se méfit pii teplotdch nad laboratorni
teplotou, musi byt Casti aparatury mezi sytici kolonou a zafizenimi pro zachycovédni par rovnéz ohiivany,
aby se zamezilo kondenzaci zkousené latky.
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1.6.6.2

1.6.6.3

Za syti¢ kolony muZze byt umisténa kapildra (obrdzek 6b), aby se snizil tok hmoty zptsobeny difuzi.

Postup méteni
Priprava sytici kolony:

Roztok zkousené latky ve vysoce tékavém rozpoustédle se pfidd k pfiméfenému mnozstvi nosice. Mélo by
byt pridino dostatecné mnozstvi zkousené ldtky, aby bylo zajisténo nasyceni po celou dobu zkousky.
Rozpoustédlo se dplné odpaif na vzduchu nebo v rotaénim odpafovaci a peclivé promiseny materidl se
piidd do sytici kolony. Po zahtéti vzorku se aparaturou vede suchy dusik.

Meéeni:

Zafizeni na zachycovéni par nebo priitokové detektory se pfipoji na vystup z kolony a méf se cas. Na
pocitku a v pravidelnych intervalech béhem meéfeni se kontroluje pritok pocitacem bublinek (nebo
kontinudlné pratokomeérem).

Na vystupu ze sytici kolony je nutno méfit tlak. To lze provést:

a) zapojenim manometru mezi kolonu a lapace (tento zptisob nemusi byt zcela uspokojivy, protoZe se
zvySuje mrtvy objem a zvétSuje se adsorpcni plocha); nebo

b) stanovenim poklesu tlakéi za pouzitym zachycovacim zafizenim jako funkce objemového pritoku
v samostatném experimentu (toto nemusi pfindSet uspokojivé vysledky pro lapace s absorpénimi
kapalinami).

Doba potiebnd pro zachyceni mnozstvi litky nezbytného pro jednotlivé metody analyzy se uréi pied-
béznymi pokusy nebo odhadem. Jako alternativa zachyceni litky pro daldi analyzu mbze byt uZita
pratokovd kvantitativni analytickd technika (napf. chromatografie). Pfed vypoctem tlaku par pii dané
teploté se provedou piedbézné pokusy pro stanoveni maximdlni pratokové rychlosti, pii které je nosny
plyn dokonale nasycen parami latky. Za timto Ucelem se zavddi nosny plyn do sytici kolony nizkym
objemovym pritokem volenym tak, ze dalsim snizovdnim pritokové rychlosti jiz vypoctend hodnota tlaku
par neroste.

Specifickd analytickd metoda zdvisi na druhu studované latky (napf. plynovd chromatografie nebo
gravimetrie).

Stanovi se mnozstvi latky, které je undseno zndmym objemem nosného plynu.

Vypocet tlaku par

Tlak par se pocitd z hustoty par, W[V, podle rovnice:

kde

p = tlak par (Pa),

W = hmotnost odpafené zkousené litky (g),

V= objem nasyceného plynu (m’),

R = univerzalni moldrni plynovd konstanta (J-mol™'-K™),
T = termodynamickd teplota (K),

M = moldrni hmotnost (g'mol™).

Naméfené objemy musi byt korigovdny v disledku rozdilt tlaki a teplot mezi pritokomérem a sytici
kolonou vyhfivanou termostatem. Je-li priitokomér zafazen za lapaci, mize byt nezbytné provést korekce
s ohledem na podil slozek odpafenych z lapace (1).
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1.6.7

1.6.7.1

1.6.7.2

Rotujici télisko (8, 11, 13)

Aparatura

Metoda rotujictho téliska mize byt provedena za pouziti méfice viskozity s rotujicim téliskem, zndzorné-
ného na obrdzku 8. Schematicky ndkres méfici soustavy je zndzornén na obrdzku 7.

Typické méfici zafizeni md méfici hlavu s rotujicim téliskem, umisténou v termostatovaném prostoru
(regulovaném s presnosti na 0,1 °C). Nddobka se vzorkem je umisténa do termostatovaného prostoru
(regulovaného s pfesnosti na 0,01 °C). VSechny ostatni ¢dsti zafizeni jsou udrzovany pii vyssi teploté, aby
nedochdzelo ke kondenzaci. K zafizeni se vakuovymi ventily pfipoji vysokovakuovd vyvéva.

Méfici hlava s rotujicim téliskem se sklddd z ocelové kulicky (primér 4 az 5 mm) umisténé v trubici.
Kulicka je zavéSena a stabilizovina v magnetickém poli obvykle s vyuzitim kombinace permanentnich
magnetti a regulacnich civek.

Kulicka je uvddéna do rotacniho pohybu rotujicimi magnetickymi poli produkovanymi civkami. Zvedaci
civky méfici nizkou, ale trvalou zbytkovou magnetizaci kulicky, umoznuji méfeni rotacni rychlosti.

Postup méteni

Jakmile kulicka dosdhne stanovenou rota¢ni rychlost v (obvykle asi 400 otdcek za sekundu), zastavi se
dalsi napdjeni a zahdji se zpomalovani vyvolané brzdicim t¢inkem plynu.

Pokles rota¢ni rychlosti je méfen jako funkce ¢asu. Vzhledem k tomu, Ze brzdéni zpiisobené magnetickym
zdvésem je zanedbatelné ve srovndni s brzdénim zpiisobenym plynem, je tlak par dén vztahem:

LT NS0)
olOtXan(o)

p:

kde

[ = pramérnd rychlost molekul plynu,

r = polomér kulicky,

p = hustota kulicky,

o = koeficient te¢ného ptenosového impulsu (0 = 1 pro idedlné kulovy povrch kulicky),
t = (as,

v, = rotacni rychlost po case t,

Vg = pocitetni rotacni rychlost.

Rovnice mize byt rovnéz napsdna ve tvaru:

7nErp><tn—t,,,1
T 100 Tty Xty

kde t, t_ jsou casy potfebné pro stanoveny pocet rotaci N. Casové intervaly t, t_ nasleduji za sebou a
P g ,

ey

Prtimérnd rychlost molekul plynu € je ddna vztahem:

kde
T = teplota,
R = univerzdlni moldrni plynovd konstanta,

moldrni hmotnost.

=
1]
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DATA

Stanoveni tlaku par kteroukoli z vySe popsanych metod by se mélo provést nejméné pii dvou teplotdch.
Aby se ovéfil linedrni pribéh kiivky tlaku par v oblasti teplot od 0 °C do 50 °C, doporucuje se méfeni pii
tiech nebo vice teplotach.

ZPRAVY

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— pouzitd metoda,

— presnd specifikace latky (identifikace a necistoty) a popf. informace o provedeném predbézném cistént,
— nejméné dvé hodnoty tlaku par a teploty, pokud mozno v oblasti 0 °C az 50 °C,

— viechny ptvodni tdaje,

— kiivka zévislosti log p na 1/T,

— odhadnutd hodnota tlaku par pifi 20 °C nebo 25 °C.

Zjistili se zména stavu (fizovy pfechod, rozklad), mély by byt uvedeny tyto skutecnosti:
— druh zmény,
— teplota pii atmosférickém tlaku, pfi které ke zméné dochdzi,

— hodnoty tlaku par pfi 10 °C a 20 °C pod teplotou prechodu a nad teplotou piechodu (s vyjimkou
piechodti z pevného do plynného skupenstvi).

Musi byt uvedeny vSechny informace a pozndmky, které jsou dtilezité pro interpretaci vysledkd, zejména
pokud jde o necistoty a fyzikaln{ stav ldtky.

LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 104, Decision of the Council C(81) 30 final.

(2) Ambrose, D. V: B. Le Neindre, B. Vodar, (eds.): Experimental Thermodynamics. Butterworths, London,
1975, 1L

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

(4) Knudsen, M. Ann. Phys. Lpz., 1909, 29, 1979; 1911, 34, 593.

(5) NF T 20-048 AFNOR (Sept. 85). Chemical products for industrial use — Determination of vapour
pressure of solids and liquids within range from 107 to 10° Pa — Static method.

6) NF T 20-047 AFNOR (Sept. 85). Chemical products for industrial use — Determination of vapour
P p p
pressure of solids and liquids within range from 107 to 1 Pa — Vapour pressure balance method.

(7) ASTM D 2879-86, Standard test method for vapour pressure- temperature relationship and initial
decomposition temperature of liquids by isoteniscope.

(8) G. Messer, P. Rohl, G. Grosse, W. Jitschin. J. Vac. Sci. Technol. (A), 1987, 5 (4), 2440.
(9) Ambrose, D., Lawrenson, L. J., Sprake, C. H. S. J. Chem. Thermodynamics 1975, 7, 1173.
(10) B. F. Rordorf. Thermochimica Acta, 1985, 85, 435.

(11) G. Comsa, J. K. Fremerey, B. Lindenau. J. Vac. Sci. Technol., 1980, 17 (2), 642.

(12) G. Reich. J. Vac. Sci. Technol., 1982, 20 (4), 1148.

(13) J. K. Fremerey. J. Vac. Sci. Technol. (A), 1985, 3 (3), 1715.
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Doplnek 1

Metoda odhadu
UvoD
Vypoctené hodnoty tlaku par lze vyuzit:

— k rozhodnuti, kterd z experimentilnich metod je vhodnd,

— k provedeni odhadu nebo ke stanoveni mezni hodnoty v piipadech, kdy nelze z technickych davodi
pouzit experimentdlni metodu (véetné pifpadd, kdy je tlak par velmi nizky),

— jako pomoc pii vyhleddni pifpadd, kdy je neprovedeni experimentdlniho méfeni odfivodnitelné, nebot
tlak par je pii laboratorni teploté pravdépodobné < 107 Pa.

METODA ODHADU

Tlak par kapalin a pevnych litek mize byt odhadnut pomoci modifikovaného Watsonova korela¢niho
vztahu (a). PoZaduje se pouze jeden experimentdlni ddaj, a to teplota varu za normélniho tlaku. Metoda je
pouzitelnd pro tlaky od 10° do 10~ Pa.

Podrobnd informace o metodé je uvedena v p¥irucce Handbook of Chemical Property Estimation Methods (b).
POSTUP VYPOCTU

Podle prirucky (b) se tlak par vypocte podle vzorce:

T m
A Hy, (3_2T_b> T\" ' T
In P, = 1- -2m (3-2— In —
T T

A ZpRTy, - b Ty
Ty
kde
T = teplota, pro kterou je tlak par vypocitdvan,
T, = teplota varu pfi normalnim tlaku,
;" = tlak par pii teploté T,
AH, = vyparné teplo,
AZ, = faktor stlacitelnosti (pouzije se hodnota 0,97),
m = empiricky faktor, jehoz hodnota zdvisi na fyzikdlnim stavu pfi teploté, pro niZ je provddén
vypocet
Dile
AH
= _K(8,75+R1InTy)
Ty

kde K, je empiricky soucinitel zohlednujici polaritu litky. V piirucce b) jsou uvedeny hodnoty faktoru K,
pro nékolik typt sloucenin.

Velmi casto jsou k dispozici data o teplot¢ varu pii snizeném tlaku. V takovém piipadé se podle
pifrucky (b) vypocte tlak par podle tohoto vztahu:

A Hy T\"T, T\" ! T
InPp=InP+———+|1-(3-2—-) —-2m(3-2_— In —
AZbRTl T1 T Tl Tl

kde T, je teplota varu pii snizeném tlaku P,.
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ZPRAVA

Je-li pouzita metoda odhadu, musi zprdva obsahovat dplny postup vypoctu.
LITERATURA

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

b) W. J. Lyman, W. F. Reehl, D. H. Rosenblatt. Handbook of Chemical Estimation Methods. McGrawHill,
1982.

Doplnék 2

Obrizek 1

Zatizeni pro stanoveni kfivky tlaku par dynamickou metodou
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1 = termoclanek

2 = vyrovnévaci prostor vakua
3 = manometr

4 = vakuum

5 = méfici bod
l —— 50w 6 = topny ¢cldnek asi 150 W
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Obréizek 2a

Zafizen{ pro stanoveni kiivky tlaku par statickou metodou (s manometrickou Utrubici)

D

- ff
7

— ————
—1{F—=1 3 —
N7 —
— b p——
= =
Pt —
E: 4:T::.
b—| | ==
—_— =
——— M=
4 f———d

= -6

1. Zkousend litka
2. Plynna fize
3. Vysokovakuovy kohout

4. U-trubice (pomocny manometr)

5. Manometr

-

6. Lazen termostatu
7. Méfidlo teploty
8. K vyvévé

9. Odvzdusnéni

© =D
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Obréizek 2b

Zafizeni pro stanoveni kiivky tlaku par statickou metodou (s pouzitim ukazatele tlaku)

1. Zkousenad latka

2. Plynna faze

3. Vysokovakuovy kohout
4. Stupnice tlaku

~

AN

f

5. Ukazatel tlaku
6. Lazen termostatu
7. Méfidlo teploty
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Obrizek 3

Isoteniskop (viz literatura (7))

1. K systému méfeni a kontroly tlaku
2. Trubice s vngj$im primérem 8 mm
3. Suchy dusik v tlakovém systému

4. Pary vzorku

5. Spicka banky

6. Kapalny vzorek
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Obrizek 4
Zafizen{ pro stanoveni kiivky tlaku par podle metody stanoveni tlaku par pomoci vah
10

77,

A

7%

7

1. Zkousend ldtka

2. Plynné fize s proudem par

3. Odpatovaci picka s oto¢nym vstupem
3a. Viko s otvory

4. Vyhfivani picky (chlazeni)

5. Méfeni teploty vzorku

6. Chladici box

11

12

7. Clona

8. Tycka chladiciho bloku
9. Miska vah

10. Mikrovahy

11. K zapisovaci

12. K vysokovakuové vyvévé
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Obrizek 5

Piiklad zafizeni pro odpafovani za nizkého tlaku pfi efusni metodé, vybaveného efusni komiirkou o objemu 8 cm’

g

\\\\T\\\Y

A N, . . . O, .

o v | s ¢ m—— .

L L. L L L

10 t S cm J‘ )

. Pripojka k vakuu

. Otvory pro platinovy odporovy teplomér nebo pro systém méfeni a kontroly teploty (2)
. Viko valEuového bloku

O-krouzek

. Hlinikovy vakuovy blok

Zafizeni pro zasouvani a vytahovani efusnich komtirek
Sroubovaci vicko

. Kfidlové matice (6)

. Srouby (6)

10. Efusni komtirky z korozivzdorné oceli

11. Topnd télesa (6)

O 0NNV W N
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Obrizek 6a

Piiklad pratokového systému pro stanoveni tlaku par metodou nasyceni plynu
]
/ \ 6 Vs 7

!
T
T ael=x& |

1 2

= regulétor pritoku

= yyménik tepla
= jehlové ventily
= ¢idlo pro méfent relativni vlhkosti plynu
= satura¢ni kolony
tésnéni z PTFE

ritokomér

lpac (absorbér)

ejovy lapac

0 = fritovy p0c1tac bublinek

HOONAVIEAEWNF
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Obrazek 6b

Piiklad zafizeni pro stanoveni tlaku par metodou nasyceni plynu s kapildrou zafazenou za sytici kolonu

7722277777077,

-
NS

O
T TS

NN
N

pplr

1. Priitokomér s vyhfivanou spirdlou 6. Sytici kolona
2. Manometr 7. Kapildra

3. Lazefi termostatu 8. Absorbéry
4. Spiréla pro termostatovéni nosného plynu 9. Plynomér

5. Teplomér (Pt 100) 10. Chlazeny lapa¢

Obrazek 7

Priklad experimentilniho uspofdddni pro metodu rotujictho téliska

Zafizen{ pro mé&feni tlaku par

A. Hlava pro snimdni otd¢ek rotujiciho téliska
B. Komiirka se vzorkem

C. Termostat

D. Zdroj vakua (turbomolekulérni vyjvéva)

E. Vzduchovy termostat
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Obrizek 8

Priklad méfici hlavy s rotujicim téliskem

[

0

1. Kulicka

2. Evakuovany trubkovy néstavec k 6
3. Permanentni magnety

4. Civky (2) pro svislou stabilizaci

5. Hnacf civky (4)

6. Pfipojovaci spojka

A.5 POVRCHOVE NAPETI

1. METODA

Popsané metody jsou zaloZeny na Pokynech OECD pro zkouseni (1). Jejich zdkladni principy jsou uvedeny
v literatufe (2).

1.1 UvoD
Popsané metody jsou urceny pro méfeni povrchového napéti vodnych roztokd.

Pred provedenim téchto zkousek je vhodné mit k dispozici pfedbézné informace o rozpustnosti latky ve
vodg, o jeji struktufe, o hydrolyze a o kritické koncentraci pro tvorbu micel.

Nize uvedené metody jsou pouzitelné pro vétsinu chemickych litek bez omezeni z hlediska stupné jejich
Cistoty.

Méfeni povrchového napéti metodou prstencového tenziometru je omezeno na vodné roztoky
s dynamickou viskozitou niz$i nez piiblizné 200 mPa s.

1.2 DEFINICE A JEDNOTKY

Povrchové volnd enthalpie vztazend na jednotku povrchu se nazyvd povrchové napéti.
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1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.3

1.6.4

1.6.4.1

Povrchové napéti se vyjadiuje téchto jednotkdch:
N m™ (v soustavé SI) nebo

mN m™ (odvozend jednotka v soustavé SI)

1 Nm™ = 10° dyn-cm™

1 mN'm?' =1 dyncm? ve staré soustavé CGS
REFERENCNI LATKY

Pfi vySetfovani nové latky neni nutné vidy pouzivat referencni litky. Mély by v prvni fadé slouzit
k obcasné kontrole provedeni metody a ke vzdjemnému porovndvani vysledkt ziskanych jinymi metodami.

Referenc¢ni ldtky, které pokryvaji Siroké rozpéti hodnot povrchového napéti, jsou uvedeny v literatufe (1, 3).
PODSTATA METOD

Metody jsou zaloZeny na méfeni nejvétsi sily, kterou je nutné piisobit ve svislém sméru na timinek nebo
prstenec, ktery se dotykd povrchu zkoumané kapaliny umisténé v méfici nddobé, aby se od tohoto povrchu
oddélil, nebo na desticku, kterd se svym okrajem dotykd povrchu, aby se vznikly film vytdhl nahoru.

Létky, jejichz rozpustnost ve vodé dosahuje hodnoty alespont 1 mg 17, se zkouseji ve vodnych roztocich pii
jedné koncentraci.

KRITERIA JAKOSTI

Presnost téchto metod je pravdépodobné vyssi, nez je pozadovdno pro ucely hodnoceni stavu Zzivotniho
prostiedi.

POPIS METOD

Pripravi se roztok latky v destilované vodé. Koncentrace roztoku by méla byt 90% koncentrace nasyceného
roztoku latky ve vodé; pokud tato koncentrace presihne 1 g 17, pouzije se k méfeni roztok o koncentraci
1 g I'. Létky, jejichZ rozpustnost je mensi nez 1 mg I, neni nutné zkouset.

Destickovd metoda

Viz ISO 304 a NF T 73060 (Surface active agents — determination of surface tension by drawing up liquid
films).

Timinkovd metoda

Viz ISO 304 a NF T 73060 (Surface active agents — determination of surface tension by drawing up liquid
films).

Prstencovd metoda

Viz ISO 304 a NF T 73060 (Surface active agents — determination of surface tension by drawing up liquid
films).

Harmonizovand prstencovd metoda OECD

Aparatura
Pro toto méfeni jsou vhodné komer¢ni tenziometry. Sklddaji se z téchto Césti:
— pohyblivy stolek pro vzorek,

— systém méfen sily,
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— méfici télisko (prstenec),
— méfici nddoba.
1.6.4.1.1  Pohyblivy stolek pro vzorek

Pohyblivy stolek pro vzorek slouzi jako podlozka pro termostatovanou méfici nddobu, ve které je kapalina,
kterd ma byt zkousena. Spolu se systémem méfeni sily je upevnén na stojanu.

1.6.4.1.2  Systém méfeni sily

Systém méfeni sily je umistén nad stolkem pro vzorek (viz obrazek). Chyba méfeni sily nemd prekrocit
+10° N, coz odpovidd chybé +0,1 mg pfi méfeni hmotnosti. Ve vétsiné¢ piipadd je méFici stupnice
komercnich tenziometrti délena v mN m™, takZe je mozné povrchové napéti odecitat piimo v mN m'
s pfesnosti na 0,1 mN m™.

1.6.4.1.3  M¢Fici télisko (prstenec)

Prstenec je obvykle zhotoven z platino-iridiového dratu o praméru asi 0,4 mm a stfednim obvodu 60 mm.
Prstenec z drétu je zavé$en vodorovné na upeviiovaci vidlici z drdtu a na kovové tycince, kterd tvoif spojeni
k systému méfeni sily (viz obrdzek).

Obréizek
Méfici télisko

(vSechny rozméry jsou uvedeny v milimetrech)

]
I 1
ty¢inka |
| 2
| [
upevilovaci vidlice |
—.—4&
' 2
| 1
Ir X
I
| 2
- : .
)
! l
e ! y
o . -

\ prstenec

D ~ 195§
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1.6.4.1.4

1.6.4.2

1.6.4.2.1

1.6.4.2.2

M¢éfici nddoba

Meéfici nddobou pro zkusebni roztok je termostatovand sklenénd nadoba. Ma byt konstruovina tak, aby
teplota zkoumané kapaliny i plynné fize nad jejim povrchem zistala béhem méfeni konstantni a aby se
vzorek nemohl odpafovat. Vhodnd je vélcova sklenénd nddoba o vnitinim priméru nejméné 45 mm.

Piiprava aparatury

Cisténi

Sklenéné nddoby je tfeba peclivé vycistit. Pokud je to nutné, mély by se vymyt horkou kyselinou
chromsirovou a ndsledné koncentrovanou kyselinou fosforecnou (83 az 98% hmot. HPO,), peclivé
vypldchnout tekouci vodou a nakonec omyt redestilovanou vodou do neutrdlni reakce a nésledné vysusit
nebo vypldchnout vzorkem kapaliny, kterd méd byt méfena.

Prstenec je tieba nejprve peclivé umyt vodou, aby se odstranily viechny ltky rozpustné ve vodé. Poté se
kritce ponofi do kyseliny chromsirové, oplachne se v redestilované vodé do neutrdlni reakce a nakonec se
krétce ohfeje nad methanolovym plamenem.

Pozndmka:

Znecisténi latkami, které se nerozpoustéji ani nerozkladaji kyselinou chromsirovou ani kyselinou fosforec-
nou, jako napiiklad silikony, je nutné odstranovat vhodnymi organickymi rozpoustédly.

Kalibrovdni aparatury

Validace aparatury spocivd v ovéfeni nuly a v nastaveni piistroje tak, aby jeho data umozniovaly spolehlivé
stanoveni v mN m™.

Poloha:

Pristroj musi byt nastaven do vodorovné polohy, napf. pomoci libely polozené na zdkladovou desku
tenziometru a nastavenim stavécich $roubl zdkladnové desky.

Nastaveni nuly:

Po upevnéni prstence na aparatufe a pred ponofenim do kapaliny je tieba nastavit nulu ukazatele
tenziometru a zkontrolovat rovnobéznost prstence s hladinou kapaliny. K tomu je mozné pouzit hladiny
kapaliny jako zrcadla.

Kalibrace:

Vlastni kalibraci pted méfenim je mozné provést dvéma postupy:

a) Pouzitim zdvazi: pfi tomto postupu se pouziji jezdce o zndmé hmotnosti od 0,1 g do 1,0 g, které se
umist{ na prstenec. Kalibracni faktor @, kterym je tfeba ndsobit vSechny hodnoty odectené na piistroji,
je mozné urcit podle rovnice (1):

o, = 0: (1)
kde:

m,

o = 2—5 (mN/m)

m = hmotnost jezdce (g),
g = tihové zrychleni (981 cm-s? na drovni hladiny more),
b = stfedni obvod prstence (cm),
0. = odectend hodnota na tenziometru po umisténi jezdcl na prstenec (mN m™).
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1.6.4.3

1.6.5

1.6.6

b) Pouzitim vody: pii tomto postupu se pouzije Cistd voda, jejiz povrchové napéti md pii 23 °C hodnotu
72,3 mN m™. Tento postup lze provést rychleji nez kalibraci se zdvazimi, ale existuje vidy nebezpeci,
ze povrchové napéti vody je zkresleno stopovym znecisténim povrchové aktivnimi latkami.

Kalibra¢ni faktor @, kterym je tieba ndsobit vSechny hodnoty odectené na piistroji, je mozné urcit
podle rovnice (2):

Oo

kde:
0, = hodnota povrchového napéti vody uvedend v literatufe (mN m™),
o = naméfend hodnota povrchového napéti vody (mN m™),

obé pii stejné teploté.

Priprava vzorkii

Pfipravi se vodné roztoky zkousenych litek o pozadované koncentraci, které nesméji obsahovat nerozpu-
§téné slozky.

Roztoky musi byt udrzovany pii konstantni teploté (0,5 °C). Protoze se povrchové napéti roztoku v méfici
nddobé v Case méni, provedou se méfeni v riznych Casech a sestroji se kiivka zévislosti povrchového
napéti na Case. Nedochdzili k zddnym dal§im zméndm, bylo dosazeno rovnovézného stavu.

Meéfeni je ovliviiovdno znecisténim prachem nebo plynnymi ldtkami. Price musi byt tedy provadény pod
ochrannym krytem.

ZkuSebni podminky

Meéfeni se provadi piiblizné pii +20 °C a udrZuje se tolerance £0,5 °C.

Postup zkousky

Roztoky, které maji byt méfeny, se prevedou do peclivé vycisténé méfici nddoby, pficemz je tieba dbat na
to, aby nedoslo k pénéni, a nddoba se poté postavi na stolek zkusebni aparatury. Horni &st stolku s méfici
nddobou se vysune tak vysoko, aby se prstenec ponofil pod povrch roztoku, ktery ma byt méfen. Horni
Cast stolku se ndsledné postupné a rovnomérné snizi (rychlosti piiblizné 0,5 cmmin™), aby doslo
k oddéleni prstence od povrchu, a to az do dosazeni maximdlni hodnoty sily. Film kapaliny lpici na
prstenci se od ného nesmi odtrhnout. Po ukonéeni méfeni se prstenec opét ponoii pod povrch a postup se
opakuje az do dosazeni konstantni hodnoty povrchového napéti. PH kazdém stanoveni se zacne za-
znamendvat ¢as v okamziku plnéni roztoku do méfici nddoby. Odecty se provedou vidy v okamziku, kdy
je dosazeno maximdlni sily nutné pro oddéleni prstence od povrchu kapaliny.

DATA

Za Ucelem vypoctu povrchového napéti se hodnota odectend na piistroji v mN m™ nejprve vyndsobi
kalibra¢nim faktorem @ nebo @, (podle pouzitého postupu kalibrace). Ziskd se tak hodnota, kterd vsak
plati pouze piiblizné, a vyzaduje proto korekci.

Harkins a Jordan (4) empiricky stanovili korekéni faktory pro hodnoty povrchového napéti méfeného
prstencovou metodou, které zdvisi na rozmérech prstence, hustoté kapaliny a jejim povrchovém napéti.
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Vzhledem k tomu, Ze je zdlouhavé stanovovat pro kazdé jednotlivé méfeni korekéni faktor z tabulek
Harkinse a Jordana, lze pro vypocet povrchového napéti vodnych roztokd pouzit zjednodusenou metodu,
kterd spocivd v odectu korigovanych hodnot povrchového napéti piimo z tabulky. (Pro odectené hodnoty,
které lezi mezi hodnotami uvedenymi v tabulce, se provede interpolace.)

TABULKA: KOREKCE NAMERENYCH HODNOT POVRCHOVEHO NAPETI

Pouze pro vodné roztoky, p = 1 g-em?

= 9,55 mm (stfedni polomér prstence)

0,185 (polomér dritu prstence)

Korigovand hodnota (mN m™)
Experimentdini hodnota (mN m") Kalibrace zdvazimi (viz 1.6.4.2.2 Kalibrace vodou (viz 1.6.4.2.2
pism. a)) pism. b))
20 16,9 18,1
22 18,7 20,1
24 20,6 22,1
26 22,4 24,1
28 24,3 26,1
30 26,2 28,1
32 28,1 30,1
34 29,9 32,1
36 31,8 34,1
38 33,7 36,1
40 35,6 38,2
42 37,6 40,3
44 39,5 42,3
46 41,4 44,4
48 43,4 46,5
50 45,3 48,6
52 47,3 50,7
54 49,3 52,8
56 51,2 54,9
58 53,2 57
60 55,2 59,1
62 57,2 61,3
64 59,2 63,4
66 61,2 65,5
68 63,2 67,7
70 65,2 69,9
72 67,2 72
74 69,2 —
76 71,2 —
78 73,2 —

Tabulka byla sestavena na zdkladé korekci podle Harkinse a Jordana. Je obdobou tabulky podle normy
DIN 53914 pro vodu a vodné roztoky (hustota p = 1 gem?); plati pro béiny komeréni prstenec
o rozmérech R = 9,55 mm (stfedni polomér prstence) a r = 0,185 mm (polomér dritu prstence). Tabulka
udéva korigované hodnoty pro méfeni povrchového napéti ziskané po kalibraci zdvazimi nebo vodou.

Jinym FeSenim je vypocitat povrchové bez pfedchozi kalibrace podle rovnice:

“~ = =

sila udand méficim systémem pii oddéleni filmu,

polomér prstence,

korekéni faktor (1).
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3.2

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— pouzitd metoda,

— druh vody nebo pouzitého roztoku,

— presnd specifikace latky (identifikace a necistoty),

— vysledky méfeni: povrchové napéti (odectené hodnoty) s uvedenim jednotlivych odectenych hodnot
a jejich aritmetického priméru a rovnéz korigované stfedni hodnoty (pficemz se bere v dvahu
kalibracni faktor a tabulka korekci),

— koncentrace roztoku,

— zkudebni teplota,

— staff pouzitého roztoku, zejména Casovy odstup mezi piipravou roztoku a méfenim,

— zndzornéni Casové zdvislosti povrchového napéti po prevedeni roztoku do méfici nadoby,

— uvedou se viechny informace a pozndmky, které jsou diilezité pro interpretaci vysledkdi, zejména pokud
jde o necistoty a fyzikdlni stav latky.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Vzhledem k tomu, Ze povrchové napéti vody je 72,75 mN m™ pii 20 °C, mély by byt litky vykazujici za
podminek této metody povrchové napéti mensi nez 60 mN m™ povazovdny za povrchové aktivni
materidly.

LITERATURA

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

(2) R. Weissberger (ed.). Technique of Organic Chemistry, 3rd ed. Interscience Publ, New York, 1959, 1,
Part I, Chapter XIV.

(3) Pure and Applied Chem., 1976, 8, 511.
(4) Harkins, W. D., Jordan, H. F, J. Amer. Chem. Soc., 1930, 52, 1751.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.4.1

1.4.2

A.6 ROZPUSTNOST VE VODE

METODA

Popsané metody jsou zaloZeny na Pokynech OECD pro zkouseni (1).

UVOD

Pred provedenim této zkousky je vhodné mit k dispozici pfedbézné informace o strukturnim vzorci latky,
o tenzi par, disocia¢ni konstanté a o hydrolyze (jako funkci pH).

Neexistuje jedind dostupnd metoda pro cely rozsah rozpustnosti ve vodé.

Dv¢ niZe popsané metody pokryvaji cely rozsah rozpustnosti, nejsou viak pouzitelné pro tékavé latky:

— prvni metoda, pouzitelnd pro v podstaté Cisté latky s malou rozpustnosti (< 102 g 17), stdlé ve vodg;
tato metoda se oznacuje jako ,sloupcovd eluéni metoda®,

1

— druhd metoda, pouzitelnd pro v podstaté Cisté latky s vy$si rozpustnosti (> 107 g 17), stdlé ve vodé;

tato metoda se oznacuje jako ,bankovd metoda“.

Rozpustnost zkousené latky ve vodé miiZe byt znacné ovlivnéna pfitomnosti necistot.

DEFINICE A JEDNOTKY

Rozpustnost litky ve vodé je definovana hmotnostni koncentraci jejtho nasyceného roztoku ve vodé pii
dané teploté. Rozpustnost ve vodé se uddvd v jednotkdch hmotnosti na objem roztoku. Jednotkou
v soustavé SI je kg'm™ (mazZe se také pouzivat g I').

REFERENCNI LATKY

Pi vySetfovani nové litky neni nutné vidy pouzivat referencni litky. Mély by v prvni fadé slouzit
k obcasné kontrole provedeni metody a ke vzdjemnému porovndvéni vysledkd ziskanych jinymi metodami.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Priblizné mnozstvi vzorku a doba nutnd pro dosazeni hmotnostni koncentrace nasyceného roztoku by
mély byt stanoveny jednoduchou predbéznou zkouskou.

Sloupcovd eluéni metoda

Tato metoda je zaloZena na vymyvani zkousené latky vodou z mikrokolony, naplnéné inertnim nosicem,
napf. sklenénymi kulickami nebo piskem, pokrytym piebytkem zkousené latky. Rozpustnost ve vodé se
stanovi, jsou-li hmotnostni koncentrace eludtu konstantni. To se projevi jako platé zavislosti koncentrace na
Case.

Barikovd metoda

V této metod¢ se ltka (pevné latky musi byt ve formé prasku) rozpusti ve vodé pii teploté, kterd je o néco
vys$si nez teplota méfeni. Po dosazeni nasyceni se roztok ochladi a udrzuje se pii teploté méfeni, za stdlého
michéni, dokud se nedosihne rovnovahy. Jinou moznosti je provést méfeni piimo pii zkuSebni teploté,
pokud je vhodnym vzorkovanim prokdzdno, Ze je dosaZeno rovnovdzného nasyceni. Hmotnostni koncen-
trace latky ve vodném roztoku, ktery nesmi obsahovat Zddné nerozpusténé cdstice, se ndsledné stanovi
vhodnou analytickou metodou.
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1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

KRITERIA JAKOSTI

Opakovatelnost

Pii sloupcové eluéni metodé je dosazitelnd opakovatelnost < 30 %; pii baiikové metodé by mélo byt
dosazeno opakovatelnosti < 15 %.

Citlivost

Zavisi na analytické metodg, Ize vsak stanovit hmotnostni koncentrace az do 10 g I'.

POPIS METOD

ZkuSebni podminky

Zkouska se provadi pokud mozno pii teploté 20 0,5 °C. Pfedpoklddd-li se zdvislost rozpustnosti ve vodé
na teplot¢ (>3 % na 1 °C), méla by byt provedena méfeni pii dvou dalsich teplotich, které jsou nejméné
0 10 °C vys$si a nizsi nez ptvodné zvolend teplota. V tomto pifipadé by méla byt teplota udrzovina
v toleranci +0,1 °C. Zvolenou teplotu je tieba udrzovat ve vSech dulezitych ¢dstech aparatury konstantni.

Piedbéind zkouska

K piiblizné 0,1 g vzorku (pevné latky musi byt v praskové form¢) v 10ml odmérném vilci uzaviratelném
sklenénou zdtkou se pfiddvd vzristajici objem destilované vody o laboratorni teploté podle krokd
uvedenych v této tabulce:.

0,1 g rozpusténo

i 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
v ,x“ ml vody

PFibliznd rozpustnost | >1 000 1000 az 200 az | 100 az 50| 50 az 10 | 10 az 1 <1
g1 200 100

Po kazdém piidini mnozZstvi vody uvedeného v tabulce se smési intenzivné tiepe po dobu 10 min
a vizudlné se kontroluje obsah nerozpusténych castic. Zistaneli vzorek nebo jeho ¢ast po piidani 10 ml
vody nerozpustény, experiment je nutno opakovat ve 100 ml odmérném valci s vétsim objemem vody. Pfi
nizkych rozpustnostech mtze byt doba potiebnd k rozpusténi latky podstatné delsi (je vhodné vyckat
alespont 24 h). Pfibliznd rozpustnost je uvedena v tabulce pod objemem vody potiebnym k tplnému
rozpusténi vzorku. Neni-li litka ani poté dplné rozpusténa, je vhodné vyckat delsi dobu nez 24 h
(maximdlné 96 h), nebo fedit ddle, aby se zjistilo, zda by méla byt pouzita sloupcovd elu¢ni metoda
nebo barnkovd metoda.

Sloupcovd eluéni metoda

Nosic, rozpoustédlo a eluent

Nosi¢ pro sloupcovou eluéni metodu by mél byt inertni. Vhodnymi materidly, které lze pouiit, jsou
sklenéné kulicky a pisek. K naneseni zkousené litky na nosic by mélo byt pouzito vhodné tékavé
analyticky cisté rozpoustédlo. Jako eluent by méla byt pouzita voda redestilovand ve sklenéné nebo
kiemenné aparatufe.

Pozndmka:

Nesmi se pouzit voda ziskand pfimo z organického ménice iontd.
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1.6.3.2

1.6.3.3

1.6.3.4

Nandseni na nosic
Odvazi se piiblizné 600 mg nosice a pievede se do 50ml bariky s kulatym dnem.

Pfiméfené odvdzené mnozstvi zkousené litky se rozpusti ve zvoleném rozpoustédle. Dostate¢ny podil
tohoto roztoku se pfidd k nosici. Rozpoustédlo musi byt dokonale odpafeno, napf. v rotaéni odparce, jinak
se nedosdhne tiplného nasyceni nosice vodou kvili rozdélovacim efektim na povrchu nosice.

Nandseni zkousSené ldtky na nosi¢ miize byt problematické (chybné vysledky), srézi-li se zkousend ldtka na
nosi¢i jako olej nebo krystalickd fize. Problém by mél byt fesen experimentdlné a podrobnosti by mély byt
zaznamenany.

Nosi¢ s nanesenou litkou se nechd dvé hodiny botnat v asi 5 ml vody a suspense se poté naplni do
mikrokolony. Je také mozné naplnit mikrokolonu, kterd byla pfedtim naplnéna vodou, suchym nosicem
s nanesenou latkou a poté nechat béhem dvou hodin ustavit rovnovahu.

Zkusebni postup:
Vymyvéni litky z nosice lze provddét dvéma riznymi zpisoby:
— ob¢hovym cerpadlem (viz obrdzek 1),

— vyrovnavaci nddobou (viz obrizek 4).

Vymyvdni kolony pouZitim obéhového cerpadla
Aparatura

Schematické usporadani typického systému je zndzornéno na obrdzku 1. Vhodnd mikrokolona je zndzor-
néna na obrdzku 2, pfijatelnd je oviem i kterdkoli jind velikost za ptedpokladu, Ze budou splnéna kritéria
opakovatelnosti a citlivosti. Prostor hlavy kolony by mél mit obsah nejméné péti objemt sloupce a mél by
byt schopny pojmout nejméné pét vzorkd. Prostor hlavy kolony miize byt mensi, pokud se pocdtecnich pét
objemt sloupce eluovanych s necistotami nahradi ¢istym rozpoustédlem.

Kolona by méla byt pfipojena k obéhovému cerpadlu, které zajistuje konstantni pratok asi 25 ml h.
Cerpadlo se pfipoji hadickami z polytetrafluorethylenu (PTFE), a/nebo sklenénymi trubickami. U aparatury
slozené z kolony a cerpadla musi byt moznost odbéru eludtu a vyrovndvdni tlaku v hlavé kolony
s atmosférickym tlakem. Materidl v koloné se fixuje malym (5 mm) smotkem skelné vaty, ktery soucasné
slouzi k odfiltrovdni ¢éstecek. Lze pouzit napf. peristaltické nebo membrdnové cerpadlo (pfitom je tieba
dbat na to, aby nedoslo ke znecisténi materidlem hadicky a/nebo aby nedoslo k absorpci timto
materidlem).

Postup méfeni

Zahdji se vymyvani kolony. Doporucuje se pratok asi 25 ml h? (to odpovidd u popsané kolony
desetindsobku objemu sloupce za hodinu). Nejméné prvnich pét objemi sloupce obsahujicich necistoty
rozpustné ve vodé se odstrani. Poté se nechd bézet obéhové cerpadlo az do ustaveni rovnovéhy, které je
dosazeno, nelisi-li se koncentrace péti po sobé nésledujicich vzorka pifi ndhodném vybéru o vice nez
+30 %, pricemz rozdily jsou nepravidelné. Tyto vzorky by se mély odebirat v intervalech, béhem kterych
kolonou projde objem eluentu rovny nejméné desetindsobku objemu sloupce.

Vymyvdni kolony pomoci vyrovndvaci nddoby
Aparatura (viz obrdzek 3 a 4)

Vyrovndvaci nddoba: je pfipojena zabrousenym spojem, ktery je spojen hadickou z PTFE. Doporucuje se
pouzit rychlost prutoku pfiblizné¢ 25 ml h™. Podily eludtu nésledujici po sobé se shromazduji a jejich
koncentrace se analyzuji zvolenou metodou.

Postup méfent:

Pro stanoveni rozpustnosti ve vodé se pouziji prostiedni podily eludtu, ve kterych zistdvaji koncentrace
nejméné v péti po sobé jdoucich vzorcich konstantni (£30 %).
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1.6.4

1.6.4.1

1.6.4.2

1.6.5

V obou pifpadech (pfi pouziti obéhového Cerpadla nebo vyrovndvaci nddoby) se druhé promyti provede pii
polovi¢ni pritokové rychlosti. Shodujili se vysledky obou pokust, povazuje se vysledek za uspokojivy; je-li
zdanlivd rozpustnost pii nizsi priitokové rychlosti vyssi, je nutné pritok snizovat vidy na polovinu tak
dlouho, dokud dva po sobé¢ ndsledujici méfeni neposkytnou stejnou hodnotu rozpustnosti.

V obou piipadech (v piipadé obéhového cerpadla nebo vyrovndvaci nddoby) je nutné vzorky podrobit
zkousce na koloidni castice pomoci Tyndallova jevu (rozptylem svétla). Pitomnosti takovych cdstic je
vysledek znehodnocen a zkouska by méla byt opakovana po zlep3eni filtra¢ni funkce kolony.

Meélo by byt zaznamendno pH kazdého vzorku. Druhé méfeni je tieba provést pii stejné teploté.

Barnikovd metoda

Zatizeni

Tato metoda vyZaduje toto vybaveni:

— bézné laboratorni sklenéné nddoby a pomicky,

— zafizeni pro tfepdni roztokd pii regulovanych konstantnich teplotich,

— odstfedivka (nejlépe termostatovand), je-li nezbytnd v piipadé emulzi, a

— piistroje pro analytickd stanoveni.

Postup méfeni

Mnozstvi materidlu potiebné pro nasyceni pozadovaného objemu vody se odhadne z predbézného pokusu.
Potiebny objem vody zavisi na analytické metodé a na rozsahu rozpustnosti. Do tif sklenénych nddobek
opatfenych sklenénymi zdtkami (napf. centrifugacnich kyvet, banék) se navazi asi pétindsobek odhadnutého
mnozstvi materidlu. Do kazdé z nddobek se pfidd zvolené mnozstvi vody a nddobky se tésné uzaviou.
Uzaviené nddobky se poté tiepou pii 30 °C. (K tomuto téelu by méla byt pouzita tiepacka nebo michacka
pracujici pii konstantni teploté, napf. magnetické michdni v termostatované vodni ldzni.) Po jednom dnu se
jedna z nddobek vyjme a nechd se za oblasného michdni 24 h stit, aby se ustdlila rovnovaha pii teploté
méfeni. Poté se obsah nddobky odstiedi pfi teploté méfeni a v ¢iré vodné fézi se vhodnou analytickou
metodou stanovi koncentrace zkousené latky. Po dvou, resp. tfech dnech se zbylé dvé nddobky po
pfedchozim ustaveni rovnovahy nasyceni pii 30 °C zpracuji podobnym zptsobem. Odpovidaji-li hodnoty
koncentrace alespont u poslednich dvou nddobek pozadované reprodukovatelnosti, je stanoveni uspokojivé.
Pokud hodnoty koncentraci pro nadobky 1, 2 a 3 vykazuji stoupajici tendenci, mélo by byt celé stanoveni
opakovéno s prodlouzenim doby pro ustaveni rovnovahy.

Méfeni mize byt provedeno i bez predbézné inkubace pii 30 °C. S cilem zjistit rychlost ustaveni saturaéni
rovnovéhy se odebiraji vzorky do té doby, dokud doba michdni ovliviiuje koncentraci méfeného roztoku.

Meélo by byt zaznamendno pH kazdého vzorku.

Analyza

Pro tato stanoveni se upfednostiiuje analytickd metoda specifickd pro danou ldtku, protoze mald mnoZzstvi
rozpusténych necistot mohou zpusobit velké chyby pfi stanoveni rozpustnosti ve vodé. Piiklady téchto
analytickych metod jsou plynovd nebo kapalinovd chromatografie, titraéni metody, fotometrické metody,
voltametrické metody.
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2. DATA
2.1 SLOUPCOVA ELUCNI METODA

Pro kazdy pokus by meéla byt vypoctena stiedni hodnota z nejméné péti po sobé ndsledujicich vzorkd
vybranych z oblasti po dosazeni rovnovdzného nasyceni a rovnéz by méla byt vypoctena smérodatnd
odchylka. Vysledky by mély byt uvedeny v jednotkdch hmotnosti na jednotku objemu roztoku.

Porovnaji se stiedni hodnoty dvou zkousek provedenych za rtznych rychlosti pritoku a jejich opakova-
telnost by méla byt mensi nez 30 %.

2.2 BANKOVA METODA

Vysledky pro kazdou ze ti banék se uvedou samostatné a jsouli ustdlené (opakovatelnost je lepsi nez
15 %), zpraméruji se a vyjadi{ se v jednotkdch hmotnosti na jednotku objemu roztoku. Je-li rozpustnost
velmi vysokd (>100 g 1), mize to vyzadovat piepocet hmotnostnich jednotek na objemové jednotky
s vyuzitim hustoty roztoku.

3 ZPRAVY
3.1 SLOUPCOVA ELUCNI METODA

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— vysledky piedbéiné zkousky,

— presnd specifikace latky (identifikace a necistoty),

— jednotlivé koncentrace, hodnoty rychlosti pritoku a pH pro kazdy vzorek,

— stfedni hodnoty a smérodatné odchylky nejméné pro pét vzorkl z rovnovdzné oblasti kiivky nasyceni
z kazdého pokusu,

— pramérnd hodnota dvou po sobé ndsledujicich piijatelnych méfent,

— teplota vody béhem procesu tvorby nasyceného roztoku,

— pouzitd analytickd metoda,

— druh pouzitého materidlu nosice,

— zpusob naneseni studované latky na nosic,

— pouzité rozpoustédlo,

— poznatky o jakékoli chemické nestdlosti latky béhem zkousky a pii pouzité analytické metodg,

— viechny informace, které maji vyznam pro interpretaci vysledks, zvlasté s ohledem na necistoty
a fyzikalni stav latky.

3.2 BANKOVA METODA

Protokol o zkou$ce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— vysledky pfedbéiné zkousky,
— presnd specifikace latky (identifikace a necistoty),

— vysledky jednotlivych analytickych stanoveni a primérné hodnoty, pokud byla pro kazdou nddobku
stanovena vice neZ jedna hodnota,

— hodnota pH kazdého vzorku,
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— pramérnd hodnota pro dvé riizné naddobky, jejichz vysledky jsou ve shodg,
— teplota pii zkousce,
— pouzitd analytickd metoda,
— poznatky o jakékoli chemické nestdlosti latky béhem zkousky a pii pouzité analytické metodg,
— viechny informace, které maji vyznam pro interpretaci vysledkd, zvldsté s ohledem na necistoty
a fyzikalni stav latky.
LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 105, Decision of the Council C(81) 30 final.

(2) NF T 20045 (AFNOR) (Sept. 85). Chemical products for industrial use — Determination of water
solubility of solids and liquids with low solubility — Column elution method.

(3) NF T 20-046 (AFNOR) (Sept. 85). Chemical products for industrial use — Determination of water
solubility of solids and liquids with high solubility — Flask method.

Doplnék

Obrizek 1

Sloupcové eluéni metoda s

obéhovym ¢cerpadlem

_ vyrovnéni atmosferického tlaku

————————
@ termostatované
prittokomér mikrokolona Eerpadlo
obg&hové
erpadlo ——

(Y

D@: dvoucestny kohout pro odbér vzorki




13/sv. 11

CS

Utedni véstnik Evropské unie 317

Obriézek 2
Typickd mikrokolona

(vSechny rozméry v mm)

250 -

2

00

N

hlava kolony

1
I
N
|
2 (ptipojent pro sklenény
zabrouseny spoj)
P

vnitini primeér 5

po—————— vné&j8i priimér 19

M

smotek skelné vaty

-~ =N\ —}~ dvoucestny uzaviraci kohout
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Obrézek 3
Typickd mikrokolona

(vSechny rozméry v mm)

pfipojeni pro sklenény
zabrouseny spoj

hlava kolony

vniténi primér 5

p———  vné&j$i primér 19

250
200

+
-+

—}- uzaviraci kohout
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Obrizek 4

Sloupcova elu¢ni metoda s vyrovndvaci nidobou

O] OJ
o0 O. co 3

1 = vyrovnévaci nddoba (nap¥. bafika o obsahu 2,5 1)

2 =kolona (viz obrézek 3)

3 = sbéral frakci

4 = termostat

5 = teflonové hadicka

6 = sklené&ny zabrouseny spoj

7 = hadice na vodu (mezi termostatem a kolonou, vnitfni priimér asi 8 mm)
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1.1

1.2

1.3

A.8 ROZDELOVACI KOEFICIENT

METODA
Popsand metoda ,tfepaci lahve” je zaloZena na Pokynech OECD pro zkouseni (1).
UvoD

Pred provedenim této zkousky je vhodné mit k dispozici pfedbézné informace o strukturnim vzorci latky,
o disocia¢ni konstanté, o rozpustnosti ve vodé, o hydrolyze, o rozpustnosti v noktanolu (oktanlolu)
a 0 povrchovém napéti.

U disociujicich latek by méla byt méfeni provadéna pouze s nedisociovanou formou (volnd kyselina nebo
volnd baze), ziskanou pii pouziti vhodného pufru o pH nejméné o 1 niz$im (volnd kyselina) nebo vy3sim
(volnd baze) nez pK.

Tato zkudebni metoda zahrnuje dva samostatné postupy: metodu tiepaci lahve a vysokotcinnou kapalino-
vou chromatografii (HPLC). Prvni metodu lze pouzit, lezili hodnota log P, (definice viz niZze) v rozmezi -2
az 4, a druhou metodu, lezi-li hodnota log Po/v v rozmezi 0 az 6. Pfed provedenim kteréhokoli
z experimentdlnich postupi by mél byt nejdiive ziskdn predbézny odhad rozdélovaciho koeficientu.

Metoda tiepaci lahve je pouzitelnd pouze pro v podstaté Cisté latky, které jsou rozpustné ve vodé
a v noktanolu. Nelze ji pouzit pro povrchové aktivni litky (pro které by mély byt uvedeny hodnota
ziskand vypoctem nebo odhad zalozeny na piislusnych rozpustnostech v noktanolu a ve vodg).

Metoda HPLC neni pouzitelnd pro silné kyseliny a zasady, komplexni slouceniny kovii, povrchové aktivni
latky a latky, které reaguji s eluentem. Pro tyto litky by mély byt uvedeny hodnota ziskand vypoctem nebo
odhad zaloZeny na individudlnich rozpustnostech v n-oktanolu a vodé.

Metoda HPLC je méné citlivd na pFitomnost necistot ve zkouSené litce nez metoda tiepaci lahve. Nékdy
viak mohou necistoty ztiZit interpretaci vysledkd, protoze pfifazeni pika se stavd nejistym. U smési, které
dévaji nerozlisitelny pds, by mély byt uvedeny spodni a horni mez hodnoty log P.

DEFINICE A JEDNOTKY

Rozdélovaci koeficient (P) je definovin jako pomér rovnoviznych koncentraci (c) rozpusténé litky ve
dvoufidzovém systému tvofeném dvéma prakticky nemisitelnymi rozpoustédly. V piipadé n-oktanolu a vody
plati:

P — COktan—l -ol

ow —
Cyoda

Rozdélovaci koeficient (P) je tedy podilem dvou koncentraci a uddvd se obvykle ve formé svého
dekadického logaritmu (log P).

REFERENCNI LATKY
Metoda tiepaci lahve

Pfi vySetfovani nové latky neni nutné vidy pouzivat referencni latky. Mély by v prvni fadé slouzit
k obcasné kontrole provddéni metody a ke vzdjemnému porovnavani vysledkl ziskanych jinymi metodami.

Metoda HPLC

Za tcelem korelace hodnot naméfenych pro danou slouceninu metodou HPLC s jeji hodnotou P je nutné
sestrojit kalibracni graf zdvislosti log P na chromatografickych datech tvofeny nejméné Sesti referenc¢nimi
body. Vhodné referencni litky zvoli uZivatel. Pokud je to mozné, méla by mit alespon jedna referen¢ni
litka P~ vySsi nez zkouSend ltka a jind referencnf ldtka P niZsi nez zkouSend ldtka. U hodnot log P
niz§ich nez 4 muze byt kalibrace zaloZena na datech ziskanych metodou tfepaci lahve. U hodnot log P
vyssich nez 4 maze byt kalibrace zaloZena na ovéfenych hodnotich z literatury, pokud jsou v souladu
s vypoctenymi hodnotami. Za ticelem dosazeni vyssi presnosti je vhodnéjsi volit latky, které maji podobnou
strukturu jako zkousend latka.
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Rozsdhlé seznamy hodnot P~ pro mnoho skupin chemickych litek jsou dostupné v literatufe (2, 3).
Nejsou-li k dispozici idaje o rozdélovacich koeficientech litek s podobnou strukturou, lze pouzit obecnégjsi
kalibraci s jingmi referen¢nimi latkami.

Seznam doporucenych referencnich ldtek a jejich hodnot P, je uveden v doplitku 2.

1.4 PODSTATA METODY

1.4.1 Metoda tfepaci lahve

Pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu musi byt dosazeno rovnovéhy mezi viemi vzdjemné piisobicimi
slozkami systému a musi byt stanoveny koncentrace litek rozpusténych v obou fazich. Ze studia literatury
vztahujici se k této otdzce vyplyvd, Ze k feSeni tohoto problému lze pouzit nékolik rtznych postupi,
napf. dokladné promichdni obou fizi a jejich ndsledné oddéleni za dcelem stanoveni rovnovdznych
koncentraci vy3etfované latky.

1.4.2 Metoda HPLC

HPLC se provadi na analytickych kolonich plnénych komeréné dostupnou pevnou fdzi obsahujici dlouhé
uhlovodikové fetézce (napi. C,, C, ) chemicky vazané na oxid kiemicity. Chemické litky nastitknuté do této
kolony se v ni pohybuji riznou rychlosti v dusledku rtznych stupnt rozdéleni mezi mobilni fazi
a uhlovodikovou staciondrni fazi. Smési chemikalii se eluuji v pofadi své hydrofobnosti, pficemz se latky
rozpustné ve vodé eluuji jako prvni a ldtky rozpustné v olejich jako posledni, imérné svému rozdélova-
cimu koeficientu uhlovodikyvoda. To umozfiuje urcit vztah mezi retenénim casem v této koloné
(s reversnimi fizemi) a rozdélovacim koeficientem noktan/voda. Rozdélovaci koeficient se odvodi
z kapacitniho faktoru k, daného vyrazem:

tg — ¢
P S
to

v némz t, = retenéni cas zkousené ldtky, t = primérnd doba, kterou molekula rozpoustédla potiebuje
k prichodu kolonou (mrtvd doba).

Kvantitativni analytické metody nejsou zapotiebi, nezbytné je pouze stanoveni elucnich dob.

1.5 KRITERIA JAKOSTI

1.5.1 Opakovatelnost

Metoda trepaci lahve

S cilem zarucit spravnost hodnoty rozdélovactho koeficientu se provedou opakovand stanoveni pii tfech
riznych zkuebnich podminkdch, pficemz lze ménit jak mnozstvi dané latky, tak pomér objemd obou
rozpoustédel. Dekadické logaritmy stanovenych hodnot rozdélovaciho koeficientu by mély lezet v rozmezi
+0,3.

Metoda HPLC

S cilem zvysit divéryhodnost méfeni musi byt provedena opakovand stanoveni. Hodnoty log P ziskané
z jednotlivych méfeni by mély lezet v rozmezi =0,1.
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1.5.2

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.2.1

Citlivost
Metoda tiepaci lahve

Méfici rozsah metody je uréen mezi detekce analytické metody. Ta by méla umoznit stanoveni hodnot
log P v oblasti od -2 do 4 (pokud to podminky dovoli, Ize tuto oblast rozsifit az do hodnoty log P
rovné 5), neni-li koncentrace rozpusténé litky v Zadné z fazi vyssi nez 0,01 moll™.

Metoda HPLC
Metoda HPLC umofZiiuje stanoveni rozdélovacich koeficientfi v rozsahu log P od 0 do 6.

Obvykle je mozné urcit rozdélovaci koeficient dané latky s presnosti +1 fddu vzhledem k hodnoté ziskané
metodou tiepaci lahve. Typické korelace Ize nalézt v literatufe (4, 5, 6, 7, 8). Vys8i presnosti lze obvykle
dosahnout, je-li korelacni zédvislost zaloZzena na referen¢nich latkdch podobné struktury (9).

Specifi¢nost
Metoda tiepaci lahve

Nernstiiv rozdélovaci zédkon plati pro ziedéné roztoky jen pii konstantni teploté a konstantnim tlaku a pH.
Plati pouze pro &istou litku rozdélenou mezi dvé Cistd rozpoustédla. Je-li soucasné v jedné nebo obou
fazich piftomno vice rozpusténych ltek, maze tim byt vysledek ovlivnén.

Disociace nebo asociace rozpusténych molekul vede k odchylkdm od Nernstova rozdélovactho zdkona. Tyto
odchylky se projevuji tim, Ze se rozdélovaci koeficient stdvd zdvislym na koncentraci roztoku.

V dusledku existujicich mnohondsobnych rozdélovacich rovnovéh by tato metoda neméla byt pouzita bez
korekei na disociovatelné slouceniny. Pro tyto slouceniny by mélo byt zvdZeno pouziti pufracnich roztokt
namisto vody; pH pufra¢niho roztoku by se mélo lisit od pK, litky nejméné o 1, pficemz se zohledni
vyznam tohoto pH s ohledem na Zivotni prostiedi.

POPIS METODY
PfedbéZny odhad rozdélovaciho koeficientu

Hodnotu rozdélovaciho koeficientu lze nejlépe odhadnout na zdkladé vypoctu (viz doplnék 1) nebo
popiipadé z poméru rozpustnosti zkousené latky v ¢istych rozpoustédlech (10).

Metoda tiepaci lahve

Piiprava

n-Oktanol: Stanoveni rozdélovactho koeficientu by mélo byt provedeno s n-oktanolem (oktanlolem) Cistoty
pa.

Voda: méla by byt pouzita destilovand voda nebo redestilovand voda ve sklenéné nebo kiemenné aparatufe.
V piipadé potteby by mély byt u disociovatelnych latek pouzity misto vody pufracni roztoky.

Pozndmka:

Neméla by byt pouzita voda pochdzejici pfimo z ménice iontd.
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1.6.2.1.1

1.6.2.1.2

1.6.2.1.3

1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.3.1

1.6.2.3.2

1.6.2.4

Predbézné nasyceni rozpoustédel

Pred stanovenim rozdélovactho koeficientu se fize rozpoustédlového systému vzdjemné nasyti tfepanim pi
teploté experimentu. K dosaZeni tohoto cile je vhodné 24 h tfepat na mechanické tfepacce ve dvou velkych
zdsobnich lahvich vysoce ¢isty n-oktanol nebo vysoce cCistou vodu, oboji s dostatecnym mnozstvim
druhého rozpoustédla, a poté nechat rozpoustédla stat tak dlouho, dokud se obé fize neoddéli a dokud
neni dosaZeno nasycen.

Piiprava zkousky

Celkovy objem dvoufizového systému by mél téméf napliovat zkusebni nddobu. Tim se zamez{ ztrdtim
latek v dusledku odpafovani. Poméry objemti a mnozstvi latek, které maji byt pouzity, jsou ddny

— piedbéznym odhadem rozdélovaciho koeficientu (viz vyse),
— minimdlnim mnozZstvim zkousené litky nezbytnym pro postup analyzy a
— omezenim maximdln{ koncentrace v kazdé fdzi na 0,01 moll™.

Provedou se tfi zkousky. Pfi prvni se pouZije vypocteny pomér objemt noktanolu a vody; pii druhé se
tento pomér déli dvéma a pii tieti se tento pomér ndsobi dvéma (napf. 1: 1, 1: 2, 2: 1).

Zkousend ldtka

Pripravi se zdsobni roztok v n-oktanolu pfedem nasyceném vodou. Koncentrace tohoto zdsobniho roztoku
by méla byt pred jeho pouzitim ke stanoveni rozdélovaciho koeficientu pfesné stanovena. Tento roztok by
mél byt uchovavin za podminek, které zajisti jeho stdlost.

Zkusebni podminky

Zkusebni teplota by méla byt konstantni (1 °C) a méla by lezet v rozmezi 20 a 25 °C.

Postup méfeni

Ustaven{ rovnovahy rozdélen{

Pro kazdou ze zkuSebnich podminek by mély byt pfipraveny dvé zkuSebni nddoby obsahujici potiebnd
piesné odméfend mnozstvi obou rozpoustédel spolu s nezbytnym mnozstvim zdsobniho roztoku.

Féze n-oktanolu je nutné odméfit objemové. Zkusebni nddoby by mély byt umistény do vhodné tfepacky,
nebo by mély byt tiepany rucné. Pii pouziti centrifugacni kyvety spocivd doporuceny postup v tom, Ze se
kyveta rychle otd¢i kolem své piicné osy o 180°, takze pfipadny zachyceny vzduch stoupd vzhiru obéma
fazemi. Ze zkuSenosti vyplyvd, ze k ustaveni rovnovazného rozdéleni obvykle staci 50 takovych otoceni.
Pro jistotu se doporucuje 100 otoceni béhem péti minut.

Oddéleni fazi

V piipadé potieby lze oddéleni fizi provést odstfedénim smési. Odstiedéni by mélo byt provedeno
laboratorn{ odstfedivkou udrzovanou pfi laboratorni teploté, nebo, je-li pouzita odstfedivka bez regulace
teploty, by mély byt centrifugacni kyvety za dcelem ustaveni rovnovéhy udrzovdny alespon jednu hodinu
pfed analyzou pfi zkusebni teploté.

Analyza

Za ucelem stanoveni rozdélovactho koeficientu je nutné stanovit koncentrace zkousené litky v obou fazich.
To lze provést odebranim alikvotniho podilu kazdé z obou fizi z kazdé kyvety a pro kazdou zkusebni
podminku a jejich analyzou zvolenym postupem. Celkové mnozstvi litky piitomné v obou fézich by mélo
byt vypocteno a porovndno s pivodné dodanym mnozstvim ldtky.
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1.6.3

1.6.3.1

Odbér vzorku z vodné fize je nutné provést postupem minimalizujicim riziko znecisténi stopami n-
oktanolu: k odbéru vzorkd vodné fize lze pouzit sklenénou injekéni stitkacku s vymeénitelnou jehlou.
Stitkacka se nejprve &dste¢né naplni vzduchem. Vzduch se pii prichodu jehly vrstvou n-oktanolu opatrné
vypudi. Do stitkacky se natdhne dostate¢ny objem vodné fize. Stitkacka se z roztoku rychle vytdhne a jehla
se sejme. Obsah stitkacky lze poté pouzit jako vzorek vodné fize. Koncentrace v obou od sebe oddélenych
fazich by méla byt stanovena nejlépe metodou, kterd je specifickd pro danou latku. Piiklady moznych
vhodnych analytickych metod jsou

— fotometrické metody,
— plynova chromatografie,

— vysokoti¢innd kapalinovd chromatografie.

Metoda HPLC

Priprava
Aparatura

Nezbytnym vybavenim je kapalinovy chromatograf vybaveny bezpulznim ¢erpadlem a vhodnym detekénim
zafizenim. Doporucuje se pouZivat ndstfikovy ventil se vstiikovacimi smyckami. Piftomnost poldrnich
skupin ve staciondrni fdzi maZze zdvazné zhorsit G¢innost kolony HPLC. Staciondrni fize by proto méla
mit minimdln{ podil poldrnich skupin (11). Lze pouzit komeréni mikrocdsticové ndplné s reversnimi fézemi
nebo hotové kolony s ndplni. Mezi ndstfikem a analytickou kolonou muZe byt umisténa ochrannd
piedkolona.

Mobilni fdze

K piipravé elucniho rozpoustédla se pouzije methanol ¢istoty pro HPLC a voda cistoty pro HPLC, které se
pied pouzitim odplyni. Méla by byt provedena isokratickd eluce. Doporucuje se pouzit smési methanol/-
voda s minimdlnim obsahem vody 25 %. Obvykle vyhovuje pro eluci sloucenin o log P = 6 béhem jedné
hodiny pfi pritokové rychlosti 1 ml min' smés methanol/voda 3: 1 (obj). U slou¢enin s vysokou
hodnotou log P méize byt nutné zkrétit eluéni dobu (stejné tak u referen¢nich latek) snizenim polarity
mobilni fize nebo délky kolony.

Litky s velmi nizkou rozpustnosti v noktanolu maji tendenci pfi pouziti metody HPLC vykazovat
abnormdlné nizké hodnoty log P : piky téchto sloucenin nékdy doprovdzeji ¢elo rozpoustédla. Je to
pravdépodobné zptsobeno tim, Ze proces rozdéleni je piili§ pomaly, nez aby bylo dosazeno rovnovahy za
dobu, po kterou obvykle trvd déleni metodou HPLC. Pro dosazeni spolehlivé hodnoty maze byt v takovém
piipadé Gcinné snizeni pritokové rychlosti nebo snizeni poméru methanol/voda.

ZkouSend i referencni litka by mély byt rozpustné v mobilni fizi v dostate¢nych koncentracich umozu-
jicich jejich detekci. Pouze ve vyjimecnych piipadech mohou byt u smési methanol/voda pouzita aditiva,
nebot aditiva méni vlastnosti kolony. V pfipadé chromatogramd ziskanych pfi pouziti aditiv, musi byt
pouzita samostatnd kolona téhoz typu. Nevyhovuje-li smés methanolvoda, lze pouzit smési jinych
organickych rozpoustédel s vodou, napf. ethanolvoda nebo acetonitrilvoda.

Pro disociovatelné latky je kritické pH eluentu. Mélo by lezet v pracovni oblasti pH kolony, kterd je
obvykle 2 az 8. Doporucuje se pouziti pufracnich roztokd. Je nezbytné dbét na to, aby nedoslo ke srazeni
soli a naruseni kolony, ke kterému dochdzi u nékterych smési organické fize s pufraénim roztokem. Méfeni
pomoci HPLC se staciondrnimi fizemi na bézi oxidu kiemicitého pii pH vy$$im nez 8 se nedoporucuje,
nebot pouziti alkalické mobilni fize maze zplisobit rychlé naruseni ¢innosti kolony.

Rozpousténé ldtky

Referencni slouceniny by mély mit nejvy$si dostupnou distotu. Slouceniny, které se maji pouzivat pro
zkou$eni nebo kalibraci, se pokud mozno rozpusti v mobilni fazi.

Zkusebni podminky

Teplota by béhem méfeni neméla kolisat o vice nez +2 K.
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1.6.3.2

Meéieni
Vypocet mrtvé doby t,

Mrtvou dobu t, je mozné stanovit bud pomoci homologické fady (napf. nalkylmethylketontd) nebo
nezadrzovanych organickych sloucenin (napf. thiomocoviny nebo formamidu). Pro vypocet mrtvé doby t,
s pouzitim homologické fady se nastitkne sada alespon sedmi ¢lent homologické fady a stanovi se
piislusné retencni Casy. Neupravené retencni Casy t(n+ 1) se vynesou jako funkce t(n) a stanovi se
absolutn{ ¢len a a smérnice b regresni rovnice:

T =a+b tioo

tne + 1)

(n, = pocet atom uhliku). Mrtvé doba t, je ddna vztahem:

t, = a/(-b)

Kalibracni kivka

Nasledujicim krokem je sestrojeni korela¢ni zévislosti hodnot log k na log P pro pfislusné referencni
slouceniny. V praxi se soucasné nastitkne soubor 5 azZ 10 standardnich referen¢nich sloucenin, jejichz log P
lezi v ocekdvané oblasti, a stanovi se retencni Casy, nejlépe zapisovacim integritorem napojenym na
detekéni systém. Vypoctou se piislusné logaritmy kapacitnich faktorti, log k, a vynesou se jako funkce
hodnot log P stanovenych metodou tfepaci lahve. Kalibrace se provadi v pravidelnych intervalech nejméné
jednou denng, aby bylo mozné zohlednit piipadné zmény ¢innosti kolony.

Stanoveni kapacitniho faktoru zkouSené ldtky

Zkousend latka se nastitkne v co nejmensim mnoZstvi mobilni fize. Stanovi se retencni cas (dvakrat),
umoznujici vypocet kapacitniho faktoru k. Z korelacni kiivky referencnich sloucenin je mozné interpolaci
ziskat rozdélovaci koeficient zkousené ldtky. U velmi nizkych a velmi vysokych rozdélovacich koeficienti je
nutnd extrapolace. V téchto piipadech je nutno vénovat zvldstni pozornost intervalim spolehlivosti regresni

ktivky.
DATA

Metoda tiepaci lahve

Spolehlivost stanovenych hodnot P je mozné provéfit srovndnim stfednich hodnot z opakovanych
stanoveni s celkovou stfedni hodnotou.

ZPRAVY
Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— presnd specifikace latky (identifikace a necistoty),

— nejsou-li metody pouzitelné (napf. u povrchové aktivni ldtky), méla by byt uvedena vypoctend hodnota
nebo odhad zalozeny na individudlnich rozpustnostech litky v noktanolu a ve vodg,

— vSechny informace a pozndmky, které maji vyznam pro interpretaci vysledki, zvldsté s ohledem na
necistoty a fyzikdln{ stav latky.

Pro metodu. tiepaci lahve:

— vysledek predbézného odhadu, pokud existuje,

— teplotu stanovent,

— udaje o analytickych postupech pouzitych ke stanoveni koncentraci,
— dobu a rychlost odstiedovani, pokud se pouzilo,

— koncentrace naméfené pii kazdém stanoveni v obou fézich (tzn. uvede se celkem 12 koncentraci),
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— hmotnost zkousené litky, objem kazdé fize pouzité v kazdé zkuSebni nddobé a vypoctené celkové
mnozstvi zkousené latky, obsazené v jednotlivych fazich po dosazeni rovnovihy,

— vypoctené hodnoty rozdélovaciho koeficientu (P) a stfedni hodnotu je nutné uvést pro kazdy soubor
zkuSebnich podminek, stejné tak stfedni hodnotu ze vSech stanoveni. Pokud existuji ndznaky zavislosti
rozdélovaciho koeficientu na koncentraci, mélo by to byt uvedeno ve zprave,

— méla by byt uvedena smérodatnd odchylka jednotlivych hodnot P od stfedni hodnoty,

— mél by byt také uveden dekadicky logaritmus stfedni hodnoty P ze vSech stanoveni,

— vypoctend teoretickd hodnota P, byla-li stanovena nebo je-li naméfend hodnota >10%,

— pH pouzité vody a vodné fize béhem experimentu,

— pokud byly pouzity pufry, zdivodnéni jejich pouZiti misto vody, jejich sloZeni, koncentrace a pH, pH
vodné fize pred a po experimentu.

Pro metodu HPLC:

— vysledek pfedbézného odhadu, pokud existuje,

— zkousend ldtka a referen¢ni latky, jejich Cistota,

— teplotni rozmezi pii stanovenich,

— pH, pii kterém se provéadéla stanoven,

— podrobnosti o analytické a ochranné koloné, o mobilni fézi a o zplisobu detekce,

— retencni data a hodnoty log P z literatury pro referen¢ni slouceniny pouzité ke kalibraci,

— podrobnosti o prolozené regresni piimce (log k versus log P),

— pramérnd retencni data a interpolovand hodnota log P pro zkusebni slouceninu,

— popis zafizeni a pracovnich podminek,

— clucni kiivky,

— mnozstvi zkouSené ldtky a referen¢nich latek zavedenych do kolony,

— mrtvy cas a zpusob jeho méfent.
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Doplnék 1

Metody vypoctu nebo odhadu
UvoD

Obecny tvod do vypoctovych metod, data a piiklady jsou uvedeny v piiruc¢ce Handbook of Chemical Property
Estimation Methods (a).

Vypoctené hodnoty P lze pouzit

— k rozhodnuti, kterd z experimentdlnich metod je vhodnd (rozsah u tiepaci lahve: log P : -2 az 4,
rozsah u HPLC: log PO/V: 0 az 6),

— k volbé vhodnych zkusebnich podminek (napf. referencnich litek pro postupy HPLC, pomér objemil
noktanol/voda pro metodu tiepaci lahve),

— jako vnitini laboratorni kontrolu moznych experimentilnich chyb,

— k ziskdni odhadu P, v pripadech, kdy zkuSebni metody nelze z technickych divodi pouzit.
METODA ODHADU
Predbézny odhad rozdélovaciho koeficientu

Hodnotu rozdélovaciho koeficientu je mozné odhadnout s pouzitim rozpustnosti zkousené latky v Cistych
rozpoustédlech:

Pro tento piipad plati:

nasyceniokan-1-ol

Podhad = ;
. nasycent,od,

VYPOCTOVE METODY
Podstata vypoctovych metod

Vsechny vypoctové metody jsou zaloZeny na formdlnim déleni molekul do vhodnych podstruktur, pro néz
jsou zndmy spolehlivé hodnoty prirtstki log P . Hodnota log P . celé molekuly se poté vypocte jako
soucet hodnot pro piisluiné fragmenty plus soucet korekénich ¢lenu pro intramolekuldrni interakce.
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Existuji seznamy konstant fragmentt a korekénich ¢lent (b, ¢, d, e). Nékteré se pravidelné aktualizuji (b).
Kritéria jakosti

Spolehlivost vypoctové metody obecné klesd s rostouci slozitosti zkoumané slouceniny. V piipadé jednodu-
chych molekul s nizkou molekulovou hmotnosti a jednou nebo dvéma funkénimi skupinami Ize ocekdvat,
ze odchylky hodnot log P = ziskanych riiznymi fragmentacnimi metodami od naméfené hodnoty budou
v rozmezi od 0,1 do 0,3. U slozitgjsich molekul muZe byt rozpéti chyby vétsi. Zavisi to na spolehlivosti
a dostupnosti konstant pro fragmenty a rovnéz na schopnosti zjistit intramolekuldrni interakce
(napf. vodikové vazby) a na sprdvném pouzivini korekénich clentt (coz neni obtizné pii pouziti
pocitatového programu CLOGP3) (b). V piipadé disociujicich litek je dtlezité spravné zohlednit ndboj
nebo stupen disociace.

Postupy vypoctu

Hanschova mmetoda

Pavodni konstanta hydrofobnosti substituentu n zavedend Fujitou et al. (f) je definovdna jako
n =1g P (PhX) —Ig P (PhH)

kde P, (PhX) je rozdélovaci koeficient aromatického derivdtu a P, (PhH) rozdélovaci koeficient vychozi
slouceniny

(napf. m_ = log P, (CH,Cl) ~ log P (CH)
=284 -213 =0,71).

Ze své definice je mmetoda pouzitelnd pfedeviim u aromatickych substituentdi. Hodnoty m byly pro velky
pocet substituentii uspopidddny do tabulek (b, ¢, d). Pouzivajf se k vypoctu log P, aromatickych molekul
nebo substruktur.

Rekkerova metoda

Podle Rekkera (g) se hodnota log P, vypocte takto:

log Poyw = Zaifi + Z(interakém’ ¢len)

kde f predstavuje konstanty rGznych molekuldrnich fragmentti a a, cetnost jejich vyskytu ve vysetfované
molekule. Korekéni ¢leny je mozné vyjadfit jako souhrnny nasobek jediné konstanty C_ (tzv. ,magické
konstanty“). Konstanty pro molekuldrni fragmenty f a C_ byly stanoveny ze seznamu 1 054 experimentdl-
nich hodnot P (pro 825 sloucenin) pomoci vicendsobné regresni analyzy (c, h). Interakcni cleny se urci
podle stanovenych pravidel popsanych v literatufe (e, h, i).

Hanschova-Leova metoda

Podle Hansche a Lea (c) se hodnota log P, vypocte z vyrazu:

log Pow = Zaifi =+ Zb]F]
i j

kde f, predstavuje konstanty riznjch molekuldrnich fragmentti, F, korekéni cleny a a, b, odpovidajict
Cetnosti vyskyttl. Na zdkladé experimentdlnich hodnot P~ byl pokusné sestaven seznam hodnot pro
atomové a skupinové fragmenty a seznam korekénich clend F (tzv. ,faktort). Korekéni ¢leny byly setiidény
do nékolika raznych tid (a, c). Zohlednéni viech pravidel a korekénich clentt je pomérné slozité a Casové
néro¢né. Byly vyvinuty sady softwaru (b).
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Kombinovand metoda

Vypocet log P slozitych molekul lze zna¢né zdokonalit, jestlize se molekula rozdéli do vétsich
podstruktur, pro néZ existuji spolehlivé hodnoty pochdzejici bud z tabulek (b, c), nebo z vlastnich méfeni.
Tyto fragmenty (napf. heterocykly, antrachinon, azobenzen) lze poté kombinovat s Hanschovymi n-
hodnotami nebo s Rekkerovymi nebo Leovymi konstantami pro fragmenty.

Pozndmky

i)  Vypocetni metody lze pouzit pro ¢dste¢né nebo uplné disociované slouceniny pouze tehdy, lzeli vzit
v tvahu nezbytné korekéni faktory.

ii) Pokud lze predpoklddat piitomnost intramolekuldrnich vodikovych vazeb, je nutné pficist odpovidajici
korekéni cleny (pfiblizné 0,6 az 1,0 logaritmu P ) (a). O pfitomnosti téchto vazeb lze usuzovat
z prostorovych modeld nebo ze spektroskopickych dat molekuly.

i) Mize-li existovat nékolik tautomernich forem, méla by byt jako zdklad pro vypocet pouzita nej-
pravdépodobnéjsi forma.

iv) Peclivé by mély byt sledovany pfepracované seznamy konstant fragmentd.

Protokol o zkouSce

Pii pouziti vypoctové metody nebo metody odhadu by mél protokol o zkousce pokud mozno obsahovat
tyto tdaje:

— popis latky (smés, necistoty atd.),

— zndmky piftomnosti intramolekuldrnich vodikovych vazeb, disociace, ndbojii a dalsich neobvyklych
efektti (napf. tautomerie),

— popis vypoctové metody,

— oznacen{ nebo uvedeni databdze,
— zvldstnosti pfi volbé fragmentd,
— vycCerpavajici dokumentaci vypocti.
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Doplnek 2

Doporucené referencni litky pro metodu HPLC

Cislo Referen¢ni ldtka log P, Pk,
1 butan2on 0,3
2 4acetylpyridin 0,5
3 anilin 0,9
4 acetanilid 1,0
5 benzylalkohol 1,1
6 4-methoxyfenol 1,3 pK, =10,26
7 kyselina fenoxyoctova 1,4 pK =312
8 fenol 1,5 pK, = 9,92
9 2,4dinitrofenol 1,5 pK, = 3,96
10 benzonitril 1,6
11 fenylacetonitril 1,6
12 4methylbenzylalkohol 1,6
13 acetofenon 1,7
14 2nitrofenol 1,8 pK =717
15 kyselina 3nitrobenzoové 1,8 pK = 3,47
16 4chloranilin 1,8 pK, = 415
17 nitrobenzen 1,9
18 3fenylpropan2ol 1,9
19 kyselina benzoova 1,9 pK =419
20 pkresol 1,9 pK, = 10,17
21 kyselina skoficovd 2,1 pK, = 3,89 cis 4,44 trans
22 anisol 2,1
23 methylbenzodt 2,1
24 benzen 2,1
25 kyselina 3methylbenzoova 2,4 pK, = 4,27
26 4chlorfenol 2,4 pK =91
27 trichlorethylen 2,4
28 atrazin 2,6
29 ethylbenzoét 2,6
30 2,6dichlorbenzonitril 2,6
31 kyselina 3chlorbenzoové 2,7 pK, = 3,82
32 toluen 2,7
33 naftalenlol 2,7 pK, = 9,34
34 2,3dichloranilin 2,8
35 chlorbenzen 2.8
36 allylfenylether 2,9
37 brombenzen 3,0
38 ethylbenzen 3,2
39 benzofenon 3,2
40 4fenylfenol 3,2 pK, = 9,54
41 thymol 3,3
42 1,4dichlorbenzen 3,4
43 difenylamin 3,4 pK = 0,79
44 naftalen 3,6
45 fenylbenzodt 3,6
46 isopropylbenzen 3,7
47 2,4,6trichlorfenol 3,7 pK, =6
48 bifenyl 4,0
49 benzylbenzodt 4,0
50 2,4dinitro6sekbutylfenol 4,1
51 1,2,4trichlorbenzen 4,2
52 kyselina dodekanova 4,2
53 difenylether 4,2
54 nbutylbenzen 4,5
55 fenanthren 4,5
56 fluoranthen 4,7
57 dibenzyl 4.8
58 2,6difenylpyridin 4,9
59 trifenylamin 5,7
60 DDT 6,2

Jiné referencni latkys nizkou hodnotou log P
1 kyselina nikotinovd -0,07
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A.9 BOD VZPLANUTI

METODA
UVOD

Pred provedenim této zkousky je vhodné mit k dispozici pfedbézné informace o hotlavosti latky. Zkusebni
postup je pouzitelny pro kapaliny, jejichz pary lze zapilit zdroji zapaleni. ZkuSebni metody uvedené
v tomto textu jsou spolehlivé pouze v rozsahu bodu vzplanuti, ktery je specifikovin v jednotlivych
metoddch.

Pfi vybéru metody, kterd md byt pouzita, by mélo byt zvdzeno, zda nemiize dojit k chemickych reakcim
mezi litkou a zkuSebnim kelimkem.

DEFINICE A JEDNOTKY

Bod vzplanuti je nejnizsi teplota pfepoctend k tlaku 101,325 kPa, pii které kapalina uvoliiuje za podminek
definovanych ve zkuSebni metodé péry v takovém mnozstvi, Ze se z nich ve zkuSebni nddobce vytvoii
hoflavd smés se vzduchem.

Jednotky teploty:
t=T-27315

(t je ve °C a T je v K).
REFERENCNI LATKY

Pfi vySetfovani nové latky neni nutné vidy pouzivat referencni litky. Mely by v prvni fadé slouzit
k obcasné kontrole provedeni metody a ke vzdjemnému porovndvani vysledkt ziskanych jinymi metodami.

PODSTATA METODY

Litka se vpravi do zkuSebni nddobky, ve které je zahiivina nebo chlazena na zkuSebni teplotu podle
postupu popsaného v dané zkuSebni metodé. Zkousky vzplanuti se provadéji za tcelem zjiténi, zda vzorek
vzplane ¢i nevzplane pii zkusebni teploté.

KRITERIA JAKOSTI
Opakovatelnost

Opakovatelnost se méni v zavislosti na rozpéti bodu vzplanuti a pouzité zkuSebni metodé; maximalni
tolerance je 2 °C.

Citlivost
Citlivost zavisi na pouzité zkuSebni metodé.
Specificnost

Specifi¢nost nékterych metod je omezena na urcity rozsah bodu vzplanuti a zdvisi na vlastnostech latky
(napf. na vysoké viskozité).

POPIS METODY
Pfiprava
Vzorek zkousené litky se vlozi do zkusebniho zafizeni podle bodt 1.6.3.1 a/nebo 1.6.3.2.

Kvtli bezpecnosti se doporucuje, aby byla v piipadé toxickych ldtek nebo ldtek s vysokym energetickym
potencidlem pouzita metoda, pfi niZ se pracuje s malym mnozstvi vzorku, pfiblizné 2 cm’.
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1.6.2 ZkuSebni podminky

Je-li to v souladu s podminkami bezpecnosti, umisti se zkuSebni zafizeni na misto, kde nedochdzi
k nadmérnému proudéni vzduchu.

1.6.3 Provedeni zkousky

1.6.3.1 Rovnovdznd metoda

Viz ISO 1516, ISO 3680, ISO 1523, ISO 3679.

1.6.3.2 Nerovnovdznd metoda
Zkusebni zafizeni podle Abela:
Viz BS 2000 — ¢ast 170, NF M 07-011, NF T 66-009.
Zkusebni zafizeni podle AbelaPenskyho:

Viz EN 57, DIN 51755 — ¢ast 1 (pro teploty od 5 do 65 °C), DIN 51755 — &st 2 (pro teploty pod 5 °C),
NF M 07-036.

Zkusebni zafizeni TAG:

Viz ASTM D 56.

Zkusebni zafizeni podle PenskyhoMartense:

Viz ISO 2719, EN 11, DIN 51758, ASTM D 93, BS 2000-34 a NF M 07-019.
Pozndmky:

Pokud se hodnota bodu vzplanuti stanovend nerovnovdznou metodou podle bodu 1.6.3.2 nachdzi
v rozmezi 0 *2 °C, 21 %2 °C nebo 55 2 °C, méla by byt potvrzena rovnovdznou metodou pomoci
stejného zkusebniho zafizeni.

Pro ozndmeni{ mohou byt pouzity pouze ty metody, kterymi lze bod vzplanuti stanovit.

Ke stanoveni bodu vzplanuti viskdznich kapalin obsahujicich rozpoustédla (barvy, lepidla apod.) mohou byt
pouzity pouze zkusebni zafizeni a zkuSebni metody vhodné pro stanoveni bodu vzplanuti viskéznich
kapalin.

Viz ISO 3679, ISO 3680, ISO 1523 a DIN 53213 — ¢ést 1.

2. DATA
3 ZPRAVY

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— presnd specifikace latky (identifikace a necistoty),

— odkaz na pouZitou metodu a na vsechny piipadné odchylky,

— vysledky a vSechny dalsi pozndmky, které maji vyznam pro interpretaci vysledka.

4. LITERATURA

Neni uvedena.
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A.10 HORLAVOST (PEVNE LATKY)

METODA
UvVOD

Pred provedenim této zkousky je vhodné mit k dispozici piedbézné informace o moznych vybusnych
vlastnostech ltky.

Tato zkouska by méla byt pouzita pouze pro praskové, zrnité nebo pastovité latky.

Aby se mezi vysoce hoflavé litky nezahrnovaly vSechny ldtky, které lze zapdlit, nybrz pouze ty, které hoii
rychle nebo jejichz chovéni je pfi hofeni néjakym zptsobem zvldsté nebezpecné, jsou za vysoce hoilavé
povazovény jen ty latky, u nichZ rychlost hofeni prekro¢i ur¢itou mezni hodnotu.

Zvlasté nebezpecné mize byt hoteni doutndnim, $ifi-li se kovovym prachem, a to pro jeho obtizné haseni.
Kovové prachy se povazuji za vysoce hoilavé, pokud podporuji Siteni doutndnim celou hmotou za
specifikovanou dobu.

DEFINICE A JEDNOTKY

Doba hofeni se vyjadiuje v sekunddch.
REFERENCNI LATKY

Nejsou specifikovdny.

PODSTATA METODY

Litka se zformuje do tvaru neporuseného pédsku nebo prachové housenky o délce piiblizné 250 mm
a provede se predbéznd screeningovd zkouska s cilem stanovit, zda nastane po zapdleni plamenem
plynového hofdku sifeni plamenem nebo doutndnim. Pokud se hofeni za predepsanou dobu rozsif na
vice nez 200 mm délky prachové housenky, provede se tplnd zkouska pro stanoveni rychlosti hofeni.

KRITERIA JAKOSTI

Nejsou stanovena.

POPIS METODY

Predbéznd screeningovd zkouska

Latka se na nehoilavé, neporézni a mélo tepelné vodivé podkladové desce zformuje do tvaru neporuseného
pasku nebo prachové housenky o délce pfiblizné¢ 250 mm, 3ifce 20 mm a vysce 10 mm.

Na jeden konec prachové housenky se ptsobi plamenem plynového hofdku (0 minimdlnim priiméru
5 mm), dokud se prach nevzniti, nebo maximdlné¢ 2 min (5 min u prachd kovii nebo kovovych slitin).
Zjistuje se, zda se hofen{ rozsif{ na 200 mm délky prachové housenky v prubéhu zkusebni doby 4 min
(nebo 40 min u kovovych prachd). Jestlize se litka nevzniti a hofeni se bud plamenem, nebo doutninim
neroz$iff na 200 mm délky prachové housenky do zkuSebni doby 4 min (nebo 40 min u kovovych
prachtl), nepovaZuje se ldtka za vysoce hoflavou a dalsi zkouska se nepozaduje. Jestlize se ldtka zapall
a hofeni se rozsiii plamenem na 200 mm délky prachové housenky za zkusebni dobu méné nez 4 min
nebo 40 min u kovovych prachti, provede se postup uvedeny nize (bod 1.6.2 dile).
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1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

1.6.2.3

3.1

3.2

Zkouska rychlosti hofeni

Priprava

Praskovité nebo zrnité litky se volné nasypou do formy s trojihelnikovym pii¢nym prifezem o délce
250 mm o vnitin{ v§Sce 10 mm a 3ifce 20 mm. Na obé podélné strany formy se upevni 2 kovové desky
se zdkladnou jako bocnice, které precnivaji 0 2 mm nad horni okraj trojihelnikové formy (obrdzek). Forma
se poté tikrdt spusti z vysky 2 ¢cm na pevny povrch. Podle potieby se forma doplni. Bo¢nice se sejmou
a prebytek latky se seskrdbne. Na horni ¢ist formy se polozi nehoilavd, neporézni a malo tepelné vodivé
deska, sestava se prevrti a forma se odstrani.

Pastovité latky se rozetfou na nehoflavou, neporézni a mdlo tepelné vodivou desku do tvaru provazce
o délce 250 mm a pii¢ném prufezu piiblizné 1 cm?

Zkusebni podminky

V piipadé latky, kterd je citlivdi na vlhkost, se zkouska provede co nejrychleji po vyjmuti litky z nddoby.

Provedeni zkousky
Zformovany vzorek se umisti v digestofi kolmo na smér odtahu.

Rychlost proudéni odsdvaného vzduchu by méla stacit k zamezeni tniku dymu do laboratofe a neméla by
se v prubéhu zkousky ménit. Kolem zkusebniho zafizeni se postavi ochranné clony proti nadmérnému
proudéni vzduchu.

K zapéleni zformovaného zkouseného vzorku na jeho jednom konci se pouzije plamen plynového hofiku
o priméru minimilné 5 mm. Po vyhofeni 80 mm délky zformovaného zkouseného vzorku se méf
rychlost hofeni na dalsich 100 mm. Zkouska se provede Sestkrdt, vidy s pomoci €isté a vychladlé desky,
pokud neni pozorovdn pozitivni vysledek diive.

DATA

Pro vyhodnoceni jsou dulezité doba hofeni z pfedbézné screeningové zkousky (1.6.1) a nejkratsi doba
hoteni ze Sesti zkousek (1.6.2.3).

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— presnd specifikace ldtky (identifikace a necistoty),

— popis zkousené litky, jeji fyzikalni stav, vCetné obsahu vlhkosti,

— vysledky pfedbézné screeningové zkousky a zkousky rychlosti hofent, je-li provedena,
— viechny dalsi pozndmky, které maji vyznam pro interpretaci vysledkd.
INTERPRETACE VYSLEDKU

Praskovité, zrnité nebo pastovité latky se povazuji za vysoce hoilavé, je-li doba hofeni v kazdé zkousce
provedené podle zkusebniho postupu popsaného v bodé 1.6.2 mensi nez 45 s. Prach kovil nebo kovovych
slitin se povaZzuje za vysoce hoilavy, pokud jej 1ze zapdlit a plamen nebo reakéni zéna se rozsiif po celém
zkouSeném vzorku za 10 min nebo za kratsi dobu.

LITERATURA

(1) NF T 20042 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of
solids.
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Doplnék

Obrazek

Forma a pfislusenstvi pro piipravu zkouseného vzorku

(VSechny rozméry jsou v milimetrech)
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.3

A.11 HORLAVOST PLYNU

METODA

UVOD

Tato metoda umoziuje stanovit, zda jsou plyny ve smési se vzduchem pii laboratorni teploté (pfiblizné
20 °C) a atmosférickém tlaku hoflavé, a jsouli hoflavé, v jakém rozmezi koncentraci. Smési se vzduchem,
u nichZ se postupné zvysSuje koncentrace zkuSebniho plynu, jsou zapaloviny elektrickou jiskrou a sleduje
se, zda dojde k zapdleni.

DEFINICE A JEDNOTKY

Oblast hotlavosti je rozpéti koncentrace mezi dolni a horni mezi vybudnosti Dolni a horni meze
vybusnosti jsou takové mezni koncentrace hoflavého plynu ve smési se vzduchem, za nimiz nedojde
k sifeni plamene.

REFERENCNI LATKY

Nejsou specifikovany.

PODSTATA METODY

Koncentrace plynu ve vzduchu je postupné zvySovdna a v kazdém stupni se smés zapaluje elektrickou
jiskrou.

KRITERIA JAKOSTI

Nejsou stanovena.

POPIS METODY

Aparatura

Zku3ebni nddobu tvoif svisly sklenény vélec s vnitinim primérem nejméné 50 mm a vyskou nejméné
300 mm. Zapalovaci elektrody jsou od sebe vzdileny 3 az 5 mm a jsou umistény ve vySce 60 mm nad
dnem vélce. Vélec je opatien pretlakovou bezpecnostni pojistkou. Aparatura musi byt opatfena krytem, aby
se zamezilo jakémukoli poskozeni vybuchem.

Jako zdroj zapdleni se pouzivd staticky indukéni vyboj trvajici 0,5 s generovany vysokonapétovym
transformdtorem o vystupnim napéti od 10 kV do 15 kV (maximdlni pitkon je 300 W). Piklad vhodné
aparatury je popsan v literatufe (2).

ZkuSebni podminky

Zkouska musi byt provedena pii laboratorni teploté (pfiblizn¢ 20 °C).

Provedeni zkousky

Pomoci dévkovacich cerpadel se do sklenéného vélce vhani smés plynu se vzduchem o zndmé koncentraci.
Vyvold se jiskra a sleduje se, zda se plamen oddéli od zdroje zapdleni a zda se samovolné §ifi. Koncentrace
plynu se postupné zvysuje o 1 %, dokud nedojde k vySe popsanému zapaleni.
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Jestlize z chemické struktury plynu vyplyvd, ze by mohl byt nehoflavy, a lze-li vypocitat stechiometrické
slozeni smési se vzduchem, postacuje zkouset smési pouze v rozmezi od koncentrace o 10 % niZzsi, neZ je
stechiometrické slozeni, do koncentrace o 10 % vy3si, nez je stechiometrické sloZeni, a to postupné po
1 %.

2. DATA
Vyskyt Sifeni plamene je jedind relevantni informace pro stanoveni této vlastnosti.
3. ZPRAVY

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— presnd specifikace latky (identifikace a necistoty),

— popis pouzité aparatury s rozméry,

— teplota, pii které byla zkouska provedena,

— zkudebni koncentrace a ziskané vysledky,

— vysledek zkousky: nehoflavy plyn nebo vysoce hoflavy plyn,

— jestlize byl ucinén zévér, Ze je plyn nehoilavy, uvede se koncentraéni rozpéti, které bylo zkouseno
v krocich po 1 %,

— musi byt uvedeny vSechny informace a pozndmky, které jsou dalezité pro interpretaci vysledkd.
4. LITERATURA

(1) NF T 20-041 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of
gases.

(2) W. Berthold, D. Conrad, T. Grewer, H. GrosseWortmann, T. Redeker, H. Schacke. Entwicklung einer
StandardApparatur zur Messung von Explosionsgrenzen. Chem.Ing.Tech. 1984, 56, 2, 126-127.
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1.2

1.3
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A.12 HORLAVOST (PRI STYKU S VODOU)

METODA

UvVOD

Tuto zku$ebni metodu lze pouzit pro zjisténi, zda reakce litky s vodou nebo vzdusnou vlhkosti vede
k vyvinu nebezpecného mnozstvi plynu nebo plynd, které mohou byt vysoce hotlavé.

Tuto zkusebni metodu lze pouzit pro pevné litky a pro kapaliny. Nelze ji pouzit pro litky, které se
spontdnné vzniti ve styku se vzduchem.

DEFINICE A JEDNOTKY

Vysoce hoflavé latky: latky, které pii kontaktu s vodou nebo vzdusnou vlhkosti uvolnuji vysoce hoflavé
plyny v nebezpecném mnozstvi rychlosti nejméné 1 litr na kg latky za hodinu.

PODSTATA METODY

Latka je zkouSena postupné, jak je uvedeno nize; dojdeli v nékterém stupni ke vzniceni, neni dalsi zkouseni
potiebné. Je-li zndmo, Ze litka s vodou nereaguje prudce, pokracuje se ctvrtym stupném (bod 1.3.4).

Stuperi 1

Zkousend litka se vnese do vanicky s destilovanou vodou o teploté 20 °C a sleduje se, zda se uvoliiovany
plyn vzniti, ¢i nikoli.

Stupeni 2

Zkousend latka se polozi na filtraéni papir plovouci v misce s destilovanou vodou o teploté 20 °C na
vodni hladiné a sleduje se, zda se uvolfiovany plyn vzniti, ¢i nikoli. Filtra¢ni papir slouzi pouze k tomu,
aby byla ldtka poloZena na jedno misto a tim se zvySila moZnost vzniceni.

Stuperi 3

Zkousend litka se zformuje do tvaru hranice o vySce piiblizné 2 cm a praméru 3 cm. Pfidd se do ni
nékolik kapek vody a sleduje se, zda se uvolnovany plyn vzniti, ¢i nikoli.

Stupen 4

Zkousena latka se smichd s destilovanou vodou o teploté 20 °C a v jednohodinovych intervalech se méi
rychlost vyvinu plynu po dobu 7 hodin. Je-li po sedmi hodindch rychlost vyvinu plynu nepravidelnd nebo
nariistd, doba méfeni by se méla prodlouzit na maximdlné pét dnti. Zkousku lze prerusit, jestlize rychlost
vyvinu plynu v priibéhu méfeni prevysi 1 litr na kg ltky za hodinu.

REFERENCNI LATKY

Nejsou specifikovany.

KRITERIA JAKOSTI

Nejsou stanovena.
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1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.3

1.6.3.1

1.6.3.2

1.6.4

1.6.4.1

1.6.4.2

POPIS METOD

Stupen 1

Zkusebni podminky

Zkouska se provede pii laboratorni teploté (pfiblizné 20 °C).

Provedeni zkousky

Malé mnozstvi zkouSené latky (pifiblizné o priméru 2 mm) se vnese do misky s destilovanou vodou.
Sleduje se, i) zda se uvoluje néaky plyn a ii) zda dojde k jeho vzniceni. Dojdeli ke vzniceni, nejsou dalsf
zkousky potfebné, nebot litka je povazovdna za nebezpecnou.

Stupeni 2

Aparatura

Ve vhodné nddobé, napf. v odpafovaci misce o priméru piiblizné 100 mm se na hladinu destilované vody
umisti filtracni papir.

Zkusebni podminky

Zkouska se provede pfi laboratorni teploté (pfiblizné 20 °C).

Provedeni zkousky

Malé mnozstvi zkousené latky (pfiblizné o praméru 2 mm) se umisti do stiedu filtra¢ntho papiru. Sleduje
se, i) zda se uvoliuje né&jaky plyn a ii) zda dojde k jeho vzniceni. Dojdeli ke vzniceni, nejsou dalsi zkousky
potiebné, nebot litka je povazovdna za nebezpecnou.

Stuperi 3

Zkusebni podminky

Zkouska se provede pii laboratorni teploté (pfiblizné 20 °C).

Provedeni zkousky

Zkousend litka se zformuje do tvaru hranice o vySce pfiblizné 2 cm a priméru 3 cm s jamkou v horni
asti. Do jamky se pfidd nékolik kapek vody a sleduje se, i) zda se uvoliuje néjaky plyn a ii) zda dojde
k jeho vzniceni. Dojdeli ke vzniceni, nejsou dalsi zkousky potiebné, nebof litka je povazovina za
nebezpecnou.

Stupeni 4

Aparatura

Aparatura se sestavi zptisobem uvedenym na obrazku.

Zkusebni podminky

Nédoba se zkousenou litkou se prohlédne, zda neobsahuje prach o velikosti ¢dstic <500 pm. Tvoii-li prach
vice nez 1 % hmot. celkového mnozstvi nebo drobi-li se vzorek, veskerd litka se pfed zkousenim rozemele
na prach, aby se zmensila velikost ¢dstic béhem skladovdni a manipulace; v opa¢ném pifpadé se litka
zkousi v pavodnim stavu. Zkouska by meéla byt provedena pii laboratorni teploté (pfiblizné 20 °C)
a atmosférickém tlaku.
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1.6.4.3

Provedeni zkousky

Prikapavaci ndlevka aparatury se naplni 10 az 20 ml vody a do Erlenmeyerovy bariky se vpravi 10 g latky.
Objem uvoliiovaného plynu se méfi jakymkoli vhodnym zptsobem. Kohout piikapdvaci nédlevky se otevie,
aby voda natekla do Erlenmeyerovy banky, a soucasné se spusti stopky. Objem vzniklého plynu se mé¥
kazdou hodinu po dobu sedmi hodin. Je-li vyvin plynu béhem této doby nepravidelny nebo nartstdli na
konci této doby rychlost vyvinu, prodlouzi se doba méfeni na maximdlné pét dnd. Piekrocili rychlost
vyvinu plynu v priibéhu méfeni 1 litr na kg litky za hodinu, mize byt zkouska prerusena. Zkouska se
provede tfikrat.

Neni-li chemickd identifikace plynu zndma, mél by byt analyzovan. Obsahuje-li plyn vysoce hoflavé slozky
a neni-li zndmo, zda neni celd smés vysoce hoilavd, pfipravi se smés stejného slozeni a provede se zkouska
podle metody A.11.

DATA

Litka se povazuje za nebezpecnou, jestlize

— na kterémkoli stupni zkusebntho postupu dojde k jejimu samovolnému vzniceni,
nebo

— dojde-li k vyvinu hoflavého plynu rychlosti vyssi nez 1 litr na kg ldtky za hodinu.

ZPRAVY

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— presnd specifikace latky (identifikace a necistoty),

— podrobnosti o jakékoli pocatecni piipravé litky,

— vysledky zkousek (stupné 1, 2, 3 a 4),

— chemickd identifikace uvolnovaného plynu,

— rychlost vyvinu plynu, pokud se provadi stupen 4 (1.6.4),

— viechny dalsi pozndmky, které maji vyznam pro interpretaci vysledkd.

LITERATURA

(1) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Test and criteria, 1990, United Nations, New
York.

(2) NF T 20040 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of
gases formed by the hydrolysis of solid and liquid products.
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1.6.1

A.13 PYROFORICKE VLASTNOSTI PEVNYCH LATEK A KAPALIN

METODA

UvVOoD

Zku3ebni postup je pouzitelny pro pevné ldtky nebo kapaliny, které se jiz v malych mnozstvich samovolné
vzniti krtce poté, co pii laboratorni teploté (pfiblizné 20 °C) piijdou do styku se vzduchem.

Tato metoda se nevztahuje na latky, které se na vzduchu pfi laboratorni teploté nebo pii zvySené teploté
vzniti teprve po nékolika hodindch nebo dnech.

DEFINICE A JEDNOTKY

Latky maji pyroforické vlastnosti, pokud se samovolné vzniti nebo vykazuji zuhelnaténi za podminek, které
jsou popsany v bodé 1.6.

Maze byt nezbytné provést zkousku teploty samozédpalu podle metody A.15. Bod samozépalu (kapaliny
a plyny).

REFERENCNI LATKY

Nejsou specifikovdny.

PODSTATA METODY

Pevnd nebo kapalnd ldtka se nanese na inertni nosi¢ a uvede se pii teploté okoli na dobu péti minut do
styku se vzduchem. Pokud se kapaliny nevzniti, jsou absorboviny do filtratntho papiru a vystavi se
pusobeni vzduchu po dobu péti minut pii teploté okoli (pfiblizné 20 °C). Pokud se pevnd litka nebo
kapalina vzniti nebo pokud kapalina zapdli ¢i zuhelnati filtracni papir, povazuje se za pyroforickou.

KRITERIA JAKOSTI

Opakovatelnost: vzhledem k zévaznosti z hlediska bezpecnosti staci jediny pozitivni vysledek k tomu, aby
byla litka povazovina za pyroforickou.

POPIS METODY

Aparatura

Porceldnovy kelimek o priméru piiblizné 10 cm se pii laboratorni teploté (pfiblizné 20 °C) naplni do
vysky asi 5 mm infuzoriovou hlinkou.

Pozndmka:

Infuzoriovd hlinka nebo jind srovnatelnd bézné dosazitelnd inertni litka se povazuje za reprezentativni
materidl pro zeminu, do které mize zkouSend litka proniknout v piipadé havérie.

Pro zkouseni kapalin, které se pii kontaktu se vzduchem na inertnim nosi¢i samovolné nevzniti, se
pozaduje suchy filtra¢ni papir.
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1.6.2

2.2

Provedeni zkousky
a) Prdskovité pevné ldtky

1 az 2 cm’ praskovité latky, kterd md byt zkousena, se sype z vysky pfiblizné 1 m na nehoflavy povrch
a sleduje se, zda se litka pii pddu nebo v pribéhu dalsich péti minut po dopadu vzniti.

Zkouska se provede Sestkrdt, pokud ke vzniceni nedojde diive.
b) Kapaliny

Priblizné 5 cm’ kapaliny, kterd md byt zkouSena, se nalije do piipraveného porceldnového kelimku
a sleduje se, zda se v priibéhu péti minut vzniti.

Pokud pii 6 zkouskdch nedojde ke vzniceni, provede se tato zkouska:

0,5 ml zkouseného vzorku se vpravi pomoci injekéni stitkacky na zprohybany filtra¢ni papir a sleduje
se, zda do 5 min od pfiddni kapaliny dojde ke vzniceni nebo zuhelnaténi filtra¢niho papiru. Zkouska se
provede tikrdt, nedojdeli ke vzniceni nebo zuhelnaténi dfive.

DATA

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Zkousky lze prerusit, jakmile je dosaZeno pozitivniho vysledku v kterékoli zkousce.
VYHODNOCENI

Jestlize se litka v prtibéhu 5 min po naneseni na inertni nosi¢ a vystaveni ptisobeni vzduchu vzniti nebo
pokud kapalnd ldtka zuhelnati ¢i zapdli filtra¢ni papir do péti minut po naneseni a vystaveni vzduchu,
povazuje se za pyroforickou.

ZPRAVY

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— presnd specifikace latky (identifikace a necistoty),

— vysledky zkousek,

— vSechny dalsi pozndmky, které maji vyznam pro interpretaci vysledkd.
LITERATURA

(1) NF T 20039 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the spontaneous
flammability of solids and liquids.

(2) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Test and criteria, 1990, United Nations, New
York.
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A.14 VYBUSNE VLASTNOSTI

METODA

UvVOoD

Tato metoda umoziuje stanovit, zda u pevné nebo pastovité litky existuje nebezpedi vybuchu, je-li
podrobena plisobeni plamene (citlivost na plisobeni tepla), ndrazu nebo tieni (citlivost na mechanické
podnéty), a zda u kapalné latky existuje nebezpeci vybuchu, je-li podrobena pisobeni plamene nebo
ndrazu.

Metoda sestdva ze ti Casti:

a) zkouska citlivosti na puasobeni tepla (1);

b) zkouska mechanické citlivosti na nédraz (1);

¢) zkouska mechanické citlivosti na tieni (1).

Metoda poskytuje data pro stanoveni pravdépodobnosti vyvoldni vybuchu urcitymi béznymi podnéty.
Metoda neslouzi ke zjisténi, zda je litka schopna vybuchnout za jakychkoli podminek.

Metoda je vhodnd pro zjisténi, zda u latky existuje nebezpe¢i vybuchu (citlivost na putsobeni tepla
a mechanickd citlivost) za urcitych podminek specifikovanych ve smérnici. Je zaloZena na fadé typt
zafizeni, kterd jsou Siroce pouzivdna v mezindrodnim méfitku (1) a kterd obvykle poskytuji vypovidajici
vysledky. Pfipousti se, Ze tato metoda neni definitivni. Lze pouZit jiné neZz specifikované zafizeni, za
piedpokladu, Ze je mezindrodné uznané a Ze lze vysledky vhodnym zptsobem srovnat s vysledky
poskytnutymi specifikovanym zafizenim.

Zkouska nemusi byt provedena, jestlize z dostupnych termodynamickych informaci (napf. ze slucovaciho
tepla nebo disocia¢niho tepla) ajnebo z nepfitomnosti urcitych reakénich skupin (2) ve struktufe s jistotou
vyplyvd, zZe litka nemd schopnost rychle se rozklddat za vyvoje plynd nebo za uvolnovédni tepla
(tzn. materidl nepfedstavuje zddné riziko vybuchu). Zkouska mechanické citlivosti na tfeni se nevyzaduje
u kapalin.

DEFINICE A JEDNOTKY

Vybusnd ldtka:

Litka, kterd mize vybuchnout plsobenim plamene nebo kterd je citlivdi na ndraz nebo tieni ve
specifikovaném zafizeni (nebo je mechanicky citlivéj$i nez 1,3dinitrobenzen v alternativnim zafizeni).

REFERENCNI LATKY

1,3Dinitrobenzen, technicky krystalicky vyrobek, prosity na situ o velikosti oka 0,5 mm, pro metody
citlivosti na tfeni a na naraz.

Perhydrol,3,5trinitro1,3,5triazin (oznacovany jako RDX nebo hexogen nebo cyklonit — CAS 121824)
rekrystalizovany z vodného cyklohexanonu, prosity za mokra na sit¢ 250 pm a zachyceny na sité
150 pm, suSeny 4 h pii 103 £2 °C, pro druhou sérii zkousek citlivosti na tfeni a na ndraz.

PODSTATA METODY

Pro zjisténi bezpecnych podminek pro provedeni tif zkousek citlivosti jsou nezbytné predbézné zkousky.
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1.4.1

1.4.2

1.4.3

1.4.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

Zkousky bezpecného zachdzeni (3)

Z bezpecnostnich divoda se pfed provedenim hlavnich zkousek podrobi velmi malé neuzaviené vzorky
latky (pfiblizné 10 mg) zahfivini v plameni plynového hofdku, ndrazu v jakémkoli vhodném zafizeni
a tfeni za pouZiti palicky proti podloZce nebo jiného zaifzeni pro zkouseni citlivosti na tieni. Ucelem
piedbéznych zkousek je zjistit, zda je litka tak citlivd a vybusnd, Ze by mély byt predepsané zkousky
citlivosti, zvlasté zkouska citlivosti na pisobeni tepla, provadény za zvldstnich bezpecnostnich opatfeni, aby
nedoslo k poranéni osoby provadéjici zkousky.

Citlivost na piisobeni tepla

Metoda spocivd v zahiivani litky v ocelové trubce uzaviené clonami s riznymi pruméry otvord s cilem
zjistit, zda mize za podminek intenzivniho zahfivan{ a pii definovaném utésnéni vybuchnout.

Mechanicki citlivost (na ndraz)

Metoda spocivd ve vystaveni ltky ndrazu specifikovanym zdvazim pusténym ze specifikované vysky.

Mechanickd citlivost (na tfeni)

Metoda spocivd ve vystaveni pevnych nebo pastovitych ldtek tfeni mezi standardnimi povrchy za
specifikovanych podminek zatizeni a vzdjemného pohybu.

KRITERIA JAKOSTI

Nejsou stanovena.

POPIS METOD

Citlivost na piisobeni tepla (na ptsobeni plamene)

Zatizeni

Zafizeni je tvofeno ocelovou trubkou na jedno pouziti s opakované pouzitelnym uzaviracim zaifzenim
(obrdzek 1), instalovanou v ohiivacim a ochranném zafizeni. Kazdd trubka je hlubokotazend z ocelového
plechu (viz doplnék) a ma vnitini primér 24 mm, délku 75 mm a tloustku stény 0,5 mm. Na otevieném
konci trubky je pfiruba slouzici k uzavieni trubky sestavou clony. Sestava je tvofena clonou se stfedovym
otvorem odolnou vaci tlaku, pfipevnénou k trubce pomoci dvoudilného Sroubového spoje (matice
a zdvitové pifruby). Matice a zdvitovd piiruba jsou zhotoveny z chrommanganové oceli (viz doplnék), kterd
je do 800 °C nejiskiivd. Clony maji tloustku 6 mm, jsou vyrobeny ze Zaruvzdorné oceli a tvoif fadu podle
velikosti otvort.

Zkusebni podminky

Litka se obvykle zkousi ve stavu, v jakém byla obdrzena, ackoliv v nékterych pifpadech, napt. je-li lisovand,
litd nebo jinym zptsobem zhutnénd, mize byt nezbytné ji pred provedenim zkousky rozdrtit.
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1.6.2

1.6.2.1

U pevnych latek se hmotnost ldtky, kterd ma byt pouzita v kazdé zkousce, stanovi zkouskou ve dvou
etapdch. Zvdzend trubka se naplni 9 cm’ litky a ldtka se po celém prifezu trubky stlaci silou 80 N.
Z bezpecnostnich diivodt nebo v pifpadech, kdy maze stlacovanim dojit ke zméné fyzikélni formy vzorku,
lze pouzit jiny zptsob plnéni, napiiklad je-li ldtka velmi citlivd na tfeni, neni vhodné ji stlacovat. Je-li ldtka
stlacitelnd, pridd se a stlacuje dalsi mnozstvi ldtky, dokud neni trubka zaplnéna do dGrovné 55 mm od
horntho okraje. Stanovi se celkové mnozstvi litky pouzité pro naplnéni do tdrovné 55 mm od horniho
okraje a piidaji se dalsi dva podily latky, pficemz se kazdy stlaci silou 80 N. Litka se poté podle potieby
bud pridd a stlaci, nebo se odebere tak, aby byla trubka naplnéna do drovné 15 mm od horniho okraje.
Provede se druhd zkouska, pficemZ se zacne s tietinou hmotnosti po stlaceni zjisténé v prvni etapé. Pfidaji
se dal3i dva podily, stlac se silou 80 N a podle potieby se litka pfidd nebo odebere do Grovné 15 mm od
horniho okraje trubky. Mnozstvi pevné latky zjisténé ve druhé etapé se pouzije pro kazdy pokus; naplnéni
se provede se tfemi stejnymi mnoZstvimi a kazdé z nich se stla¢i na objem 9 cm’ bez ohledu na
potiebnou silu (pro usnadnéni lze k tomuto Gcelu pouzit rozpérné krouzky).

Kapaliny a gely se naplni do trubky do vysky 60 mm, pficemz je tieba vénovat zvldstni pozornost geliim,
aby se v nich netvofily dutiny. Na trubku se zdola navlece zdvitovad pfiruba, vlozi se vhodnd clona a po
naneseni maziva na bdzi disulfidu molybdenicitého se matice utdhne. Je dulezité se presvédcit, zda néjakd
latka neziistala zachycena mezi pfirubou a clonou nebo v zdvitech.

K zahfivini se pouZije propan odebirany z primyslové tlakové lahve s reguldtorem tlaku (60 az 70 mbar)
pies prutokomér a rovnomérné rozdéleny rozdélovacim potrubim do ctyF hofdkd (ovéfi se vizudlné
pozorovanim plament hofdkd). Hofdky se umisti kolem zkusebni komory, jak je zndzornéno na obrizku 1.
Ctyfi hotdky maji celkovou spotfebu pfiblizné asi 3,2 litru propanu za minutu. Lze pouzit jiné palivo
a hofdky, avsak rychlost ohfevu musi byt takovd, jak je uvedeno na obrdzku 3. Rychlost ohfevu se musi
u viech zaifzeni pravidelné kontrolovat za pouziti trubek naplnénych dibutylftalitem, jak je zndzornéno na
obrazku 3.

Provedeni zkousek

Kazdd zkouska se provddi do roztrzeni trubky nebo dokud doba ohfevu nedosihne 5 min. Vysledek
zkousky, pfi niz doslo k roztrzeni trubky na tfi nebo vice dlomkd, z nichz nékteré mohou byt vzdjemné
spojeny tzkymi prouzky kovu, jak je znazornéno na obrizku 2, se hodnoti jako vybuch. Vysledek zkousky,
pii niz vzniklo méné dlomka nebo k roztrzeni nedoslo, se nehodnoti jako vybuch.

Nejprve se provede série ti zkousek s clonou o priméru otvoru 6,0 mm, a pokud nedojde k vybuchu,
provede se druhd série tif zkousek s clonou o priméru otvoru 2,0 mm. Dojde-li k vybuchu u kterékoli
zkuebni série, nevyzaduji se dalsi zkousky.

Hodnoceni

Vysledek zkousky se povazuje za pozitivni, dojdeli k vybuchu pfi jedné z vyse uvedenych zkuSebnich sérif.

Mechanicki citlivost (na ndraz)

Zafizeni (obrdzek 4)

Zakladnimi cdstmi typickych zafizeni s padacim kladivem je blok z lité oceli s podstavcem, kovadlina,
sloup, vodici listy, padaci zdvazi, uvoliovaci zafizeni a drzdék vzorku. Ocelovd kovadlina o priiméru
100 mm a vysce 70 mm je pfiSroubovdna k horni strané bloku z lité oceli o délce 230 mm, $ifce
250 mm a vysce 200 mm se zdkladovou litinovou deskou o délce 450 mm, $ifce 450 mm a vysce
60 mm. Sloup tvofeny bezesvou tazenou ocelovou trubkou je pfipevnén drzdkem pfisroubovanym na
zadni stranu bloku z lité oceli. Ctyfi $rouby ukotvuji zaiizeni k betonovému bloku o rozmérech
60 x 60 x 60 cm takovym zpiisobem, Ze jsou vodici listy dokonale svislé a padaci zdvazi padd volné.
Pouzivd se zdvaZzi o hmotnosti 5 a 10 kg z pevné oceli. Uderovd hlava kazdého zdvazi je z tvrzené oceli
HRC 60 az 63 a md minimdln{ primér 25 mm.
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Zkouseny vzorek se uzavie do zkuSebniho zaifzeni tvofeného dvéma plnymi souosymi vélci umisténymi
nad sebou a vodicim pouzdrem tvofenym dutym ocelovym vélcem. PIné ocelové vilce o priiméru 10 (-
0,003, —0,005) mm a vysce 10 mm maji vylesténé plochy, zakulacené hrany (s polomérem zakiiveni
0,5 mm) a tvrdost HRC 58 az 65. Duty vélec musi mit vnéjsi primér 16 mm, vylestény vyvrtany otvor
o praméru 10 (+0,005, +0,010) mm a vysku 13 mm. Sestavené zkusebni zaiizeni se umisti na vyménnou
ocelovou mezipodlozku (o priméru 26 mm a vySce 26 mm), kterd je vystfedéna krouzkem s otvory pro
odvod dymu.

Zkusebni podminky

Objem vzorku by mél byt 40 mm’® nebo by mél byt vhodny pro alternativni zafizeni. Pevné litky se
zkouseji v suchém stavu a pfipravuji se timto zptsobem:

a) praskové latky se proseji sitem (o velikosti oka 0,5 mm); ke zkousSeni se pouzije veskery podil, ktery
projde sitem;

b) lisované, lité nebo jinym zplisobem zhutnéné ldtky se rozdrti na malé kousky a proseji; ke zkouseni se
pouzije prosity podil o velikosti ¢dstic od 0,5 do 1 mm, ktery by mél byt reprezentativni pro pavodni
latku.

Litky doddvané obvykle ve formé pasty se zkouseji pokud mozno v suchém stavu nebo po odstranéni
maximalniho mozného mnozstvi fedidla. Kapalné litky se zkouSeji pii mezefe 1 mm mezi hornim
a dolnim ocelovym vilcem.

Provedeni zkousek

Provede se série Sesti zkousek spusténim zdvazi o hmotnosti 10 kg z vysky 0,40 m (40 J). Dojdeli béhem
téchto Sesti zkousek pii 40 ] k vybuchu, musi se provést dalsi série Sesti zkouSek spusténim zévazi o
hmotnosti 5 kg z vysky 0,15 m (7,5 J). U jinych zafizeni se vzorek porovnivd se zvolenou referencni
latkou za pouziti stanoveného postupu (napf. technikou upunddown atd).

Hodnoceni

Vysledek zkousky se povazuje za pozitivni, jestlize dojde k vybuchu (vzplanuti nebo tfesk jsou rovnocenné
vybuchu) alespon jednou pii kterékoli zkousce se specifikovanym zafizenim nebo je-li vzorek citlivéjsi nez
1,3dinitrobenzen nebo RDX v alternativni zkousce citlivosti na ndraz.

Mechanicka citlivost (na tfeni)

Zatizeni (obrdzek 5)

Treci zafizeni je tvofeno zdkladovou deskou z lité oceli, na které je upevnéno tieci zafizeni. To je tvofeno
nepohyblivym porcelinovym kolikem a pohyblivou porcelinovou destickou. Porceldnovd desticka je
upevnéna na sanich vedenych dvéma vodicimi listami. Sané jsou pfipojeny k elektromotoru ojnici,
excentrickou vackou a vhodnym ozubenym prevodem tak, Ze porceldnova desticka vykondvd pod
porceldnovym kolikem pohyb tam a zpét na drize o délce 10 mm. Porceldnovy kolik lze zatiZit silou
bud 120 N, nebo 360 N.

Rovné porceldnové desticky jsou vyrobeny z bilého technického porceldnu (o drsnosti 9 az 32 pm) a maji
délku 25 mm, $itku 25 mm a vysku 5 mm. Vilcovy porcelinovy kolik je rovnéz vyroben z bilého
technického porceldnu, md délku 15 mm, pramér 10 mm a zdrsnéné kulové plochy s polomérem
zakfiveni 10 mm.

Zkusebni podminky
Objem vzorku by mél byt 10 mm® nebo by mél byt vhodny pro alternativni zafizeni.

Pevné latky se zkouseji v suchém stavu a piipravuji se timto zptisobem:

a) praskové latky se proseji sitem (o velikosti oka 0,5 mm); ke zkouseni se pouZije veskery podil, ktery
projde sitem;

b) lisované, lité nebo jinym zplisobem zhutnéné ldtky se rozdrti na malé kousky a proseji; ke zkouseni se
pouzije prosity podil o velikosti ¢dstic <0,5 mm.
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Litky dodévané obvykle ve formé pasty se zkouseji pokud mozno v suchém stavu. Nelzeli ldtku pfipravit
v suchém stavu, zkousi se pasta (po odstranéni maximélntho mozného mnozstvi fedidla) ve formé prouzku
o tloustce 0,5 mm, sffce 2 mm a délce 10 mm piipraveného v tvarovaci formé.

Provedeni zkousek

Porceldnovy kolik se pfilozi na zkouSeny vzorek a zatizi se. Pii provadéni zkousky musi byt ryhy
v porceldnové desticce orientovany piicné ke sméru pohybu. Je nutné dbit na to, aby kolik spocival na
vzorku, aby pod kolikem lezelo dostate¢né mnozstvi zkouseného materidlu a také aby se desticka
pohybovala pod kolikem spravné. U pastovitych latek se pro naneseni litky na desticku pouzivd mérka
o tloustce 0,5 mm s otvorem 2 x 10 mm. Porceldnovd desticka se musi pohybovat pod porceldnovym
kolikem po drize 10 mm tam a zpét za 0,44 s. Kazdd ¢dst povrchu desticky a koliku se smi pouzit pouze
jednou; dva konce kazdého koliku slouzi pro dva pokusy a kazdd ze dvou stran desticky slouzi pro ti
pokusy.

Série Sesti zkouSek se provede se zatiZenim 360 N. Ziskd-li se béhem téchto Sesti zkousek pozitivni
vysledek, musi se provést dalsi série Sesti zkousek se zatizenim 120 N. U jinych zafizeni se vzorek
porovndvé se zvolenou referen¢ni ldtkou za pouziti stanoveného postupu (napf. technikou upunddown atd).

Hodnoceni

Vysledek zkousky se povazuje za pozitivni, jestlize dojde k vybuchu (praskani, tfesk nebo vzplanuti jsou
rovnocenné vybuchu) alesponi jednou pii kterékoli zkousce se specifikovanym zafizenim pro stanoveni
citlivosti na tfeni nebo spliiuje-li ekvivalentni kritéria alternativni zkousky citlivosti na t¥eni.

DATA

Litka se v zdsadé povazuje ve smyslu této smérnice za nebezpecnou z hlediska vybuchu, jestlize jsou
ziskdny pozitivni vysledky ve zkousce citlivosti na ptsobeni tepla, ve zkousce citlivosti na ndraz nebo na
tiend.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— identifikace zkousené latky, jeji sloZeni, Cistota, obsah vlhkosti atd.,

— fyzikdlni forma vzorku, zda se vzorek drtil, mlel nebo proséval,

— tdaje zjisténé pii zkousce citlivosti na pusobeni tepla (napf. hmotnost vzorku a pocet dlomka atd.),

— pozorované jevy pii zkousce mechanické citlivosti (napf. tvorba zna¢ného mnozstvi dymu nebo Gplny
rozklad bez tiesku, plameny, jiskry, tfesk, praskdni atd.),

— vysledky kazdého typu zkousky,

— byloli pouzito alternativni zafizeni, musi byt uvedeno védecké zdivodnéni pouziti a diikaz srovnatel-
nosti vysledkd ziskanych se specifikovanym zatizenim a vysledkd ziskanych s rovnocennym zafizenim,

— viechny uzite¢né pozndmky, napifklad odkaz na zkousky podobnych latek, které by mohly mit vyznam
pro spravné hodnoceni vysledkd,

— vSechny dalsi pozndmky, které maji vyznam pro interpretaci vysledkd.
INTERPRETACE A VYHODNOCENI VYSLEDKU

V protokolu o zkousce by mély byt uvedeny vSechny vysledky, které jsou povazovany za chybné, anomdlni
nebo nereprezentativni. Méli byt kterykoli z téchto vysledkt vyloucen, mélo by byt uvedeno vysvétleni
a vysledky jakéhokoli alternativniho nebo doplikového zkouseni. Pokud nelze anomdlni vysledek vysvétlit,
musi byt pijat tak, jak byl dosazen, a musi byt pouzit k odpovidajici klasifikaci 1tky.
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Doplnék

Piiklad materidlové specifikace pro zkousku citlivosti na piisobeni tepla (viz DIN 1623)

1. Trubka: materidlovd specifikace ¢. 1.0336.505 g
2. Clona s otvorem: materidlovd specifikace ¢. 1.4873

3. Zavitovéd piiruba a matice: materidlovd specifikace ¢. 1.3817

Obrizek 1
Zafizeni pro zkousku citlivosti na ptsobeni tepla

(vSechny rozméry v mm)
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Obr. 1a Ocelové trubka a p¥islusenstvi

1) trubka

1a) vné&jsi p¥iruba

) prstenec se zdvitem (zdvit s nizkym tfenim)

) clona s otvorem o priiméru a = 2,0 nebo 6,0 mm
) matice s otvorem o priiméru b = 10 mm

) zkosend hrana
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Obr. 1b Ohfivaci a ochranné zafizeni

7) 2 rovné plo3ky pro kli¢ 36
8) ochranny kryt odolnym vii¢i stfepinim
9) 2 oporné tyce pro trubku
10) sestavend trubka

11) poloha zadniho hofdku; ostatn{ hofaky jsou vidét
12) zapalovaci hofdcek
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Obrézek 2

Zkouska citlivosti na ptsobeni tepla

Piiklady roztrzeni trubky

Vybuch
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Obréizek 3

Kalibrace rychlosti ohfevu pro zkousku citlivosti na piisobeni tepla
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Kfivka zé4vislosti teploty na ¢ase ziskand pfi zahfivan{ dibutyl-ftaldtu (27 cm’®) v uzav¥ené trubce (s clonou 1,5 mm) p¥
prittoku propanu 3,2 litry za minutu. Teplota byla méfena chromel/alumelovym termo¢lénkem o priiméru 1 mm,
zapouzdfenym v korozivzdorné oceli a umisténym centrdlné 43 mm pod okrajem trubky. Rychlost zahiivini mezi
135 °C a 285 °C by méla byt 185 a% 215 K/min.
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Obrizek 4
Zafizeni pro zkousku citlivosti na ndraz

(vechny rozméry v mm)
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Obr. 4a Padaci kladivo, &elni a bo¢ni celkovy pohled Obr. 4b Padaci kladivo, spodni ¢dst

) zékladova deska 450 x 450 x 60 (8) méfitko
) blok z oceli, 230 x 250 x 200 (9) padaci kladlvo
) kovadlina, priimér 100 x 70 (10) zadrZovaci a uvolfiovaci zafizeni
) slou; (11) st¥edici objimka
) sttedni nosnik (12) (vyménné) mezipodlozka o priiméru 26 x 26
) dvé vodici listy §13) stfedici krouZek s s otvory
14

(1
(2
3
(4
(5
(6
(7) ozubend ty& ) ndrazové zaf{zeni



13/sv. 11 s Utedni véstnik Evropské unie 353

Obrizek 4
Pokracovani
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Obr. 4c Zafizeni pro zkousku citlivosti
praskovych a pastovitych létek na néraz Obr. 4d Zafizen{ pro zkousku citlivosti

(1) ocelové valetky kapalnych litek na niraz

(2) vodici pouzdro pro ocelové vélecky
(3) stfedici krouZek s otvory
(a) svisly fez

(b) primét | .

(4) pryZovy prstenec 10

(5) Eapalné itka (40 mm’) O.S\j

(6) prostor bez kapaliny 1 f—l
10

Obr. 4e Kladivo (zévaZi 5 kg)

(1) upinaci Cep

(2) polohovi znaZka
(3) vodici drazky

(4) ddernik

(5) aretaéni zafizeni
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Obrézek 5

Zafizeni pro zkousku citlivosti na tfeni

Obr. 5a T¥eci zatizeni, bo¢ni a ptidorysny pohled Obr. 5b Vychozi poloha véletku a vzorku

(6) drzdk koliku
(1) ocelovy podstavec (7) zat€Zovaci rameno
(2) pohyblivé san& (8) protizdvazi
(3) porceldnovi desticka, 25 x 25 x 5 mm upevnénd na sanich  (9) inad
(4) upevnény porcelinovy kolik o priiméru 10 x 15 mm (10) kolecko f)ro nastaveni san{ do vychozi polohy
(5) zkouSeny vzorek, pfiblizn& 10 mm’ (11) smér k elektromotoru
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.3

A.15 BOD SAMOZAPALU (KAPALINY A PLYNY)

METODA
UvVOoD

Vybusné litky a latky, které se spontdnné vzniti pii styku se vzduchem pfi teploté okoli, by nemély byt
piedmétem této zkousky. ZkuSebni postup je pouzitelny pro plyny, kapaliny a pdry, které se mohou za
piitomnosti vzduchu vznitit na horkém povrchu.

Bod samozdpalu muZe byt znacné snizen vlivem katalytickych necistot, materidlu povrchu nebo vétstho
objemu zkusebni nadoby.

DEFINICE A JEDNOTKY

Mira schopnosti litky samovolné se vznitit se vyjadfuje teplotou samozdpalu. Bod samozdpalu je nejnizsi
teplota, pii které se zkouSend litka smichand se vzduchem za podminek stanovenych v této zkusebni
metodé vzniti.

REFERENCNI LATKY

Referen¢ni ldtky jsou uvedeny v norméch (viz 1.6.3). Mély by piedevsim slouzit k obcasné kontrole
provedeni metody a ke vzdjemnému porovndvani vysledkt ziskanych jinymi metodami.

PODSTATA METODY

Metodou se stanovi minimdlni teplota vnitfniho povrchu uzavieného prostoru, kterd zptsobi vzniceni
plynu, pary nebo kapaliny vpravenych do tohoto prostoru.

KRITERIA JAKOSTI

Opakovatelnost se méni v zavislosti na rozpéti bodt samozdpalu a na pouzité zkusebni metodé.
Citlivost a specificnost zdviseji na pouzité zkusebni metodé.

POPIS METODY

Aparatura

Aparatura je popsdna v metodé uvedené v bodé 1.6.3.

ZkuSebni podminky

Vzorek zkousené litky se zkousi metodou uvedenou v bodé 1.6.3.
Provedeni zkousky

Viz IEC 794, DIN 51794, ASTM-E 65978, BS 4056, NF T 20037.
DATA

Zaznamend se zkuSebni teplota, atmosféricky tlak, mnozstvi pouzitého zkoueného vzorku a casovd
prodleva pted vznicenim.
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1.1

1.2

1.3

1.4

ZPRAVY

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— presnd specifikace latky (identifikace a necistoty),

— pouzité mnozstvi vzorku, atmosféricky tlak,

— pouzitd aparatura,

— vysledky méfeni (zkuSebni teploty, vysledky tykajici se vzniceni, piislusnd casovd prodleva),
— viechny dal3i pozndmky, které maji vyznam pro interpretaci vysledkd.

LITERATURA

Neni uvedena.

A.16 RELATIVNI TEPLOTA SAMOZAPALU PEVNYCH LATEK

METODA
UVOD

Vybusné litky a latky, které se spontdnné vzniti pii styku se vzduchem pii teploté okoli, by nemély byt
pfedmétem této zkousky.

Ucelem této zkousky je poskytnout predbéznou informaci o schopnosti pevnych litek samovolné se vznitit
za zvysenych teplot.

Pokud teplo uvolfiované bud reakei ldtky s kyslikem, nebo exotermnim rozkladem neni dostatecné rychle
odvddéno do okoli, nastivda samovolné zahiivini latky, které muze vést az k jejimu samozdpalu.
K samozdpalu tedy dojde, je-li rychlost vyvinu tepla vy3si nez rychlost odvadéni tepla.

Zkusebni postup je uzitecny jako predbéind screeningovd zkouska pro pevné litky. Z hlediska slozité
povahy vzniceni a hofeni pevnych litek by mél byt bod samozdpalu stanoveny touto metodou pouzit
pouze ke srovndvacim dcelim.

DEFINICE A JEDNOTKY

Bod samozédpalu ziskany touto metodou je minimdlni teplota okoli ltky vyjadiend ve °C, pii které se urcité
mnozstvi litky za definovanych podminek vzniti.

REFERENCNI LATKA
Z4dna.
PODSTATA METODY

Urcité mnozstvi vzorku zkousené ldtky se za teploty okoli vlozi do pece; zatimco se teplota pece zvysuje
rychlosti 0,5 °C/min na 400 °C nebo do bodu tini vzorku, je-li nizsi, zaznamendva se kiivka zavislosti
teploty ve stiedu zkouSeného vzorku na Case. Pro tcely této zkousky se za bod samozépalu litky povazuje
teplota pece, pii které dosdhne teplota zkouseného vzorku samovolnym zahiivinim 400 °C.
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1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.1.3

1.6.1.4

1.6.2

1.6.3

KRITERIA JAKOSTI
Zadna.
POPIS METODY

Aparatura

Pec

Laboratorni pec (o obsahu pfiblizné 2 litry) vybavend programovatelnou regulaci teploty, pfirozenou
cirkulaci vzduchu a pojistnym pretlakovym zafizenim. Aby se pfedeslo moznému riziku vybuchu, nesmi
piijit rozkladné plyny do styku s elektrickymi topnymi elementy.

Krychle z drdténého pletiva

Podle $ablony na obrdzku 1 se vystithne kus z driténého korozivzdorného pletiva o velikosti otvort
0,045 mm. Vystfizeny kus se slozi do formy nahofe oteviené krychle a zajisti se drétkem.

Termocldnky

Vhodné termoclanky.

Zapisovac

Jakykoli dvoukandlovy zapisova¢ kalibrovany pro teploty od 0 °C do 600 °C nebo jim odpovidajici napéti.
ZkuSebni podminky

Létky se zkousi ve stavu, v jakém byly obdrzeny.

Provedeni zkousky

Dréténd krychle se naplni zkousenou latkou, jemné se poklepe a piidd se tolik ldtky, aby byla krychle zcela
naplnéna. Krychle se poté pii laboratorni teploté zavési do stfedu pece. Jeden termoclinek se umisti do
stfedu krychle a druhy mezi krychli a sténu pece pro zdznam teploty pece.

Teploty pece a vzorku se nepfetrzité zaznamendvaji, zatimco se teplota pece plynule zvySuje rychlosti
0,5 °C/min az do teploty 400 °C nebo do bodu téni vzorku, je-li nizsi.

Kdyz se latka vzniti, termocldnky zaznamenaji velmi prudky nériist teploty nad teplotou pece.
DATA

Pro hodnoceni je dilezitd teplota pece, pii které dosdhla teplota vzorku samovolnym zahiivinim 400 °C
(viz obrazek 2).

ZPRAVY

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— popis zkousené latky,

— vysledky méfeni vcetné kiivky zavislosti teploty na Case,

— vSechny dalsi pozndmky, které maji vyznam pro interpretaci vysledkd.
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4. LITERATURA

(1) NF T 20036 (September 85). Chemical products for industrial use. Determination of the relative
temperature of the spontaneous flammability of solids.

Obrizek 1

Sablona krychle o délce strany 20 mm
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Obrizek 2

Typickd kiivka zdvislosti teploty na Case
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

A.17 OXIDACNI VLASTNOSTI (PEVNE LATKY)

METODA

UvVoD

Pred provedenim této zkousky je vhodné mit pfedbézné informace o moznych vybusnych vlastnostech
latky.

Tato zkouska neni pouzitelnd pro kapaliny, plyny, vybusné nebo vysoce hoflavé litky nebo pro organické
peroxidy.

Zkouska se neprovadi, jestlize ze strukturniho vzorce bez pochyby vyplyvd, Ze tato litka nemd schopnost
exotermné reagovat s hoflavym materidlem.

Ke zjisténi, zda by se zkouska neméla provadét za specidlnich bezpecnostnich opatieni, je tfeba provést
piedbéznou zkousku.

DEFINICE A JEDNOTKY

Doba hofeni: doba reakce v sekunddch potiebna k prichodu reakéni zény prachovou housenkou podle
postupu popsaného v bodé 1.6.

Rychlost hofen: vyjadiuje se v mm s

Maximélni rychlost hofenf: nejvy$si hodnota rychlosti hofeni, kterd byla naméfena pro smési obsahujici
10 az 90 % hmot. oxidujici latky.

REFERENCNI LATKA

Pro zkousku a pro predbéznou zkousku se jako referen¢ni litka pouzivd dusi¢nan barnaty Cistoty p.a.

Referenéni smési je smés dusi¢nanu barnatého a praskové celulosy pfipravend podle bodu 1.6, kterd mé
maximdlni rychlost hofeni (obvykle jde o smés obsahujici 60 % hmot. dusi¢nanu barnatého).

PODSTATA METODY

V zdjmu bezpecnosti se provede piedbéznd zkouska. Jestlize predbéznd zkouska jasné prokaze, ze litka md
oxidacni vlastnosti, zddné dalsi zkousky se nevyzaduji. Neni-li tomu tak, podrobi se litka tplné zkousce.

Pii dplné zkousce se ldtka, kterd md byt zkousSena, a definovand hoilava latka smisi v rtznych pomérech.
Kazdd smés je poté upravena do tvaru prachové housenky a ta se na jednom konci zapdli. Stanovend
maximalni{ rychlost hofeni se porovnd s maximdlni rychlosti hofeni referen¢ni smési.

KRITERIA JAKOSTI

Vhodnd je kazdd technika mleti a miseni, pro niZ se nelisi maximélni rychlosti hofeni v 3esti samostatnych
zkouskich od aritmetického priméru o vice nez 10 %.



360

Utedn{ véstnik Evropské unie

13fsv. 11

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.1.3

1.6.2

1.6.2.1

POPIS METODY

Pfiprava

Zkousend ldtka

Velikost ¢dstic zkouSeného vzorku se snizi na <0,125 mm ndsledujicim postupem: zkousend ldtka se
proseje, podil zachyceny na sité se drti a cely postup se opakuje, dokud celd zkousend dadvka neprojde
sitem.

Lze pouzit jakoukoli techniku mleti a prosévani, kterd vyhovi kritériim jakosti.

Pred piipravou smési se latka susi pfi 105 °C do konstantni hmotnosti. Pokud se zkousend litka rozklada
pii teploté nizsi nez 105 °C, musi se ltka susit pii vhodné nizsi teploté.

Hoflavd ldtka

Jako hoflava litka se pouzivd praskova celulosa. Doporucuje se typ celulosy pouZzivany pro chromatografii
na tenké vrstvé nebo pro sloupcovou chromatografii. Jako vhodny se prokazal typ, ktery md délku vice nez
85 % vliken od 0,020 mm a 0,075 mm. Celulosovy prdsek se proseje sitem o velikosti oka 0,125 mm.
V pribéhu zkousky se pouzivd tatdz Sarze celulosy.

Pred piipravou smési se praskovd celulosa susi pii 105 °C do konstantni hmotnosti.

Pokud se pii ptedbéiné zkousce pouzije dfevitd moucka, pfipravi se z mékkého dfeva shromdzdénim
podilu, ktery projde sitem o velikosti oka 1,6 mm, dikladnym promichdnim a ndslednym susenim Ctyfi
hodiny pfi teploté 105 °C ve vrstvé o tloustce nepresahujici 25 mm. Ochladi se a do okamziku pouziti, ke
kterému by mélo dojit nejlépe do 24 h, se uchovdvd v co nejvice naplnéné vzduchotésné nadobé.

Zdroj zapdleni

Jako zdroj zapdleni se pouzije plamen plynového hofdku (o minimdlnim praméru 5 mm). PouZije-li se jiny
zdroj zapdleni (napf. pfi zkousce v inertni atmosféfe), uvede se popis a zdivodnéni.

Provedeni zkousky

Pozndmka:

Smési oxidantG a celulosy nebo dfevité moucky se musi povazovat za potencidlné vybusné a musi se
s nimi zachdzet s nélezitou opatrnosti.

Predbéznd zkouska

Vysuend latka se dukladné promichd s vysuSenou celulosou nebo dievitou mouckou v poméru 2 hmot-
nostni dily zkousené litky a 1 hmotnostni dil celulosy nebo drevité moucky a smés se upravi do tvaru
malého kuzele o rozmérech 3,5 cm (primér zdkladny) x 2,5 cm (vyska) naplnénim bez péchovéni do
kuzelové formy (napf. do laboratorni sklenéné nédlevky s utésnénym stonkem).

Zkouseny vzorek se polozi na chladnou, nehoflavou, neporézni a madlo tepelné vodivou podkladovou
desku. Zkouska se provede v digestofi podle bodu 1.6.2.2.

Zdroj zapdleni se piilozi ke kuzelu. Sleduje se a zaznamend se prudkost a doba trvani vysledné reakce.

Litka se povazuje za oxidujici, je-li reakce prudkad.

V piipadé, Ze vysledek vzbuzuje pochybnosti, je nezbytné vykonat dplnou niZe popsanou zkousku
s prachovou housenkou.
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1.6.2.2

Zkouska s prachovou housenkou

Pripravi se smési oxidantu s celulosou obsahujici 10 az 90 % hmot. oxidantu, po 10% pfirtstcich. Presnéjsi
hodnota maximalni rychlosti hofeni se v meznich pfipadech ziskd pouZitim mezilehlé smési oxidantu
s celulosou.

Zkouseny vzorek se upravi pomoci formy. Kovovd forma je 250 mm dlouhd a md trojihelnikovy pficny
prifez o vnitini vySce 10 mm a $ifce 20 mm. Na obé podélné strany formy se upevni dvé kovové desky
se zdkladnou jako bocnice, které precnivaji o 2 mm nad horni okraj trojihelnikové formy (obrdzek). Forma
se bez zhutnéni naplni mirnym pfebytkem smési. Po spusténi formy z vysky 2 ¢cm na pevny povrch se
piebytek latky seskrdbne stérkou. Bocnice se odstrani a zbyvajici prdsek se uhladi valeckem. Na horni &st
formy se polozi nehoflavd, neporézni a mdlo tepelné vodivd deska, sestava se prevrati a forma odstrani.

Zkouseny vzorek se umisti v digestofi kolmo na smér odtahu.

Rychlost proudéni odsdvaného vzduchu by méla stacit k zamezeni tniku dymu do laboratofe a neméla by
se v prubéhu zkousky ménit. Kolem zkusebniho zafizeni by se mély postavit ochranné clony proti
nadmérnému proudéni vzduchu.

Zkouska se provede co nejrychleji s ohledem na hygroskopicnost celulosy a nékterych zkousenych latek.

Jeden konec prachové housenky se zapali plamenem hofaku.

Poté, co reakéni zéna dosihne vzdélenosti 30 mm, méfi se doba, za kterou se reakce rozsiii na vzdélenost
200 mm.

Zkouska se provede s referencni ltkou a alesponi jednou s kazdou z fady smési zkousené latky s celulosou.

Pokud se zjisti, Ze maximdlni rychlost hofeni je znacné vyssi, nez rychlost hofeni referencni smési, lze
zkousku ukoncit; v opaéném piipadé se zkouska opakuje pétkrit s kazdou ze i smési s nejvyssimi
rychlostmi hofeni.

Existuje-li podezieni, Ze je vysledek falesné pozitivni, opakuje se zkouska s inertni litkou se stejnou
velikosti ¢astic, napf. s kiemelinou, namisto celulosy. Smés zkousené latky s celulosou s nejvyssi rychlosti
hofeni by méla byt eventudlné znovu zkouSena v inertni atmosféie (s obsahem kysliku <2 % obj.).

DATA

Z bezpecnostnich divodid se povazuje za charakteristickou oxidacni vlastnost zkousené latky maximdlni
rychlost hofeni, nikoli primérnd hodnota.

Pro vyhodnoceni je dilezitd nejvyssi hodnota rychlosti hofeni zjisténd v Sesti zkouskdch dané smési.

Do grafu se vynesou nejvy$$i hodnoty rychlosti hofeni pro kazdou smés proti koncentraci oxidantu.
Z grafu se odecte nejvyssi rychlost hofeni.

Sest hodnot rychlosti hofen{ naméfenych pro smés s maximalni rychlosti hofeni se nesmi ligit od
aritmetického priméru o vice nez 10 %; v opacném piipadé se musi zlepsit technika drceni a miseni.

Naméfend maximalni rychlost hofeni se porovnd s maximdlni rychlosti hofeni referencni smési (viz 1.3).

Provedouli se zkousky v inertni atmosféfe, porovnd se maximdlni rychlost reakce s rychlosti naméfenou
pro referencni smés v inertni atmosféfe.
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3.2

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— identifikace zkousené latky, jeji sloZeni, Cistota, vlhkost atd.,
— jakdkoli tprava zkouseného vzorku (napf. drceni, susent,...),
— zdroj zapdleni pouzity pii zkouskach,

— vysledky méfent,

— charakter reakce (napf. vzplanuti na povrchu, hofeni v celé hmoté, jakékoli informace o produktech
hofent,...),

— viechny dalsi pozndmky, které maji vyznam pro interpretaci vysledkd, véetné popisu prudkosti reakce
(hofeni plamenem, jiskieni, uvoliovani dymu, pomalé doutndni atd.) a pfiblizné doby trvani predbézné
bezpecnostnifscreeningové zkousky jak pro zkouSenou, tak pro referen¢ni litku,

— vysledky ze zkousek s inertni litkou, pokud byly provadény,

— vysledky ze zkousek v inertni atmosféte, pokud byly provadény.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Létka je povazovdna za oxidujici, je-li

a) pii predbézné zkousce zjisténa prudkd reakce;

b) pii tGplné zkousce maximdlni rychlost hofeni zkouSenych smési vy$si nebo stejnd jako maximadlni
rychlost hofeni referencni smési celulosy a dusi¢nanu barnatého.

S cilem vyloucit falesné pozitivni vysledky by mély byt vzaty v tvahu také vysledky ziskané pii zkouSeni
latky ve smési s inertnim materidlem ajnebo pii zkousce v inertni atmosféfe.

LITERATURA

(1) NF T 20035 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the oxidizing properties
of solids.
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Doplnék

Obrizek
Forma a piisluSenstvi pro pifpravu zkouseného vzorku ve tvaru prachové housenky

(VSechny rozméry jsou v milimetrech)
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CAST B: METODY STANOVEN{ TOXICITY

OBECNY UVOD: CAST B

A. GvOD

Viz obecny Gvod.

B. DEFINICE

i)  Akutni toxicita zahrnuje nepiiznivé Gcinky, které se projevi v urcitém Casovém obdobi (obvykle do 14 dnti) po
podéni jedné davky latky.

iy LD, (stiedni letdlni dévka) je statisticky vypoctend jednotlivd dévka latky, u niZ lze ocekdvat, Ze zptisobi thyn
50 % zvifat, kterym byla poddna. Hodnota LD, se vyjadfuje v hmotnosti zkousené litky na jednotku hmotnosti
pokusného zvifete (v mgkg').

iiiy LC,, (stfedni letdlni koncentrace) je statisticky vypoctend koncentrace latky, u niZ lze ocekdvat, Ze zplisobi béhem
definované doby expozice nebo do urcité doby po expozici dhyn 50 % exponovanych zvifat. Hodnota LC,; se
vyjadiuje v hmotnosti zkousené litky ve standardnim objemu vzduchu (mg I).

iv) Hodnota divky bez pozorovaného nepiiznivého d¢inku je maximélni ddvka nebo troven expozice pouzitd ve
zkousce, kterd nevyvoldvd zddné zjistitelné zndmky toxicity.

v)  Subakutni/subchronickd toxicita zahrnuje nepfiznivé Gcinky, které se projevi u pokusnych zvitat jako dusledek
opakovaného denniho poddvani chemické latky, nebo jako dusledek expozice chemické litce po dobu predstavujici
kratky dsek ocekdvané délky Zivota pokusnych zvifat.

vi) Maximdlni tolerovand ddvka (MTD) je nejvyssi Groven ddvky, kterd u zvifat vyvold zndmky toxicity, aniz by méla
béhem zkousky, ve které je pouzita, vétsi vliv na preziti zvifat.

vii) Kozni drdzdivosti se rozumi vyvoldni vratnych zdnétlivych zmén na kizi po aplikaci zkousené ldtky.

vii) Oéni drdZdivosti se rozumi vyvoldni vratnych zmén v oku po aplikaci zkouSené litky na povrch oka.

ix) Senzibilizace kiZe (alergickd kontaktni dermatitida) je imunologicky vyvoland reakce kaze na latku.

Specifické definice pro inhalacni toxicitu

Aerosol je definovén jako cdstice (pevné nebo kapalné) homogenné rozptylené ve vzduchu.

Aerodynamicky primér je pramér koule jednotkové hustoty (1 gem’), kterd md stejnou konecnou sedimentacni
rychlost jako dotyc¢nd cistice.

Hmotnostni medidn aerodynamického priméru (MMAD) je vypocitany aerodynamicky primér, ktery v piipadé
méfeni hmotnosti rozdéluje distribuci velikosti ¢astic aerosolu na dvé poloviny.

Geometrickd smérodatnd odchylka (GSD) je pomér odhadnutého 84% percentilu a 50% percentilu a je mirou
sklonu kiivky kumulativni distribuce velikosti ¢astic, a to za piedpokladu, Ze velikost ¢dstic md lognormdlni
distribuci.
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Specifické definice pro metody fixni ddvky pfi stanoveni akutni ordlni toxicity

— Zfejmad toxicita se vztahuje na toxické acinky, které se projevi po poddni zkousené latky a které jsou tak silné, ze
podéni nejblizsi vyssi davky by mohlo vést k mortalité.

— Diskriminujici ddvka je nejvyssi ze Ctyf fixnich drovni ddvek, kterou je mozno podat, aniz by doslo k tGhynu
(véetné pifpadti humdnniho utraceni) vyvolanému létkou.

C. MUTAGENITA (v&etné piedbéznych screeningovych zkousek karcinogenity)

Pro predbézné posouzeni mutagenniho potencidlu litky je nezbytné ziskat informace o dvou ukazatelich, jmenovité
o genové mutaci a chromosomovych aberacich.

Tyto dva ukazatele se hodnoti nasledujicimi zkouskami:

i) zkouskami na tvorbu genové (bodové) mutace v prokaryotickych burkéch, jako je Salmonella typhimurium; piijatelné
jsou také zkousky s Escherichia coli. Volba mezi témito dvéma zku3ebnimi organismy muiZze zdviset na povaze
chemické latky, kterd je zkousena;

i) zkouskami na tvorbu chromosomovych aberaci v savcich bunkdch in vitro; piijatelnd je také metoda in vivo (test
mikrojader nebo analyza metafize bunék kostni dfené). Neexistujili vSak protiargumenty, diirazné se doporucuji
metody in vitro.

D. HODNOCENI A INTERPRETACE

Existuji urcité meze, nakolik lze vysledky zkousek na zvifatech a zkousek in vitro piimo extrapolovat na clovéka, a tuto
skutecnost je tieba vzit v Gvahu pfi hodnoceni a interpretaci zkousek.

Jsouli k dispozici poznatky o nepiiznivych acincich na ¢lovéka, mohou byt dulezité pro stanoveni potencidlnich Gcinkd
chemickych ldtek na ¢lovéka.

E. ODKAZY NA LITERATURU

Toxikologie je vyvijejici se experimentdlni védni obor a ke kazdému tématu existuje rozsihld literatura. Dulezité
informace lze nalézt v Pokynech OECD pro zkouseni.

Dopliivjici pozndmky

Péce o zvifata

Pfi zkouseni toxicity jsou dilezité piisnd kontrola podminek prostiedi a sprévné péce o zvifata.

i) Podminky chovu

Podminky chovu v prostorech nebo klecich pro pokusnd zvifata by mély vyhovovat zkuSebnim druhtim. Pro
potkany, mysi a morcata jsou vhodnymi podminkami teplota mistnosti 22 3 °C a relativni vlhkost 30 az 70 %;
pro kréliky se doporucuje teplota 20 £3 °C a relativni vlhkost 30 az 70 %.

Neékteré experimentdlni techniky jsou zvldsté citlivé na vliv teploty a v takovych piipadech jsou v popisu zkusebni
metody uvedeny podrobnosti o vhodnych podminkdch. Pii viech sledovanich toxickych acinkd by méla byt
zaznamendvédna data o teploté a vlhkosti a mély by byt zahrnuty do zdvére¢né zpravy o studii.
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Pfi umélém osvétleni by se obvykle mélo stifidat 12 h svétla a 12 h tmy. Podrobnosti o svételném rezimu by mély
byt zaznamendny a uvedeny v kone¢né zpravé o studii.

Je dilezité uvést ve zpravich o experimentech na zvitatech typ pouzité klece a pocet zvifat chovanych v kazdé kleci
jak béhem expozice chemické ldtce, tak béhem kterékoli dalsi doby pozorovéni.

=
=

Podminky krmen{

Strava by méla spliovat veskeré pozadavky vyZzivy pro piislusny testovaci druh. Jsouli zkousené litky poddvany
zvifatim v potravé, mize dojit ke sniZeni nutri¢ni hodnoty v disledku vzdjemného pusobeni latky a slozek potravy.

Moznost takového piisobeni by méla byt vzata v Gvahu pii interpretaci vysledki zkousek.

Piimési v potravé, jejichz vliv na toxicitu je zndm, nesmi byt pfitomny v koncentracich, ve kterych by se vliv
projevil.

Ochrana zvifat

Pi vypracovavani zkuSebnich metod byla ndlezitdi pozornost vénovdna ochrané zvifat. Ne&které piiklady jsou ve
stru¢nosti uvedeny niZe, tento seznam vSak neni vyCerpdvajici. Presné znéni a/nebo podminky je tieba vyhledat
v textu metod:

— Pro stanoveni akutni ordlni toxicity se zavadi alternativni ,metoda fixni davky“. V této metodé se nevyuzivd uhynuti
jako specifického ukazatele. Vyzaduje méné zvifat a vede k mensi bolesti a utrpeni nez pii klasickém stanoveni
akutni ordlni toxicity.

— Pocet pouzitych zvifat je omezen na védecky pfijatelné minimum: v metoddch B.1 a B.3 se ke zkouseni pouZije
pouze 5 zvifat stejného pohlavi pro jednu drovenn ddvky; pro stanoveni senzibilizace kiize maximalizaéni zkouskou
na morcatech (metoda B.6) se pouzije pouze 10 zvifat (a pouze 5 pro negativni kontrolni skupinu); pocet zvifat
potiebnych pro pozitivni kontrolu pfi zkouseni mutagenity in vivo se rovnéz snizuje (metody B.11 a B.12).

— Bolest a utrpeni zvifat béhem zkousek jsou minimalizovdny. Je tfeba humdnné utratit zvifata vykazujici zdvazné
a pretrvavajici zndmky utrpenf; nesméji se poddvat zkousené litky, o nichz je zndmo, zZe zpusobuji zfetelnou bolest
a utrpeni v disledku Ziravych a drdzdivych vlastnost{ litky (metody B.1, B.2 a B.3).

— Zkouseni s nepfiméfené vysokymi ddvkami se omezuje zavddénim limitnich zkousek, a to nikoli pouze pfi
zkouskdch akutni toxicity (metody B.1, B.2 a B.3), ale rovnéz pii zkouskdch mutagenity in vivo (metody B.11
a B.12).

— Strategie zkouSeni drdzdivosti nyni umoziuje neprovadét zkousku, nebo ji omezit na studii s jednim zvifetem, lzeli
to dostatecné védecky zdavodnit.

Toto védecké zdiivodnéni mize byt zalozeno na fyzikdlnéchemickych vlastnostech litky, na vysledcich zalozenych na
jinych jiz provedenych zkouskdch nebo na vysledcich spolehlivé validovanych zkousek in vitro. Byla-li napiiklad studie
akutni toxicity nanesenim na kizi provedena s davkou latky odpovidajici ddvce v limitni zkousce (metoda B.3) a nebyla
pozorovana zadnd kozni drazdivost, mize byt dalsi zkouseni kozni drdzdivosti (metoda B.4) zbytecné; materialy, které
ve studii kozni drdzdivosti (metoda B.4) vykazuji nepochybné Ziravé tcinky nebo silné podrdzdéni kiize, nemély byt
déle zkouSeny na o¢ni drazdivost (metoda B.5).
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.2.1

B.1 AKUTNI TOXICITA (ORALNI)

METODA

UvVoD

Viz obecny dvod, ¢ast B (A).

DEFINICE

Viz obecny tvod, ¢ast B (B).

REFERENCNI LATKY

Z4adné.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Zkousena latka se podavd v odstupriovanych davkach nékolika skupindm pokusnych zvifat ordlné sondou,
a to kazdé skupiné jedna droven ddvky. Zvolené divky je mozno stanovit podle vysledkd orientacni
zkousky na zjisténi rozmezi dévek. Nésledné se pozoruji G¢inky a uhynuti. Zvifata, kterd v pribé¢hu
zkousky uhynula, i zvifata, kterd do konce zkousky prezila, se pitvaji. Tato metoda se pouzivd piedevsim
pii studiich provddénych na hlodavcich.

Je tieba humdnné utratit zvitata vykazujici zdvazné a pfetrvavajici zndmky utrpenf; nesméji se poddvat
zkousené latky, o nichz je zndmo, Ze zptsobuji zfetelnou bolest a utrpeni v dusledku Zziravych a drdzdivych
vlastnosti latky.

KRITERIA JAKOSTI

Nejsou stanovena.

POPIS METODY

Pfiprava

Nejméné pét dnti pred zkouskou jsou zvifata chovdna v takovych podminkdch chovu a krmeni, v jakych
budou béhem zkousky. Pfed zkouskou se provede ndhodny vybér zdravych mladych dospélych zvifat, kterd
se piifadi do jednotlivych experimentdlnich skupin. V ptipadé potieby se litka rozpusti nebo suspenduje ve
vhodném vehikulu. Doporucuje se nejdiive zvazit pouziti vodnych roztokd, déle roztok v rostlinném oleji,
poté eventudlni roztok v jinych vhodnych vehikulech nebo suspense. U nevodnych vehikul musi byt zndmy
nebo uréeny pied zkouskou nebo béhem ni jejich relevantni toxikologické vlastnosti. U hlodavct by nemél
objem obvykle piekrocit 10 ml/kg télesné hmotnosti, s vyjimkou vodnych roztokd, jichZ je mozno podévat
az 20 ml/kg. Proménlivost objemt litky poddvanych ve zkouskich by se méla minimalizovat Gpravou
koncentraci, aby se zajistil konstantni objem pfi vSech drovnich davek.

ZkuSebni podminky

Pokusnd zvifata

Nejsou-li diivody proti tomu, je upfednostnénym druhem potkan.
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1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.4

1.6.2.5

1.6.3

Pouziji se bézné uzivané laboratorni kmeny. Na zacdtku zkousky by nemélo rozpéti odchylek hmotnosti
pouzitych zvifat u obou pohlavi (pro kazdé pohlavi zvlast) piekrocit +20 % piislusné stiedni hodnoty.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou droven ddvky se pouzije nejméné pét hlodavctl. Maji byt stejného pohlavi. Pouzijili se samice,
musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Jsouli k dispozici informace, Ze jedno z pohlavi je vyrazné citlivéjsi,
pouziji se zvifata tohoto pohlavi.

Pozndmka: Pouzivaji-li se v akutnich zkouskach toxicity zvitata vy3siho fddu, neZ jsou hlodavci, mélo by se
zvazit pouziti menstho poctu zvifat.

Dévky je tieba peclivé volit a je tieba zajistit, aby nebyla piekroCena troven stiedné toxické davky.
V takovych zkouskich by nemély byt poddvény letdlni ddvky zkousené ltky.

Urovné ddvek

Pocet trovni ddvek by mél byt dostatecny, nejméné tfi, a maji byt vhodné odstupiiovany, aby vyvolaly
u experimentdlnich skupin toxické w¢inky a mortalitu v urcitém rozsahu. Ziskand data by méla byt
dostate¢nd pro sestrojeni zavislosti ddvka—odezva, a pokud je to mozné, mély by umoznit pfijatelné
stanoven{ LD, .

Limitni zkouska

Pfi pouziti hlodavct lze provést limitni zkousku s jednou ddvkou nejméné 2 000 mgkg!' télesné hmotnosti
na skupindch péti samci a péti samic, a to za pouZiti vySe popsanych postupt. Pokud podand ldtka
zplisobi uhynuti, je tfeba uvézit provedeni tplné studie.

Doba pozorovdni

Doba pozorovani by méla byt nejméné 14 dni. Doba pozorovani by vSak neméla byt stanovena pevné.
Meéla by byt stanovena podle toxické reakce, rychlosti vyvoje toxicity a délky faze zotaveni; mize tedy byt
podle potieby prodlouzena. Doba, kdy se pfiznaky toxicity objevi a vymizi, a doba uhynuti jsou ddlezité
zejména v pifpadé tendence ke zpozdéné mortalité.

Postup

Pred poddnim zkousené litky nemaji zvifata dostdvat potravu. Potkantm se potrava odebere vecer pred
zkouskou; u zvifat s vySsi rychlosti litkové vymény postadi kratsi obdobi hladovéni; piistup k pitné vodé
neni omezen. Nasledujici den se zvifata zvdzi a zkousend latka se podd sondou ordlné v jedné ddvce. Neni-
li mozno podat davku najednou, lze davku podat po mensich mnozZstvich béhem nejvyse 24 h. Po podani
davky se zamezi pfistupu k potravé jesté tii az Ctyfi hodiny. Podavali se litka po ¢astech v prubéhu urcité
doby, mtize byt podle délky expozice nezbytné poskytnout zvifatim potravu a vodu.

Po podéni litky se provadéji a systematicky zaznamendvaji pozorovani, pro kazdé zvife se vedou
samostatné zdznamy. Béhem prvniho dne se pozorovini provadéji casto.

Nejméné jednou béhem kazdého pracovniho dne se provedou peclivd klinickd vysetfeni, jind pozorovani se
provadgji denné s vhodnymi opatfenimi k minimalizaci ztrat zvifat pro studii, napf. pitva nebo zmrazeni
uhynulych zvifat a izolace ¢ utraceni slabych nebo umirajicich zvifat. Pozorovéni zahrnuji zmény na kdzi,
na srsti, na ocich, na sliznicich, a rovnéz zmény dychéni, krevntho obéhu, zmény funkce autonomni a
centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovdni. Zvldstni pozornost je tieba vénovat
tremoru, kie¢im, slinéni, prajmu, letargii, spinku a kématu. Doba uhynuti se zaznamend co nejpresnéji.

Zvifata, kterd v pribéhu zkousky uhynula, i zvitata, kterd do konce zkousky prezila, se pitvaji. Zaznamenaji
se viechny makroskopické patologické ndlezy. V piipadé potieby se odeberou tkdné pro histopatologické
vysetieni.
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3.1

3.2

Posouzeni toxicity u druhého pohlavi

Po dokonceni zkousky na zvifatech jednoho pohlavi se litka podd nejméné jedné skupiné o péti zvifatech
druhého pohlavi s cilem zjistit, zda nejsou zvifata druhého pohlavi na zkousenou ldtku vyrazné citlivéjsi.
V jednotlivych piipadech muze byt odivodnéno pouziti mensiho poctu zvifat. Pokud je k dispozici
spolehlivd informace, Ze zvifata pohlavi, které je zkouseno, jsou vyrazné citlivéjsi, je mozno zkouseni na
zvifatech druhého pohlavi vynechat.

DATA

Data se shrnou do tabulky, pfiemz se pro kazdou zkuSebni skupinu uvede pocet zvifat na pocdtku
zkousky, doba uhynuti jednotlivych zvifat, pocet zvifat s jinymi piiznaky toxicity, popis toxickych tcinkd
a pitevni ndlezy. Stanoveni hmotnosti jednotlivych zvifat se provede bezprostfedné pied podanim zkousené
latky, poté v tydennich intervalech a v dobé uhynuti. Zmény hmotnosti je tieba vypocitat a zaznamenat,
piezivajili zvifata déle nez jeden den. Zvifata, kterd byla humannim zptsobem utracena s ohledem na
utrpeni a bolest vyvolané podanou ldtkou, se zaznamendvaji jako uhynuti vyvoland ldtkou. LD, se vypocte
uzndvanou metodou. Vyhodnoceni dat by mélo zahrnovat také vztah, pokud existuje, mezi expozici zvifat
zkousené litce a vyskytem a stupném viech abnormalit, véetné zmén chovani, klinickych symptomd,
makroskopickych 1ézi, zmén télesné hmotnosti, mortality a ostatnich toxickych tGcinkd.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— zivo¢isny druh, kmen, ptvod, podminky chovu, strava atd.,

— zkudebni podminky,

— drovné ddvek (véetné vehikula, pokud se pouzije) a koncentrace,
— pohlavi zvifat, jimz byla litka poddna,

— udaje o odezvé podle pohlavi a podle tirovné davky, a to ve formé tabulky (tj. pocet uhynulych zvifat
nebo pocet zvifat, kterd byla utracena, pocet zvifat s piiznaky toxicity, pocet exponovanych zvifat),

— doba uhynuti po podani zkousené latky, divody a kritéria pro humdnni utraceni zvifat,
— veskerd pozorovani,

— hodnota LD, pro pohlavi, u n¢hoz byla provedena tplnd studie, a to pro 14denni pozorovani
(s uvedenim metody vypoctu),

— 95% interval spolehlivosti pro LD, (Izeli jej vypocitat),

— kiivka zédvislosti mortality na ddvce a jeji smérnice (pokud to metoda stanoveni umoziuje),
— pitevni nélezy,

— vSechny histopatologické nalezy,

— vysledky vSech zkousek na druhém pohlavi,

— rozbor vysledkd (zvldstni pozornost je tieba vénovat vlivu, ktery by mohlo mit humdnni utraceni zvifat
béhem zkousky na vypoctenou hodnotu LD, ),

— interpretace vysledkd.
HODNOCENI A INTERPRETACE
Viz obecny tvod, ¢ist B (D).
LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ast B (E).
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

B.1 BIS AKUTNI TOXICITA (ORALNI) - METODA FIXNI DAVKY

METODA

UvVOD

Viz obecny dvod, ¢ast B (A).
DEFINICE

Viz obecny tvod, ¢ist B (B).
REFERENCNI LATKY

Z4dné.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Zkouska akutni ordlni toxicity poskytuje informace o nepfiznivych Gcincich, které mohou ndsledovat
béhem kritké doby po ordlnim podani jedné dévky zkousené latky.

Metoda fixni ddvky se provadi ve dvou etapdch.

V predbézné orientacni studii se sleduji dcinky riznych dévek pfi ordlni aplikaci sondou u zvifat téhoz
pohlavi, vzdy u jednoho zvitete na davku. Orienta¢ni studie poskytuje informaci o vztahu ddvky a toxicity,
véetné odhadu minimalni letdlni davky. Obvykle se v této prvni etapé nepouzZije vic neZ pét zvifat.

V hlavni studii se litka poddvéd ordlné sondou skupindm péti samcti a péti samic v jedné z téchto fixnich
davek: 5, 50, 500 nebo 2 000 mgkg™. Pouzitd ddvka se odvodi z predbézné orientacni studie, a to jako
dévka, kterd pravdépodobné vyvold ,ziejmou toxicitu“ (viz bod 1.2, Definice), ale nikoli uhynuti.

Po podéni se pozoruji tcinky.

Jestlize zvolend vychozi Grovenn davky vyvold ziejmou toxicitu, ale Zddnou mortalitu, neni tieba Zddné dalsi
zkouseni.

Neni-li na zvolené trovni ddvky pozorovdna zfejmd toxicita, litka se opét zkousi s nejblizsi vyssi drovni
davky. Pokud zvifata uhynou, nebo vyZzaduje-li zdvaznd toxickd reakce humdnni utraceni zvifat, litka se
opét zkousi s nejblizsi nizsi trovni ddvky.

Tento postup umoziuje zjistit ,diskriminujici davku“ (viz bod 1.2, Definice), jez je nejvyssi z predem
stanovenych drovni ddvky, kterou je mozno podat, aniz by doslo k thynu (véetné pipadi huménniho
utracent).

Je tieba humdnné utratit zvitata vykazujici zdvazné a pfetrvavajici zndmky utrpenf; nesméji se poddvat
zkousené ldtky, o nichz je zndmo, Ze zptsobuji zietelnou bolest a utrpeni v dusledku Ziravych a drdzdivych
vlastnosti latky. Zvifata se zdvaznymi a pretrvdvajicimi zndmkami utrpeni a bolesti mize byt nezbytné
humdnnim zptsobem utratit. Zkousené litky se nesméji poddvat takovym zptsobem, o kterém je zndmo,
Ze vyvolavd znacnou bolest a stres v dusledku Ziravych nebo drdzdivych vlastnosti latek.

KRITERIA JAKOSTI
Nejsou stanovena.
POPIS ZKUSEBNI METODY

Piiprava

Pokusnd zvifata

Nejsou-li divody proti tomu, je upfednostnénym druhem potkan.
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1.6.1.2

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

Pouziji se bézné uzivané laboratorni kmeny. Na zacdtku zkousky by nemélo rozpéti odchylek hmotnosti
pouzitych zvifat u obou pohlavi (pro kazdé pohlavi zvlast) piekrocit +20 % piislusné stiedni hodnoty.

Nejméné pét dnii ped zkouskou jsou zvifata chovdna v takovych podminkdch chovu a krmeni, v jakych
budou béhem zkousky. Pred zkouskou se provede nahodny vybér zdravych mladych dospélych zvifat, kterd
se piifadi do experimentdlnich skupin orientacni a hlavni studie. Obvykle sta& pro hlavni studii pouze
jedna skupina kazdého pohlavi.

Priprava a poddni ddvky

V piipadé potieby se litka rozpusti nebo suspenduje ve vhodném vehikulu. Doporucuje se nejdiive zvazit
pouziti vodnych roztokd, déle roztok v rostlinném oleji, poté eventudlni roztok v jinych vhodnych
vehikulech nebo suspense. U nevodnych vehikul musi byt zndmy nebo urceny pred zkouskou nebo béhem
ni jejich relevantni toxikologické vlastnosti. U hlodavcti by nemél objem obvykle piekrocit 10 mlkg!
télesné hmotnosti, s vyjimkou vodnych roztokd, jichz je mozno podévat az 20 mlkg?. Proménlivost
objemt litky podavanych ve zkouskich by se méla minimalizovat Gpravou koncentraci, aby se zajistil
konstantni objem pii vSech tirovnich dévek.

Pred poddnim zkousené ldtky nemaji zvifata dostdvat potravu. Potkantim se potrava odebere vecer pied
zkouskou; piistup k pitné vodé neni omezen. Nasledujici den se zvifata zvdzi a zkouSend litka se podd
sondou ordlné v jedné ddvce. Neni-li mozno podat ddvku najednou, lze ddvku podat po mensich
mnozstvich v pribéhu nejvyse 24 h. Po podani ddvky se zamezi piistupu k potravé jesté tii az Ctyfi
hodiny. Poddvdli se ldtka po ¢dstech v pribéhu urcité doby, mize byt podle délky obdobi nezbytné
poskytnout zvifatim potravu a vodu.

Postup

Orientacni studie

Vysetiuji se ucinky rtznych ddvek na jednotlivd zvifata. Obvykle se pouzivaji samice, pokud nejsou
k dispozici tdaje, Ze jsou samci citlivéj$im pohlavim. Davky se poddvaji postupné, pied podinim davky
daldimu zvifeti se cekd alespon 24 h. Vechna zvifata se peclivé pozoruji nejméné po sedm dnt s cilem
zjistit piiznaky toxicity; pokud pfetrvavaji pfiznaky mirné toxicity sedmy den, zvife se pozoruje jesté
dalsich sedm dnd. Posuzuji se ndsledujici vychozi drovné davek: 5, 50, 500 a 2 000 mgkg™. Jestlize
zvolend vychozi ddvka nevyvold zdvazné piiznaky toxicity a pfitom nejblizsi vyssi davka vyvold uhynuti,
potom je nutné vysetfit podle potieby jednu nebo vice dévek lezicich mezi dvéma predchozimi ddvkami.
Timto zpsobem by mélo byt mozné ziskat informace o trovni ddvky (Grovnich dédvek) vyvolavajici
(vyvoldvajicich) piiznaky toxicity a o nejmensi dévce, kterd vyvoldvd mortalitu.

Je tieba se pokusit vybrat vychozi dévku podle ddajii o piibuznych chemickych ldtkdch. Nejsou-li takové
informace k dispozici, doporu¢uje se pouZit jako prvni ddvku 500 mgkg™. Jestlize po vychozi dévce
nejsou pozorovany piiznaky toxicity, pouzije se nejblizsi vyssi droven davky. Nedojdeli k uhynuti pii
2 000 mgkg, orientacni studie se ukonéi a hlavni studie se provede na této trovni davky. Jestlize jsou pii
pouziti vychozi divky (napf. 500 mgkg™) zjistény tézké ucinky vyzadujici humdnni utraceni, podd se
dalsimu zvifeti nejbliz$i niz$i dévka (napf. 50 mgkg™). Jestlize toto zvife pfezivd, mohou byt pouzity pro
dal3i zvifata vhodné trovné ddvky mezi fixnimi ddvkami. Za normalnich podminek se pii tomto postupu
neocekdvd pouZiti vice neZ péti zvifat.

Hlavni studie

Pro kazdou vySetfovanou troven ddvky se pouZije nejméné 10 zvifat (pét samic a pét samct). Samice musi
byt nullipary a nesmi byt brezi.

Podstatou metody fixni davky je pouziti pouze stiedné toxickych ddvek v hlavni studii. Letdlni ddvky
zkousené latky by nemély byt podavény.

Dévka, kterd bude uzita ve zkousce, se zvoli z jedné ze Ctyt fixnich trovni ddvek, jmenovité 5, 50, 500
nebo 2 000 mgkg! télesné hmotnosti. Zvolend vychozi droven davky by méla vyvolat ziejmou toxicitu,
avak nikoli mortalitu vyvolanou ldtkou (véetné utraceni z humdnnich divodd; ndhodnd uhynuti nejsou
zahrnuta, ale maji byt zaznamendna). Jestlize tato ddvka vyvold zfejmou toxicitu, ale nevyvold mortalitu
vyvolanou ldtkou, neni dalsf zkouseni nutné.
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Nevyvoldli podani zvolené ddvky zfejmou toxicitu, litka se opét zkousi s nejblizsi vyssi drovni davky.
Zvifata by v§ak méla byt déle pozorovdna do konce pozorovacitho obdobi. Vyzaduje-li tézkd toxickd reakce
humdnni utraceni zvifat nebo projevili se mortalita vyvoland latkou, litka se opét zkousi s nejblizsi nizsi
trovni ddvek. Zvifata, kterd nenf nutné humdnné utratit, by méla byt opét pozorovina po celé pozorovaci

obdobi.

Po poddni litky se provddéji a systematicky zaznamendvaji pozorovdni. Pro kazdé zvife se vedou
samostatné zdznamy.

Doba pozorovani by méla byt nejméné 14 dni. Doba pozorovini by vSak neméla byt stanovena pevné.
Meéla by byt stanovena podle toxickych reakei, jejich rychlosti vyvoje a délky faze zotaveni; miize tedy byt
podle potieby prodlouzena. Doba, kdy se pfiznaky toxicity objevi a vymizi, a doba uhynuti jsou dulezité
zejména v pifpadé tendence ke zpozdénym piiznakim toxicity.

Peclivd klinickd vySetfeni se provadéji nejméné dvakrat prvni den po podéni litky a poté nejméné jednou
denné. Zvifata, kterd nepochybné projevuji piiznaky bolesti a utrpeni, se humanné utrati. Béhem nékolika
prvnich dnt po podédni litky se provedou castéjsi pozorovani, jestlize zvifata dile vykazuji piiznaky
toxicity. Zkouska muze byt ukoncena v piipadé, kdy je ziejmé, ze byla zvolena piili§ vysokd dévka.

Pozorovani zahrnuji zmény na kazi, na srsti, na ocich, na sliznicich, a rovnéz zmény dychéni, krevniho
obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovani.
Zvlastni pozornost je tieba vénovat tremoru, kiec¢im, slinéni, prijmu, letargii, spinku a kématu.

Hmotnost jednotlivych zvifat se stanovi bezprostiedné pfed poddnim zkouSené ldtky, denné po daldi ti
dny a poté jednou tydné. Zvitata, kterd v pribéhu zkousky uhynula, a zvifata, kterd konec zkousky prezila,
se zvaz{ a pitvaji. Zaznamenaji se vSechny makroskopické patologické ndlezy. V piipadé potieby se
odeberou tkdné pro histopatologické vysetfeni.

V zdvislosti na ucincich pfedchazejici Grovné davky mize byt nezbytné vySetfeni druhé nebo vyjimecné
tieti trovné davky.

V piipadé, ze ltka vyvoldvd mortalitu pfi ddvce 5 mgkg™ (nebo naznacuje-li orienta¢ni studie mortalitu
pii této ddvce), je tieba ddle vysetfovat akutni toxicitu zkouSené latky.

DATA

Data z orientacni i hlavni studie se shrnou do tabulky, pficemz se pro kazdou troven davky, kterd byla
zkousena, uvede pocet zvifat na pocitku zkousky, pocet zvifat s piiznaky toxicity, pocet zvifat uhynulych
v prubéhu zkousky nebo utracenych z humdnnich divodt, popis toxickych acinkd, u hlavni studie
informace, zda byl pozorovin zfejmy toxicky tc¢inek vyvolany ldtkou, déle ¢asovy prubéh vsech toxickych
G¢inkd a pitevni nélezy. V piipad¢, Ze zvifata prezivaji déle nez den, se vypocitaji a zaznamenaji zmény
hmotnosti.

Zvifata, kterd byla humdnnim zptsobem utracena s ohledem na utrpeni a bolest vyvolané podanou litkou,
se zaznamendvaji jako uhynuti vyvoland latkou.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce by mél jak v pifpadé orientatnim studie, tak v pifpadé hlavni studie podle moznosti
obsahovat tyto tdaje:

— zivocisny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, strava atd.,

— zkusebni podminky,
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— drovné ddvek (véetné vehikula, pokud se pouzije) a koncentrace,

— 4plné vysledky vSech vysetfovanych tirovni ddvek,

— dudaje o odezvach podle pohlavi a podle trovné davky, a to ve formé tabulky (tj. pocet pouzitych zvifat,
zmény télesné hmotnosti, pocet uhynulych zvifat nebo pocet zvifat, kterd byla v pribéhu zkousky
utracena, pocet zvifat vykazujicich piznaky toxicity, povaha, stupeni zdvaznosti a trvani ucinkd),

— Casovy priibéh ndstupu piiznakd toxicity a zda byly vratné,

— pokud zvifata uhynula nebo byla utracena, doba uhynuti po podani litky, dGvody a kritéria pouzitd pro
humdnni utraceni zvifat,

— pitevni nélezy,

— vSechny histopatologické nalezy,

— rozbor vysledk,

— interpretace vysledkd, véetné pfiznakil ziejmé toxicity a diskriminujici Groven davky zjisténd ve zkousce.

HODNOCENI A INTERPRETACE

DAVKA VYSLEDKY INTERPRETACE
5 mgkg' télesné hmotnosti Preziti niz$i nez 100 % Slouceniny, které jsou VYSOCE
TOXICKE

Pieziti 100 %; ale ziejmd toxi- | Slouceniny, které jsou TOXICKE
cita
Preziti 100 %; zddnd ziejmd | Viz vysledky pii ddvce 50 mgkg!
toxicita
50 mgkg? télesné hmotnosti Preziti nizsi nez 100 % Slouceniny, které mohou byt TO-
XICKE nebo VYSOCE TOXICKE.
Viz vysledky pfi ddvee 5 mgkg!

Pieziti 100 %; ale zfejmd toxi- | Slouceniny, které jsou ZDRAVI

cita SKODLIVE
Preziti 100 %; zddnd zfejmd | Viz  vysledky — pii  ddvce
toxicita 500 mgkg!

500 mgkg' télesné hmotnosti Preziti nizs{ nez 100 % Slouceniny, které mohou byt TO-

XICKE nebo ZDRAVI SKODLIVE.
Viz vysledky pfi ddvce 50 mgkg!

Preziti 100 %; ale zfejmd toxi- | Slouceniny, o nichz se soudi, Ze
cita nemaji vyznamnou akutni toxi-
citu

Preziti 100 %; zddnd zfejmd | Viz  vysledky = pH  dévee

toxicita 2 000 mgkg!
2000 mg na kg télesné hmot- | Prezit{ nizsi nez 100 % Viz  vysledky  pii  dévee
nosti 500 mgkg!

Preziti 100 %; se zfejmou toxi- | Slouceniny, které nevykazuji vy-
citou nebo bez ni znamnou akutni toxicitu

Viz také obecny Gvod, ¢dst B (D).

LITERATURA

Viz také obecny tvod, ¢dst B (E).
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1.6.2.1

B.2 AKUTNI TOXICITA (INHALACNI)

METODA
UVOD

Je vhodné mit pfedbézné informace o distribuci velikosti ¢dstic, tenzi par, bodu téni, bodu varu, teploté
vzplanuti a popiipadé vybusnosti latky.

Viz také obecny tvod, ¢ast B (A).
DEFINICE

Viz obecny tvod, ¢ist B (B).
REFERENCNI LATKY

Z4dné.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Neékolik skupin pokusnych zvifat se vystavi po urCenou dobu zkousené litce v odstupniovanych koncen-
tracich, a to kazdd skupina jedné koncentraci. Ndsledné se pozoruji dcinky a uhynuti. Zvifata, kterd
v pribéhu zkousky uhynula, i zvifata, kterd do konce zkousky piezila, se pitvaji.

Je tieba humdnné utratit zvitata vykazujici zdvazné a pfetrvavajici zndmky utrpenf; nesméji se poddvat
zkousené latky, o nichz je zndmo, ze zptsobuji zietelnou bolest a utrpeni v dusledku Zziravych a drdzdivych
vlastnosti latky.

KRITERIA JAKOSTI

Nejsou stanovena.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Pfiprava

Nejméné pét dnii pfed zkouskou jsou zvifata chovdna v takovych podminkdch chovu a krmeni, v jakych
budou béhem zkousky. Pfed zkouskou se provede nahodny vybér zdravych mladych zvifat, kterd se pfifadi
do pozadovaného poctu skupin. Pokud to nevyzaduje typ pouzivaného expozi¢niho zafizeni, neni tfeba
podrobit zvitata simulované expozici.

Pevné zkousené litky miize byt nezbytné rozmélnit na &dstice vhodné velikosti.

Je-li to nezbytné, pridd se ke zkousené litce vhodné vehikulum tak, aby v ovzdusi vznikla pozadovand
koncentrace zkouSené litky, a v tomto piipadé se zafadi také kontrolni skupina s vehikulem. Pokud se
pouziji pro usnadnéni ddvkovani vehikulum nebo jiné piisady, musi byt prokdzano, Ze nemaji toxické
ucinky. Je mozno pouzit stdvajici tdaje, pokud je to potiebné.

ZkuSebni podminky

Pokusnd zvifata

Uptednostiuje se potkan, pokud nejsou divody proti jeho pouziti. Pouziji se bézné pouzivané laboratorni
kmeny. Na zacitku zkousky by nemélo rozpéti odchylek hmotnosti pouzitych zvitat u obou pohlavi (pro
kazdé pohlavi zvldst) piekrocit £20 % piislusné stiedni hodnoty.
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1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.4

1.6.2.5

1.6.2.6

1.6.2.7

1.6.3

Pocet a pohlavi

Pro kazdou droven koncentrace se pouzije nejméné 10 hlodavcd (pét samic a pét samcti). Samice musi byt
nullipary a nesmi byt bfezi.

Pozndmka: Pouzivaji-li se v akutnich zkouskéch toxicity zvifata vyssich druhd, nez jsou hlodavci, mél by se
pouzit mensi pocet zvifat.

Dévky je tieba peclivé volit a je tfeba zajistit, aby nebyla pfekroCena droven stiedné toxickych dévek.
V takovych zkouskich by nemély byt poddvany letdlni davky zkousené latky.

Expozicni koncentrace

Pocet expozicnich koncentraci md byt dostatecny, nejméné ti, a mély by byt vhodné odstupiiovany, aby se
ziskaly zkusebni skupiny s vhodnym rozsahem toxickych dcinkd a mortality. Ziskand data by méla
postaCovat pro sestrojeni zdvislosti koncentrace-mortalita, a pokud je to mozné, méla by umoznit pfijatelné
stanoven{ LC, .

Limitni zkouska

Nedojde-li po ctythodinové expozici péti samcti a péti samic plynné litce o koncentraci 20 mg I nebo
aerosolu kapaliny nebo pevné litky o koncentraci 5 mg I (nebo o maximdlni dosaZitelné koncentraci,
neni-li tuto koncentraci mozné pouzit v disledku fyzikdlnich nebo chemickych vlastnosti zkousené latky,
véetné rizika vybuchu) béhem 14 dnt k Zddné mortalit¢ vyvolané ldtkou, nejsou dalsi experimenty
nezbytné.

Doba expozice

Doba expozice by méla byt ctyfi hodiny.

Zatizeni

Pro experimenty se zvifaty by mélo byt pouzito inhalacni zafizeni, které umoznuje dynamické proudéni
vzduchu s vyménou vzduchu nejméné 12krdt za hodinu, aby byly zajistény pfiméfeny obsah kysliku
a rovnomérné rozdéleni latky v expozini atmosféfe. Pouzije-li se expoziéni komora, méla by jeji
konstrukce minimalizovat shlukovdni pokusnych zvifat a maximalizovat jejich inhala¢ni expozici zkousené
ldtce. Pro zajisténi stability atmosféry v komote by obecné nemél celkovy ,objem* zaplnény pokusnymi
zvifaty presdhnout 5 % objemu expozicni komory. Lze pouZit specidlni expozi¢ni komory pro ordlné-
nasdlni expozici nebo pro expozici hlavy nebo pro expozici celého téla; prvni dva zpiisoby expozice
usnadni minimalizaci pijmu latky jinymi cestami.

Doba pozorovani

Doba pozorovani by méla byt nejméné 14 dni. Doba pozorovani by vSak neméla byt stanovena pevné.
Meéla by byt stanovena podle toxickych reakei, jejich rychlosti vyvoje a délky faze zotaveni; miize tedy byt
podle potieby prodlouzena. Doba, kdy se piiznaky toxicity objevi a vymizi, a doba uhynuti jsou ddlezité
zejména v pifpadé tendence ke zpozdénému dhynu.

Postup

Zvifata se kratce pfed expozici zvdzi a poté se v urené komote na dobu ctyf hodin od ustaveni rovnovahy
koncentrace vystavi zkusebni koncentraci. Ustaveni rovnovdhy by mélo trvat krdtce. Teplota, pfi které md
byt zkouska provedena, by méla byt udrzovana na 22 £3 °C. Relativni vlhkost md byt udrZovdna nejlépe
mezi 30 % a 70 %, ale v urcitych piipadech to nemusi byt realizovatelné (napf. zkousky nékterych
aerosolt). Udrzovani mirného podtlaku v komofe (<5 mm vodniho sloupce) zabrani unikdni zkousené
litky do okoll. Béhem expozice se nepoddvd potrava ani voda. Pro vytvoreni a monitorovani zkusebni
atmosféry se pouziji vhodné systémy. Systém musi umoznit dosaZeni stilych expozi¢nich podminek co
nejrychleji. Konstrukce a provoz komory by mély byt takové, aby bylo mozné udrzovat homogenni
distribuci zkuSebni atmosféry v komore.
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Provadi se méfeni nebo monitorovani téchto velicin:
— pratok vzduchu (kontinualné);

— skutecnd koncentrace zkousené ldtky v dychaci zoné nejméné tiikrat béhem expozice (nékterd ovzdusi,
napf. aerosoly o vysoké koncentraci mohou vyZzadovat Cast&j$i monitorovéni). Béhem doby expozice se
nemda koncentrace lisit od stfedni hodnoty o vice nez 15 %. U nékterych aerosolti viak nelze této
trovné regulace dosdhnout a pripousti se vétsi rozsah kolisdni. V pfipadé aerosolt se provddi analyza

velikosti Castic tak casto, jak je to nutné (nejméné jednou pro kazdou experimentdlni skupinu);

— teplota a vlhkost, pokud mozno kontinualné.

Béhem expozice a po jejim ukonceni se provadéji a systematicky zaznamendvaji pozorovéni; zdznamy se
vedou pro kazdé jednotlivé zvite. Béhem prvniho dne se provadéji pozorovani Casto. Nejméné jednou
kazdy pracovni den se provadéji peclivd klinickd vySetfeni, dalsi pozorovéni se provadéji denné, pficemz se
ucini odpovidajici opatieni pro minimalizaci ztrdt zvitat ve studii, napf. pitvou nebo zmrazenim uhynulych
zvifat nebo izolaci ¢i utracenim slabych nebo umirajicich zvifat.

Pozorovani zahrnuji zmény na kdzi, na srsti, na ocich, na sliznicich, a rovnéz zmény dychéni, krevniho
obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovani.
Zvlastni pozornost je tieba vénovat tremoru, kifec¢im, slinéni, prijmu, letargii, spanku a kématu. Doba
uhynuti se zaznamend co nejpfesnéji. Hmotnosti jednotlivych zvifat se stanovi jednou tydné po expozici
a v dobé uhynuti.

Zvifata, kterd v pribéhu zkousky uhynula, i zvifata, kterd do konce zkousky prezila, se pitvaji se zvlastnim
zietelem na jakékoli zmény horni i dolni ¢asti dychactho traktu. Zaznamenaji se vSechny makroskopické
patologické nélezy. V piipadé potieby se odeberou tkdné pro histopatologické vysetfeni.

DATA

Data se shrnou do tabulky, pfiemz se pro kazdou zkuSebni skupinu uvede pocet zvifat na pocdtku
zkousky, doba uhynuti jednotlivych zvifat, pocet zvifat s jinymi piiznaky toxicity, popis toxickych tcinkd
a pitevni ndlezy. Zmény hmotnosti je tfeba vypocitat a zaznamenat, prezivajili zvitata déle nez jeden den.
Zvifata, kterd byla humdnnim zptsobem utracena s ohledem na utrpeni a bolest vyvolané podanou latkou,
se zaznamenadvaji jako uhynuti vyvoland litkou. LC, se vypocte uzndvanou metodou. Vyhodnoceni dat by
mélo zahrnovat také vztah, pokud existuje, mezi expozici zvifat zkousené litce a vyskytem a stupném
viech abnormalit, véetné zmén chovéni, klinickych symptomd, makroskopickych 1ézi, zmén télesné
hmotnosti, mortality a ostatnich toxickych Gcinkd.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— zivocisny druh, kmen, ptvod, podminky chovu, strava atd.,
— zku3ebni podminky: popis expoziéniho zafizeni,

véetné konstrukce, typu, rozmér, zdroje vzduchu, systému piipravy aerosold, klimatiza¢niho systému
a zplsobu umisténi zvifat v expoziéni komote, je-li pouzita. Mély by byt popsdny piistroje pro méfeni
teploty, vlhkosti vzduchu, koncentrace a distribuce velikosti ¢astic aerosolu.

Udaje o expozici

Méla by byt zpracovina do tabulky s uvedenim stfednich hodnot a miry rozptylu (napf. smérodatné
odchylky) a méla by zahrnovat pokud mozno tyto informace:

a) pratok inhalaénim zafizenim;

b) teplota a vlhkost vzduchu;
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nomindlni koncentrace (celkové mnozstvi zkousené latky privddéné do inhalacniho zafizeni déleno
objemem vzduchu);

povaha vehikula, pokud bylo pouzito;

skutecnd koncentrace v dychaci z6ng;

hmotnostni medidn aerodynamického priméru (MMAD) a geometrickd smérodatnd odchylka(GSD);
doba do ustaveni rovnovéhy;

doba expozice;

tdaje o reakcich podle pohlavi a trovné expozice ve formé tabulky (tj. pocet zvifat, kterd pfi
experimentu uhynula nebo byla humdnné utracena; pocet zvifat s piiznaky toxicity; pocet exponova-
nych zvifat),

doba uhynuti v pribéhu expozice nebo po jejim ukonéeni, divody a kritéria pro humdnni utraceni
zvitat,

viechna pozorovani,

hodnota LC, pro kazdé pohlavi stanovend po ukonceni doby pozorovdni (s uvedenim metody
vypoctu),

95% interval spolehlivosti pro LC,; (Izeli jej vypocitat),

kiivka zdvislosti mortality na davce a jeji smérnice (pokud to metoda stanoveni umoziuje),

pitevni nélezy,

viechny histopatologické nélezy,

rozbor vysledkd (zvldstni pozornost je tieba vénovat vlivu, ktery by mohlo mit huménni utraceni zvifat
béhem zkousky na vypoctenou hodnotu LC, ),

interpretace vysledkd.

HODNOCENI A INTERPRETACE

Viz obecny tvod, ¢ast B (D).
LITERATURA

Viz obecny tdvod, ¢ist B (E).
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.2.1

B.3 AKUTNI TOXICITA (DERMALNI)

METODA

UVOD

Viz obecny dvod, ¢ist B (A).
DEFINICE

Viz obecny dvod, ¢ast B (B).
REFERENCNI LATKY

Zadné.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Zkougend latka se nandsi na kdzi v odstupfiovanych dévkich nékolika skupindm pokusnych zvifat, a to
kazdé skupiné jedna troven ddvky. Nasledné se pozoruji a zaznamendvaji Gcinky a piipady uhynuti.
Zvifata, kterd v prabéhu zkousky uhynula, i zvifata, kterd do konce zkousky ptezila, se pitvaji.

Je tieba humdnné utratit zvitata vykazujici zdvazné a pfetrvavajici zndmky utrpenf; nesméji se poddvat
zkousené litky, o nichz je zndmo, Ze zptsobuji zietelnou bolest a utrpeni v dusledku Ziravych a drdzdivych
vlastnosti latky.

KRITERIA JAKOSTI
Nejsou stanovena.
POPIS METODY
Pfiprava

Nejméné pét dni pied zkouskou jsou zvifata chovdna v takovych podminkich chovu a krmeni, v jakych
budou béhem zkousky. Pred zkouskou se provede nahodny vybér zdravych mladych dospélych zvifat, kterd
se piifadi do jednotlivych experimentdlnich skupin. Asi 24 hodin pfed zahdjenim zkousky se zvifatim
ostithd nebo oholi srst na zddech. Pii stithdni nebo holenf srsti je tfeba dbat na to, aby se neporanila kize,
coz by mohlo zménit jeji prostupnost. Pro aplikaci zkousené ldtky se pfipravi nejméné 10 % povrchu téla.
Pfi zkouskdch pevnych latek, které mohou byt podle potieby rozetfeny na prach, se zkousend ldtka
dostatecné navlh¢i vodou nebo podle potieby vhodnym vehikulem, aby se zajistil dobry styk s kazi. Pii
vybéru vehikula se bere v Gvahu jeho vliv na priinik zkouSené litky kazi. Kapalné zkouSené litky se
zpravidla aplikuji nefedéné.

ZkuSebni podminky

Pokusnd zvifata

Mohou byt pouziti dospéli potkani nebo krélici. Lze pouZit i jiné Zivocisné druhy, ale jejich pouZziti musi
byt zdivodnéno. Pouzivaji se bézné pouzivané kmeny pokusnych zvifat. Na zacitku zkousky by nemélo
rozpéti odchylek hmotnosti pouzitych zvifat u obou pohlavi (pro kazdé pohlavi zvlast) prekrocit £20 %
piislusné stfedni hodnoty.
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1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.4

1.6.2.5

1.6.3

Pocet a pohlavi

Pro kazdou droven davky se pouzije nejméné pét zvifat. Maji byt stejného pohlavi. Pouzijili se samice, musi
byt nullipary a nesmi byt brezi. Jsouli k dispozici informace, Ze jedno z pohlavi je vyrazné citlivéjsi, pouziji
se zvifata tohoto pohlavi.

Pozndmka: Pouzivaji-li se v akutnich zkouskach toxicity zvifata vyssich druhd, nez jsou hlodavci, mél by se
pouzit mensi pocet zvifat. Davky je tfeba peclivé volit a je tieba zajistit, aby nebyla pfekrocena troven
stfedné toxickych ddvek. V takovych zkouskich by nemély byt podavany letdlni davky zkousené latky.

Urovné ddvek

Pocet trovni ddvek md byt dostatecny, nejméné tfi, a maji byt vhodné odstupiiovany, aby vznikly zkusebni
skupiny se zietelnym rozsahem toxickych t¢inki a mortality. Pfi rozhodovani o drovnich ddvek by mély
byt vzaty v tvahu viechny drdzdivé nebo Ziravé acinky zkouSené ldtky. Ziskand data by méla byt
dostatecnd pro sestrojeni zdvislosti ddvka-odezva, a pokud je to mozné, méla by umoznit pfijatelné
stanoveni LD, .

Limitni zkouska

Lze provést limitni zkousku s jednou ddvkou nejméné 2 000 mgkg!' télesné hmotnosti na skupindch péti
samcll a péti samic, a to za pouZiti vye popsanych postuptl. Pokud podand litka zptsobi uhynuti, je tfeba
uvazit provedeni Gplné studie.

Doba pozorovini

Doba pozorovani by méla byt nejméné 14 dni. Doba pozorovani by vSak neméla byt stanovena pevné.
Meéla by byt stanovena podle toxickych reakei, jejich rychlosti vyvoje a délky fize zotaveni; mize tedy byt
podle potieby prodlouzena. Doba, kdy se pfiznaky toxicity objevi a vymizi, a doba uhynuti jsou dalezité
zejména v pifpadé tendence ke zpozdéné mortalité.

Postup

Zvifata se chovaji jednotlivé v klecich. Zkousend litka se nanese rovnomérné na plochu, kterd ¢ini asi
10 % celkového povrchu téla. V piipadé vysoce toxickych litek muaze byt tato plocha mensi; co nejvétsi
cast této plochy by se vak méla pokryt co nejslabsi a nejstejnomérnéjsi vrstvou.

Zkousend litka se po expoziéni dobu 24 hodin udrzuje ve styku s kazi pomoci porézniho mulového
obvazu a nedrézdivé ndplasti. Zkusebni plocha se ddle vhodnym zptsobem prekryje, aby se mulovy obvaz
a zkousend latka fixovaly a aby zvifata zkousenou latku nepozila. K zamezeni poziti litky je mozno pouzit
i prostiedkii pro omezeni volnosti pohybu, Gplné znehybnéni viak nelze doporucit.

Po uplynuti doby expozice se odstrani zbytky zkousené litky, pokud mozno vodou nebo jinym vhodnym
zplisobem ocisténi kiize.

Pozorovani by se méla soucasné systematicky zaznamendvat. Zaznamy se vedou pro kazdé jednotlivé zvite.
Béhem prvniho dne se provddéji pozorovani casto. Nejméné jednou kazdy pracovni den se provadéji
pecliva Klinickd vySeteni, dalsi pozorovani se provadéji denné, pficemz se ucini odpovidajici opatieni pro
minimalizaci ztrdt zvifat ve studii, napf. pitvou nebo zmrazenim uhynulych zvifat nebo izolaci ¢
utracenim slabych nebo umirajicich zvitat.

Pozorovani zahrnuji zmény na kaZi, na srsti, na ocich, na sliznicich, a rovnéz zmény dychéni, krevniho
obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovani.
Zvlastni pozornost je tieba vénovat tremoru, kiecim, slinéni, prijmu, letargii, spinku a kématu. Doba
uhynuti se zaznamend co nejpfesnéji. Zvifata, kterd v pribéhu zkousky uhynula, i zvifata, kterd do konce
zkousky prezila, se pitvaji. Zaznamenaji se vSechny makroskopické patologické nalezy. V piipadé potieby se
odeberou tkdné pro histopatologické vysetfeni.
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3.2

Posouzeni toxicity u druhého pohlavi

Po dokonceni zkousky na jednom pohlavi se litka podd nejméné jedné skupiné o péti zvifatech druhého
pohlavi s cilem zjistit, zda nejsou zvifata druhého pohlavi na zkouSenou litku vyrazné citlivejsi.
V jednotlivych piipadech mize byt odivodnéno pouziti menstho poctu zvifat. Pokud je k dispozici
spolehlivd informace, Ze zvifata pohlavi, které je zkouseno, jsou vyrazné citlivéjsi, je mozno zkouseni na
zvifatech druhého pohlavi vynechat.

DATA

Data se shrnou do tabulky, pfiemz se pro kazdou zkuSebni skupinu uvede pocet zvifat na poctku
zkousky, doba uhynuti jednotlivych zvifat, pocet zvifat s jinymi piiznaky toxicity, popis toxickych d¢inka
a pitevni ndlezy. Hmotnost jednotlivych zvifat se stanovi a zaznamend krdtce pied aplikaci zkousené ldtky,
poté v tydennich intervalech a v dobé uhynuti. Zmény hmotnosti je tfeba stanovit a zaznamenat, prezivajili
zvifata déle nez jeden den. Zvifata, kterd byla humdnnim zptsobem utracena s ohledem na utrpeni a bolest
vyvolané podanou litkou, se zaznamendvaji jako uhynuti vyvoland litkou. LD, se vypocte pomoci
uzndvané metody.

Vyhodnoceni dat by mélo zahrnovat také vztah, pokud existuje, mezi expozici zvifat zkouSené latce
a vyskytem a zdvaznost{ viech abnormalit, véetné zmén chovéni, klinickych symptomt, makroskopickych
1ézi, zmén télesné hmotnosti, mortality a ostatnich toxikologickych acinkd.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— zivo¢isny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, strava atd.,

— zkudebni podminky (véetné zptsobu ocisténi kiize a typu obvazu: okluzivni nebo neokluzivni),

— drovné ddvek (véetné vehikula, pokud se pouzije) a koncentrace,

— pohlavi zvifat, jimz byla litka podana,

— ddaje o odezvé podle pohlavi a podle Grovné dévky, a to ve formé tabulky (tj. pocet uhynulych zvifat
nebo pocet zvifat, kterd byla v priibéhu zkousky utracena, pocet zvifat s piiznaky toxicity, pocet
exponovanych zvifat),

— doba uhynuti po poddni zkousené litky, divody a kritéria pro humdnni utraceni zvifat,

— veskerd pozorovini,

— hodnota LD, pro pohlavi, u néhoz byla provedena tplnd studie, a to pro 14denni pozorovini
(s uvedenim metody stanoveni),

— 95% interval spolehlivosti pro LD, (Izeli jej vypocitat),

— kiivka zavislosti mortality na dévce a jeji smérnice, pokud to metoda stanoveni umoziuje,
— pitevni nélezy,

— vSechny histopatologické nalezy,

— vysledky vSech zkousek na druhém pohlavi,

— rozbor vysledkd (zvldstni pozornost je tieba vénovat vlivu, ktery by mohlo mit humdnni utraceni zvifat
béhem zkousky na vypoctenou hodnotu LD_ ),

— interpretace vysledkd.
HODNOCENI A INTERPRETACE
Viz obecny dvod, ¢st B (D).
LITERATURA

Viz obecny tdvod, ¢ast B (E).
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B.4 AKUTNI TOXICITA (KOZNI DRAZDIVOST)

1. METODA
1.1 UvoD

Viz obecny dvod, ¢ast B (A).
1.2 DEFINICE

Viz obecny tvod, ¢ist B (B).

1.3 REFERENCNI LATKY
Z4dné.
1.4 PODSTATA ZKUSEBN[ METODY

Vychozi twahy

Je tieba peclivé zvazit vechny dostupné informace o litce s cilem minimalizovat zkouseni latek za
podminek, které mohou vyvolat zdvazné reakce. Nésledujici informace mohou byt uzite¢né pro posouzent,
zda je vhodnd tplnd zkouska, studie na jediném zvifeti, nebo zda zddné dalsi zkouseni neni nutné.

i) Fyzikdlnéchemické vlastnosti a chemickd reaktivita. Siln¢ kyselé nebo zdsadité latky (napf. prokdzané
pH 2 nebo nizsi nebo pH 11,5 nebo vyssi) neni tieba zkouSet na primdrni kozni drazdivost, lzeli
ocekdvat ziravé Gcinky. Je tieba vzit v tGivahu také alkalickou nebo kyselou rezervu.

i) Jsouli dostupné presvédcivé doklady o zdvaznych Gcincich litky ze spolehlivé validovanych zkousek
in vitro, neni vyzadovéna Gplnd zkouska.

iii,

Vysledky ze studif akutni toxicity. Jestlize byla ldtka zkouSena na akutni toxicitu dermdlni aplikaci pi
limitni drovni ddvky (2 000 mgkg' télesné hmotnosti) a nebylo pozorovino podrizdéni kiize, lze
povazovat dalsi zkouseni kozni drdzdivosti za zbytecné. RovnéZz neni nezbytné zkouset ldtky, které se
ukazaly jako vysoce toxické pii dermdlni cesté vstupu.

Latka, kterd md byt zkouSena, se nanese v jedné davce na kiazi nékolika pokusnych zvitat, pficemz kazdé
zvife slouzi jako svoje vlastni kontrola. Po stanovené dobé se urci, vyhodnoti a ndsledné popiSe stupen
podrédzdéni, aby bylo mozno provést tiplné posouzeni i¢inkd. Doba pozorovani by méla byt dostatecné
dlouhd, aby bylo mozné plné zhodnotit vratnost pozorovanych t¢inka.

Zvifata se zdvaznymi a pietrvavajicimi zndmkami utrpeni a bolesti mtZze byt nezbytné humdnnim
zplisobem utratit.

1.5 KRITERIA JAKOSTI
Nejsou stanovena.
1.6 POPIS ZKUSEBNI METODY
1.6.1 Pfiprava
Asi 24 h pied zahdjenim zkousky se zvifatim ostithd nebo oholi srst na zddech.

Pii stithdni nebo holeni srsti je tfeba dbdt na to, aby se neporanila kiize. Sméji se pouZit pouze zvifata se
zdravou, neporanénou Kazi.



382

Utedn{ véstnik Evropské unie

13fsv. 11

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.4

1.6.3

Neékteré kmeny kralika maji ostriivky husté srsti, které jsou v nékterych obdobich roku vyrazngjsi. Zkousené
latky se nenand3eji na tyto zény ristu husté srsti.

Pfi zkouskdch pevnych latek (které mohou byt podle potieby rozetfeny na prach) se zkousend latka
dostatecné navlh¢i vodou nebo podle potieby vhodnym vehikulem, aby se zajistil dobry styk s kazi. PFi
pouziti vehikula se bere v Gvahu jeho vliv na podrazdéni kize zkouSenou ldtkou. Kapalné zkousené latky
se zpravidla aplikuji nefedéné.

ZkuSebni podminky

Pokusnd zvifata

Ackoliv Ize pouzit rizné druhy savcli, upfednostiiuje se albin kralika.

Pocet zvitat

Jestlize se lze ze screeningovych zkousek in vitro nebo jinych Gvah domnivat, Ze by latka mohla vyvoldvat
nekrézu (napf. je Ziravd), je tieba uvdzit provedeni zkousky na jednom zvifeti. Nenaznacujili vysledky této
zkousky Zziravé Gc¢inky, méla by byt zkouska dokoncena nejméné se dvéma dalsimi zvifaty.

Pro dplnou zkousku se pouziji nejméné tfi zdravd dospéld zvifata. Dalsi zvifata pro neexponovanou
kontrolni skupinu nejsou tfeba. Pro objasnéni nejasnych reakci mohou byt potiebnd daldi zvitata.

Uroveii ddvky

Nejsou-li proti tomu divody, nanese se na testovaci misto kaze 0,5 ml kapaliny nebo 0,5 g pevné nebo
polopevné latky. Prilehlé oblasti neexponované kize kazdého zvifete slouzi ve zkousce jako kontrola.

Doba pozorovdni

Doba pozorovani by neméla byt stanovena pevné. Méla by byt dostate¢nd pro tplné vyhodnoceni vratnosti
nebo nevratnosti pozorovanych tcinkd, ale obvykle neni tieba, aby piekrocila 14 dnd po aplikaci.

Postup

Zvifata se chovaji jednotlivé v Kklecich. ZkouSend litka se nanese na malou plochu kize (asi 6 cm?
a pokryje se plitkem mulu pfidrzovanym nedrdzdivou ndplasti. U kapalin a nékterych past mdze byt
nezbytné nanést nejprve zkousenou ldtku na mul a poté jej pfipevnit na kazi. Po dobu trvani expozice je
tieba piidrzovat plitek volné na kazi vhodnym okluzivnim nebo ¢dstecné okluzivnim obvazem. Je tfeba
zabrénit tomu, aby se zvife dostalo k mulu a zkousenou litku pozilo nebo vdechlo.

Po uplynuti doby expozice se odstrani zbytky zkouSené litky, pokud mozno vodou nebo vhodnym
rozpoustédlem, aniz by doslo k ovlivnéni odezvy nebo celistvosti kize.

Doba expozice je obvykle ¢tyfi hodiny.

Pokud existuje podezieni, Ze by litka mohla vyvolat nekrézu (napf. je Ziravd), méla by byt délka expozice
zkrdcena (napf. na jednu hodinu nebo na tii minuty). Pfi takové zkousce lze nejprve pouzit jediné zvife
a aplikovat tfi platky mulu soucasné, pokud to akutni dermdlni toxicita zkouSené litky nevylucuje. Prvni
platek se odstrani po tfech minutdch. Pokud neni pozorovdna zdvaznd kozni reakce, odstrani se druhy
platek po jedné hodiné. Pokud pozorovani v této fdzi naznacuji, Ze je nezbytnd Ctythodinova expozice a Ze
neodporuje principu humdnniho zachdzeni, odstrani se tfeti platek po ¢tyfech hodindch a odezva kize se
vyhodnoti.
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1.6.3.1

3.1

3.2

V tomto piipadé (tj. pokud byla moznd ctythodinové expozice) by méla byt zkouska dokonéena s pouZitim
nejméné dvou dalsich zvifat, pokud to neni povazovdno za nehumdnni (napf. je-li po Etythodinové
expozici pozorovdna nekréza kuze).

Jestlize je zdvazna kozni reakce (napf. nekrdza) pozorovdna po tfech minutich nebo po jedné hoding,
zkouska se okamzité ukonci.

Za urcitych podminek Ize navrhnout del3i expozice, napiiklad odpoviddli to ocekdvanému zptsobu pouziti
a expozici u ¢lovéka.

Pozorovdni a hodnoceni

Zvifata se pozoruji na piiznaky erytému a edému a odezva kiaze se hodnoti po 60 min a dile po 24, 48 a
72 hodinich po odstranéni plitku se zkouSenou ldtkou. Stupen podrizdéni kize se hodnoti
a zaznamendvd podle systému uvedeného v tabulce 1. Jestlize nebylo do 72 hodin dosazeno piivodniho
stavu, je nezbytné dal3i pozorovani. Vedle podrdzdéni kiize se podrobné popisi viechny zdvazné léze, jako
je poleptani (nevratnd destrukce kozni tkdné) a jiné toxické dcinky.

K objasnéni nejasnych reakci nebo odezev maskovanych zabarvenim kaZe zkousenou litkou mohou byt
pouzity techniky, jako je histopatologické vysetfeni nebo méfeni tloustky kozni fasy.

DATA

Data se shrnou do tabulky, pficemz se pro kazdé jednotlivé zvife uvede stupenn podrdzdéni, posouzeni
erytému a edému po celou dobu pozorovani. Uvedou se rovnéz viechny zdvainé léze, popis stupné
a povahy podrdzdéni kize, reversibilita nebo poleptdni a vSechny dalsi pozorované toxické ucinky.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— zivocisny druh, kmen, piivod, podminky chovu, strava atd.,

— zkudebni podminky (véetné relevantnich fyzikdlné-chemickych vlastnosti zkousené litky, technik pfi-
pravy a Cisténi kize, typ obvazu: okluzivni, semiokluzivni),

— udaje o odezvé kuze u kazdého jednotlivého zvifete pii kazdém pozorovani (za 1, 24, 48 a 72 hodin
atd. po odstranéni mulu) ve formé tabulky,

— popis viech zjisténych zdvaznych 1ézi véetné poleptani,

— popis stupné a povahy pozorovaného podrdzdéni a popiipadé histopatologickych nélezd,
— popis viech dalsich toxickych ucinkd jinych nez podrazdéni kaze,

— rozbor vysledk,

— interpretace vysledkd.

HODNOCENI A INTERPRETACE

Viz obecny tvod, ¢ast B (D).

LITERATURA

Viz obecny dvod, ¢ast B (E).
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1.3

1.4

Doplnék

TABULKA: STUPNICE HODNOCENI KOZNI REAKCE

Tvorba erytému a pfiskvaru

Hodnota
Y2 = 1 1 W U U PO 0
Velmi slaby erytém (st€zf viditelng) ..........oooooriiiiiiii 1
ZieteIn€ vIdItelny erytéim ......oooouiiii i 2
MIrny az VyTazny erytéim ... .....o.oiiiiiiiiii i 3

Teézky erytém (silné zrudnuti) nebo tvorba pfskvaru (hloubkové poskozeni) znemozilujici posouzeni
EIYEEIMIUL L. 4

ZAANY dEIML..ooeiii et e 0
Velmi lehky edém (st€Zi viditelny) ..o 1
Lehky edém (okraje jsou zfetelné, plocha je ohraniCena zfetelnym vyvyenfm).......................l. 2
Mirny edém (okraje vyvySeny asi 0 1 MM ......oiiiiiiiiiiii e 3

B.5 AKUTNI TOXICITA (OCNI DRAZDIVOST)

METODA

UvoD

Viz obecny tvod, ¢ist B (A).
DEFINICE

Viz obecny dvod, ¢ast B (B).
REFERENCNI LATKY

Z4dné.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY
Vyichozi tivahy

Je tieba peclivé zvazit vSechny dostupné informace o ldtce s cilem minimalizovat zkouseni ldtky za
podminek, které mohou vyvolat zdvainé reakce. Nasledujici informace mohou byt v tomto ohledu
uZitecné.

i) Fyzikdlnéchemické vlastnosti a chemickd reaktivita. Silné kyselé nebo zdsadité litky, u nichz lze
ocekdvat, ze zplsobi v oku pH 2 nebo niz§i nebo pH 11,5 nebo vyssi, neni tfeba zkouset, lzeli
oCekdvat zdvazné léze. Je tieba vzit v Gvahu také alkalickou nebo kyselou rezervu.
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1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.4

i) Vysledky spolehlivé validovanych alternativnich studif; litky s prokdzanymi potencidlné Ziravymi nebo
silné drézdivymi vlastnostmi by nemély byt déle zkouseny na o¢ni drdzdivost, protoze lze piedpoklédat,
Ze tyto latky budou mit pfi zkouseni touto metodou zdvazné Gi¢inky na oko.

iii) Vysledky ze studif kozni drdzdivosti. Materidly, které vykazovaly zfejmé Ziravé nebo vyrazné drazdivé
Ucinky na kuzi ve studii kozni drdzdivosti, neni tieba ddle zkouSet na o¢ni drdzdivost, protoze lze
piedpokladat, Ze budou mit na o¢i zdvazné Gcinky.

Latka, kterd ma byt zkouSena, se nanese v jedné ddvce do jednoho oka kazdého z nékolika pokusnych
zvifat; neexponované oko slouzi pro ziskdni kontrolnich informaci. Po stanovené dobé se uréi, vyhodnoti
a nasledné popiSe stupenn podrdzdéni, aby bylo mozno provést tplné posouzeni t¢inkd. Doba pozorovani
by méla byt dostatecné dlouhd, aby bylo mozné plné zhodnotit vratnost nebo nevratnost pozorovanych
ucink.

Zvifata se zdvaznymi a pietrvdvajicimi zndmkami utrpeni a bolesti mize byt nezbytné humdnnim
zplisobem utratit.

KRITERIA JAKOSTI

Nejsou stanovena.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Pfiprava

24 hodin pfed zkouskou se u kazdého z ptedbéiné vybranych pokusnych zvifat provede vysetfeni obou
oli. Zvifata, u kterych se zjisti podrdzdéni oci, o¢ni defekt nebo poskozeni rohovky, se nepouZiji.

ZkuSebni podminky

Pokusnd zvifata

Atkoliv byla pouzita riznd pokusnd zvifata, doporucuje se provadét zkouseni na zdravém dospélém albinu
kralika.

Pocet zvirat

Jestlize se ocekdvaji vyrazné ucinky, je tieba zvolit zkousku na jediném zvifeti. Jestlize vysledky této
zkousky na jednom kralikovi naznacuji, Ze md latka vyrazné drdzdivé Gcinky (vratny Gcinek) nebo Zziravé
ucinky (nevratny tucinek) na oko pi pouziti popsaného postupu, neni tieba provddét zkouseni ocni
drdzdivosti u dalsich zvifat. Pro vySetfeni specifickych aspektti mutze byt nékdy vhodné provadét zkouseni
na dalich zvifatech.

V jinych piipadech nez pii zkouseni jednoho zvifete se pouZiji nejméné tii zvifata. Pro objasnéni nejasnych
reakci mohou byt potfebnd dali zvitata.

Uroveri ddvek

Pii zkouseni kapalin se pouzije davka 0,1 ml. U pevnych ldtek, past a zrnitych litek se pouzije objem
0,1 ml nebo hmotnost piiblizné 0,1 g (hmotnost musi byt vidy uvedena). Jednd-li se o pevnou nebo
hrubé zrnitou latku, rozemele se na jemny prasek. Objem homogenni litky se stanovi aZ po opatrném
zhutnéni, napf. poklepanim odmérné nadobky.

U ldtek piitomnych v aerosolovych rozstitkovacich s cerpadlem nebo pod tlakem se kapalina vypudi a
0,1 ml latky se shromdzdi a instiluje do oka podle popisu pro kapaliny.

Doba pozorovani

Doba pozorovani by neméla byt stanovena pevné. Musi byt dostateénd pro vyhodnoceni vratnosti nebo
nevratnosti pozorovanych acinkd, ale obvykle neni tieba, aby piekrocila 21 dnt po instilaci.
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1.6.3

1.6.3.1

3.1

Postup

Zvifata se chovaji jednotlivé v klecich. Zkousend latka se aplikuje kazdému zvifeti do spojivkového vaku
jednoho oka tak, Ze se spodni vicko lehce odchlipne od oc¢ni bulvy. Vicka se pak asi na jednu sekundu
lehce pridrzi u sebe, aby nedoslo ke ztrdté ldtky. Druhé oko, do kterého se ldtka neaplikuje, slouzi jako
kontrola.

Jestlize se predpoklddd, Ze litka mtze vyvolat pflisnou bolest, lze pred instilaci zkouSené latky pouzit
lokélni anestetikum. Typ, koncentraci a dobu aplikace lokdlniho anestetika je tieba peclivé zvolit, aby bylo
zaji§téno, Ze ndsledkem anestetika nedojde k vyznamnym zméndm v odezvé na zkousenou ltku. Stejnym
zplisobem se musi znecitlivit i kontrolni oko.

Oc¢i pokusnych zvifat by nemély byt vyplachnuty do 24 hodin po instilaci zkousené latky. Po 24 hodinich
je mozno v piipadé potieby o¢i vyplichnout.

U nékterych latek, které pfi této zkuSebni metodé vykazuji drdzdivost, mohou byt pozadoviny dalsi
zkousky na krdlicich, kterym se krdtce po instilaci litky vymyji oci. V téchto piipadech se doporucuje
pouzit tii kraliky. Pdl minuty po instilaci se oc¢i pul minuty vymyvaji takovym objemem kapaliny
a takovym pritokem, aby nedoslo k poskozeni.

Pozorovdni a hodnoceni

Oci se vysetii po 1, 24, 48 a 72 hodindch. Neprojevili se po 72 hodindch Zaddné piiznaky ocnich lézi, Ize
zkousku ukoncit.

Dobu pozorovani je tfeba prodlouzit, pokud pfetrvavd postizeni rohovky nebo jiné piiznaky podrazdéni
oka, aby byl posouzen vyvoj zmén a jejich vratnost ¢i nevratnost. Vedle pozorovani rohovky, duhovky
a spojivky se zaznamenaji a uvedou i jiné zjisténé léze. Stupen reakce oka je tfeba pii kazdém vysetieni
zaznamenat (podle tabulky). (Hodnoceni reakce oka pFipousti rizné moznosti interpretace. Jako pomtcku
pro zkusebni laboratofe a pro ty, kdo provad§ji interpretaci pozorovani, Ize pouzit ilustrované pokyny pro
hodnoceni podrdzdéni oka.)

Vysetfovani reakci lze usnadnit pouzitim binokuldrni lupy, ru¢ni Stérbinové lampy, o¢niho mikroskopu
nebo jinych vhodnych zafizeni. Po zaznamendni pozorovani po 24 hodinich Ize o¢i nékterych nebo viech
zvifat ddle vysetfit fluoresceinem.

DATA

Data se shrnou do tabulky, pficemz se pro kazdé jednotlivé zvife uvede stupen podrdzdéni v urcené dobé
pozorovéani. Uvede se popis stupné a povahy podrazdéni, pfitomnost zdvaznych lézi a vSechny mimoocni
ucinky, které byly pozorovany.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— udaje o zvitatech (druh, kmen, ptvod, podminky chovu, strava atd.),

— zkusebni podminky (vetné relevantnich fyzikdlné-chemickych vlastnosti zkousené ldtky),

— ddaje o drazdivych nebo Ziravych Gcincich pro jednotlivd zvifata pii kazdém pozorovani (napf. po 1,
24, 48 a 72 hodindch) ve formé tabulky,

— popis viech pozorovanych zdvaznych 1ézi,

— podrobny popis stupné, charakteru a vratnosti pozorovaného podrdzdéni nebo poleptdni, véetné
postizené oblasti rohovky, a vratnosti Gé¢inkd,
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— popis metody hodnoceni podrazdéni po 1, 24, 48 a 72 hodinich (napf. Stérbinovd lampa, o¢ni
mikroskop, fluorescein),

— popis viech zjisténych mimoocnich mistnich G¢inkd,
— rozbor vysledkd,

— interpretace vysledkd.

3.2 HODNOCENI A INTERPRETACE
Viz obecny tvod, ¢ast B (D).

4. LITERATURA
Viz obecny tvod, ¢ist B (E).

Doplnék

STUPNICE OCNICH LEZI{

Rohovka

Neprithlednost: stupeii neprithlednosti (vySetif se nejvice neprithledné oblasti)

Nepriihlednost nenf pHEOMNA ..........ocooiiiiiii e 0
Rozptylené nebo difdzni oblasti neprohlednosti, (jiné nez slabé zastfeni normdlniho lesku), detaily

duhovky jasné viditelné ... 1
Snadno identifikovatelnd prihlednd oblast, detaily duhovky lehce zastfené ............................... 2
Pitomnost zony opalescence, detaily duhovky nejsou viditelné; obrys zornice stézi viditelny .......... 3
Uplnd neprithlednost rohovky, duhovka je zcela neviditelnd ................cccociiiiiiiiiiiiiiiii 4

Duhovka
NOFMIAINT ..o e e 0

Nepravidelnd struktura duhovky, pfekrveni, otoky, pfekrveni nebo méstndni cév kolem rohovky,

jakdkoli kombinace uvedenych d¢inkd, reakce na svétlo je zachovand (popfipadé pozdénd) ............ 1

Reakce na svétlo neni piitomnd, hemorhagie a rozsihlé poskozeni (jeden nebo vSechny uvedené

GEIKY) oo 2
Spojivka

Zeervendni (podle nejzdvaingjsi zmény pozorované na vickové nebo bulbdrni spojivee ve srovndni s kontrolnim okem)

Cévni kresba NOMMAINT ... oottt e e 0
Méstndni nekterych cév zfetelné vyrazn&sl ...........oooiiiiii 1
Rozligeni jednotlivych cév nesnadné, difuznéjsi jasné cervend barva ... 2
Difuzni tmave Cervend DAIVA ........ivtiiitiiit ittt e e 3

Otok: vicka a/nebo mzurky

Edém neni pHIOMIEN .....o...iiii i 0
Slaby edém zasahujicf mzurku ... 1
Vyrazny edém s everzi viCka ... 2
Edém zplisobujici uzavieni vicek na polovinu ... 3

Edém zplisobujici uzavieni vicek na vice neZ polovinu ... 4
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1.2

1.3

B.6 SENZIBILIZACE KUZE

METODA
UvoD
Pozndmky:

Citlivost a schopnost zkousek rozpoznat latky s potencidlnim senzibilizatnim G¢inkem na lidskou kiizi jsou
povazovany za vyznamné pro klasifikac¢ni systém toxicity v oblasti vefejného zdravotnictvi.

Neexistuje Zddnd jednordzovd zkuSebni metoda, kterd by dostatecné identifikovala vsechny latky
s potencidlnim senzibiliza¢nim G¢inkem na lidskou kizi a kterd by byla vhodnd pro viechny latky.

Pfi vybéru zkousky musi byt zvdZeny faktory jako napf. fyzikdlni charakteristiky latky, véetné schopnosti
pronikat kazi.

Zkousky na morcatech lze rozdélit na zkousky s adjuvanty, ve kterych je alergicky stav umocnén
rozpusténim nebo suspendovanim zkousené ltky ve Freundové kompletnim adjuvantu (FCA), a na zkousky
bez adjuvanta.

Zkousky s adjuvanty jsou pravdépodobné presnéjsi v piedpovédi pravdépodobného senzibiliza¢niho tcinku
latky na lidskou kdzi nez metody bez pouziti Freundova kompletniho adjuvantu, a proto se jim davd
pfednost.

Maximaliza¢ni zkouska na morcatech (Guinea-Pig Maximization Test — GPMT) je velmi rozitenou zkouskou
s adjuvanty. Ackoli lze pouzit nékolik dalsich metod pro zjisténi schopnosti litky vyvolat senzibiliza¢ni
reakci kaze, je zkouska GMPT upfednostiiovanou technikou s adjuvantem.

U mnoha skupin chemickych litek jsou zkousky bez adjuvantii (ddvd se pfednost Biihlerové zkousce)
povazovany za méné citlivé.

V urcitych piipadech lze zd@vodnit Bithlerovu zkousku s povrchovou aplikaci spiSe nez intradermdlni
injekci pouzivanou v maximalizaéni zkousce na morcatech. Je-li pouzita Biihlerova zkouska, mélo by byt
uvedeno odborné zdivodnéni.

V této metodé jsou popsiny maximalizacni zkousky na morcatech (GPMT) a Biihlerova zkouska. Jiné
metody lze pouzit za piedpokladu, Ze jsou spolehlivé validované a odborné odtivodnéné.

Bez ohledu na pouzité metody musi byt citlivost kmenu morcat pouzitého pro zkouSeni senzibilizace kuze
v pravidelnych (Sestimésicnich) intervalech kontrolovdna za pouziti zndmych mirnych az stfedné silnych
senzibilizujicich latek a musi byt ziskdn dostate¢ny pocet pozitivnich odezev.

Viz také obecny Gvod, ¢dst B (A).
DEFINICE

Viz také obecny Gvod, ¢dst B (B).
REFERENCNI LATKY

Doporuceny jsou ndasledujici latky, podle potieby zfedéné, a déle jakékoli dali senzibilizujici ldtky uvedené
v literatufe nebo patfici do skupiny zkousené latky.

— pfenylendiamin ¢islo CAS 106503
— 2,4dinitrochlorbenzen &slo CAS 97-00-7
— dichroman draselny ¢islo CAS 7778-50-9
— neomycin-sulfat ¢islo CAS 1405-10-3

— siran nikelnaty ¢islo CAS 7786-81-4
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1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.1.2.1

1.6.1.2.2

1.6.1.2.3

1.6.1.2.4

1.6.1.3

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Po pocdtecni expozici zkouSené litce (,indukéni“ obdobi) jsou zvifata priblizné dva tydny po posledni
indukéni expozici podrobena provokacni dévee zkouSené ldtky s cilem zjistit, zda byl vyvolin stav
piecitlivélosti. Senzibilizace se stanovi zkoumanim koZni reakce na provokacni expozici.

KRITERIA JAKOSTI
Nejsou stanovena.
POPIS ZKUSEBNICH METOD

Maximalizaéni zkouska na morcatech (GPMT)

Piiprava

Provede se ndhodny vybér zdravych mladych albinotickych morcat, kterd se piifadi do jednotlivych
experimentélnich a kontrolnich skupin. Pfed aplikaci litky se v lopatkové oblasti odstrani srst stithdnim
nebo holenim. Je tfeba dbét na to, aby nedoslo k poskozeni kiize.

Zkusebni podminky

Pokusnd zvifata

Pouziji se bézné uzivané laboratorni albinotické kmeny morcete o hmotnosti méné nez 500 g.

Pocet a pohlavi

Lze pouzit samce i samice. Jsouli pouzity samice, musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. V exponované
skupiné se pouzije minimédlné 10 zvitat a v kontrolni skupiné nejméné 5 zvifat. Pouziti menstho poctu
zvifat musi byt odivodnéno. V piipadé nejasnych vysledkd mize byt histopatologickym vysetfenim
usnadnéno rozhodnuti, zda by méla byt zkouska opakovéna s dalsi sadou zvitat.

Neni-li mozné dojit ke konecnému zdvéru, zda latka je ¢i neni senzibilizujici, doporucuje se provést
zkoudeni s dalsimi zvifaty, tak aby bylo v experimentalni skupiné celkem 20 zvifat a v kontrolni skupiné
10 zvifat.

Urovné dévek

Koncentrace zkousené latky se upravi na tiroven, kterd vyvolavd né&jaké zndmky podrazdéni kize, ale kterou
zvifata dobre sndseji v kazdé indukéni fazi.

Jako provokacni koncentrace se pouZzije maximdlni koncentrace, kterd u nesenzibilizovanych zvifat nevy-
volava zddné podrazdéni kaze.

Tyto koncentrace lze stanovit v omezeném piedbézném experimentu (na dvou nebo tfech zvifatech).

Doba pozorovani{

V pribéhu indukéniho obdobi se provddéji pozorovdni za dcelem zjistit mozné drdzdivé dcinky. Po
ukonceni provokacni expozice se za 24 a za 48 hodin po odstranéni ndplasti zaznamendvd reakce kuze.

Postup

Zvifata se zvazi pred zahdjenim zkousky a na jejim konci. Z lopatkové oblasti se odstrani srst. Postup mé
dveé stddia:
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1.6.1.3.1

1.6.1.3.2

Indukce

Den 0 — exponovand skupina

Nésledujici dvojice subkutdnnich injekci, kazdd po 0,1 ml, se symetricky podle stfedni linie podd do
lopatkové oblasti zbavené srsti:

Injekce 1: 0,1 ml Freundova kompletniho adjuvantu (FCA) smiseného s vodou
nebo fyziologickym roztokem v poméru 1: 1.

Injekce 2: 0,1 ml zkousené ldtky, podle potieby ve vhodném vehikulu.

Injekce 3: 0,1 ml zkousené latky v FCA.

Pro injekci 3 se litky rozpustné ve vodé rozpusti v 0,05 ml vody a 0,05 ml nezfedéného FCA. Latky
rozpustné v tucich nebo nerozpustné litky se smichaji s nezfedénym FCA.

Konec¢nd koncentrace zkousené latky pro injekci 3 md byt stejnd jako pro injekci 2.

Injekce 1 a 2 se aplikuji blizko sebe a co nejblize hlavé, zatimco injekce 3 smérem ke kauddlni cdsti
zkusebni plochy.

Den 0 — kontrolni skupina

Nésledujici dvojice subkutdnnich injekei se podaji do stejnych mist jako u exponovanych zvitat:

Injekce 1: 0,1 ml Freundova kompletniho adjuvantu (FCA) smiseného s vodou
nebo fyziologickym roztokem v poméru 1: 1.

Injekce 2: 0,1 ml samotného vehikula.

Injekce 3: 0,1 ml vehikula v FCA.

Den 6 — kontroln{ a exponovand skupina

Nedrazdili litka kazi, natfe se zkuSebni plocha po ostithdni a/nebo oholeni 0,5 ml 10% natriumdodecyl-
sulfitu ve vazeliné za tcelem vyvoldni mistntho podrazdéni.

Den 7 — exponovand skupina

Zkuebni plocha se opét zbavi srsti. Zkousenou ldtkou ve vhodném vehikulu (volba vehikula by méla byt
odtivodnéna; pevné latky se jemné rozetfou a vpravi do vhodného vehikula; kapaliny Ize aplikovat pifmo)
se napusti filtra¢ni papir (2 x 4 cm), ktery se pfilozi na zkuSebni plochu a udrzuje se ve styku s kazi
pomoci okluzivniho obvazu po dobu 48 hodin.

Den 7 — kontrolni skupina

Zku3ebni plocha se opét zbavi srsti. Samotné vehikulum se podobnym zplisobem nanese na zkusebni
plochu a udrzuje se na ni pomoci okluzivniho obvazu po dobu 48 hodin.

Provokace

Den 21

Boky exponovanych i kontrolnich zvifat se zbavi srsti. Na jeden bok zvifete je aplikovdna zkousend litka
na ndplasti nebo v komtrce a na druhy bok se stejnym zptsobem aplikuje pouze vehikulum.

Naplasti se udrzuji ve styku s kizi pomoci okluzivniho obvazu po 24 hodinach.

Kontrolni skupina se exponuje stejnym zpiisobem.
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1.6.1.3.3

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

1.6.2.2.1

1.6.2.2.2

1.6.2.2.3

1.6.2.2.4

1.6.2.3

Dny 23 a 24

— 21 hodin po odstranéni néplasti se provokacni plocha vycisti, podle potieby se z ni odstrani srst,

— o tfi hodiny pozdéji (48 hodin od zacitku aplikace provokacni davky) se provede pozorovani
a zaznamena se kozni reakce,

— 24 hodin (po 72 hodindch) po tomto pozorovani se provede druhé pozorovéini a zaznamend se.

Za tcelem vyjasnéni vysledkt ziskanych pii prvni provokaci by mélo byt zvdzeno provedeni druhé
provokace, a to piiblizné tyden poté a podle potieby s novou kontrolni skupinou exponovanou pouze
vehikulu.

Pozorovani a hodnoceni

Vsechny kozni reakce a neobvyklé ndlezy, které jsou disledkem indukénich a provokacnich postupti, se
zaznamenaji a uvedou ve zprave.

K objasnéni nejasnych reakci nebo odezev maskovanych zabarvenim kaze zkousenou litkou mohou byt
pouzity techniky, jako je histopatologické vysetieni nebo méfeni tloustky kozni fasy.

Biihlerova zkouska

Piiprava

Provede se ndhodny vybér zdravych mladych albinotickych morcat, kterd se pfifadi do jednotlivych
experimentdlnich a kontrolnich skupin. Pred aplikaci litky se v lopatkové oblasti odstrani srst stifhdnim
nebo holenim. Je tieba dbdt na to, aby nedoslo k poskozeni kize.

Zkusebni podminky

Pokusnd zvifata

Pouziji se bézné uzivané laboratorni albinotické kmeny morcete o hmotnosti méné nez 500 g.

Pocet a pohlavi

Lze pouZit samce i samice. Jsouli pouzity samice, musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. V exponované
skupiné se pouzije minimdlné 20 zvifat a v kontrolni skupiné nejméné 10 zvifat. Pouziti menstho poctu
zvifat musi byt odivodnéno. V piipadé nejasnych vysledkti mize byt histopatologickym vysetfenim
usnadnéno rozhodnuti, zda by méla byt zkouska opakovdna s dalsi sadou zvifat.

Urovné davek

Koncentrace zkousené latky se pro kazdou indukéni fazi upravi na nejvyssi droven, kterou zvitata dobre
systémové sndseji a kterd v pifpadé drazdivych latek vyvoldvd u vétsiny zvifat mirné az stfedni podrdzdéni.
Jako provokacni koncentrace se pouZzije maximdlni koncentrace, kterd u nesenzibilizovanych zvifat nevy-
voldvd podrdzdéni kize. Tyto koncentrace lze stanovit v omezeném piedbézném experimentu (na dvou
nebo tfech zvifatech).

Doba pozorovani

V priobéhu indukéniho obdobi se provddéji pozorovdni za tdcelem zjistit mozné drdzdivé dcinky. Po
ukonceni provokacni expozice se za 24 hodin a za 48 hodin po odstranéni ndplasti, tj. 30 a 54 hodin
po zacatku aplikace, zaznamendva reakce kize.

Postup

Zvifata se zvazi pred zahdjenim zkousky a na jejim konci.

Postup méd dvé stadia:
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1.6.2.3.1  Indukce
Den 0 — exponovand skupina

Jeden bok se zbavi srsti. Platek mulu se nasyti 0,5 ml zkousené litky ve vhodném vehikulu (volba vehikula
by méla byt od@vodnéna; je-li to vhodné, 1ze kapaliny aplikovat pfimo). Aplikuje se piimo na zkusebni
plochu a udrzuje se ve styku s kizi okluzivnim pldtkem nebo komtrkou a vhodnym obvazem po dobu
6 hodin.

Den 0 — kontrolni skupina

Jeden bok se zbavi srsti. Samotné vehikulum se podobnym zpisobem nanese na zkusebni plochu. Udrzuje
se ve styku s kzi okluzivnim plitkem nebo komtrkou a vhodnym obvazem po dobu 6 hodin.

Dny 7 a 14

Stejnd aplikace jako v den O se na stejné zkuSebni plose (podle potieby zbavené srsti) provede v den 7 a
v den 14.

1.6.2.3.2  Provokace
Den 28

Druhy bok exponovanych a kontrolnich zvifat se zbavi srsti. Okluzivni pldtek nebo komtrka obsahujici
0,5 ml zkouSené latky v maximdlni nedrdzdivé koncentraci se aplikuje na zadni ¢dst boku exponovanych
zvifat. Na predni ¢dst boku se také aplikuje okluzni pltek nebo komtrka pouze s vehikulem.

Okluzivni platky se udrzuji ve styku s kazi vhodnym obvazem po dobu 6 hodin.
Expozice kontrolni skupiny se provede stejnym zptisobem.
Dny 29 a 30

— 21 hodin po odstranéni plitku se exponovand plocha vycisti, podle potieby se z ni odstrani srst,

— o tii hodiny pozdégi (30 hodin od zacitku aplikace provokacni davky) se provede pozorovani kozni
odezvy a zaznamend se,

— 24 hodin po tomto pozorovani (po 54 hodindch od zacitku aplikace provokacni davky) se provede
druhé pozorovani a zaznamend se.

1.6.2.3.3 Pozorovdni a hodnoceni

Vsechny kozni reakce a neobvyklé ndlezy, které jsou disledkem indukénich a provokacnich postupti, se
zaznamenaji a uvedou ve zprave.

K objasnéni nejasnych reakei nebo odezev maskovanych zabarvenim kaZe zkousenou litkou mohou byt
pouzity techniky, jako je histopatologické vysetieni nebo méfeni tloustky kozni fasy.

2. DATA (zkouska GPMT a Biihlerova zkouska)

Data se shrnou do tabulky, pficemz se pro kazdé zvife uvede reakce kiize pii kazdém pozorovani.

3. ZPRAVY (zkouska GPMT a Biihlerova zkouska)
3.1 PROTOKOL O ZKOUSCE (zkouska GPMT a Biihlerova zkouska)

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— pouzity kmen morcat,

— zkudebni podminky, koncentrace vehikula a zkousené litky pouzité pfi indukci a provokaci,
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3.2

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

— pocet, staif a pohlavi zvifat,

— hmotnosti jednotlivych zvifat na pocitku a konci zkousky,

— kazdé pozorovani provedené na kazdém zvifeti, vCetné systému hodnoceni, bylli pouzit,
— rozbor vysledk,

— interpretace vysledkd.

HODNOCENI A INTERPRETACE (zkouska GPMT a Bithlerova zkouska)
Viz obecny tvod, ¢ast B (D).

LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B (E).

B.7 ORALNI TOXICITA (28DENNI OPAKOVANA APLIKACE)

METODA

UvoD

Viz obecny dvod, ¢ist B (A).
DEFINICE

Viz obecny dvod, ¢ast B (B).
REFERENCNI LATKY

Z4dné.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Zkousena latka se podavd ordlné, denné po dobu 28 dni v odstupniovanych ddvkdch nékolika skupindm
pokusnych zvifat, a to kazdé skupiné jedna ddvka. Béhem obdobi poddvani se zvifata denné pozoruji, aby
se zjistily piiznaky toxicity. Zvifata, kterd v pribéhu zkousky uhynula, i zvifata, kterd do konce zkousky
piezila, se pitvaji.

KRITERIA JAKOSTI

Nejsou stanovena.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Pfiprava

Nejméné pét dnii pied zkouskou jsou zvifata chovdna v takovych podminkdch chovu a krmeni, v jakych
budou béhem zkousky. Pied zkouskou se provede ndhodny vybér zdravych mladych zvifat, kterd se pfifadi
do experimentdlnich skupin. Zkousenou latku lze podévat potravou, sondou, v kapslich nebo v pitné vode.
Viem zvifatim by mély byt ddvky poddviny béhem celého experimentdlniho obdobi stejnou metodou.
Jsouli pro usnadnéni podévani ddvek pouzity vehikulum nebo jiné piisady, mélo by o nich byt zndmo, ze
nemaji toxické Gcinky. V piipadé potieby lze pouZit existujici data.
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1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.4

1.6.2.5

ZkuSebni podminky

Pokusnd zvifata

Nejsou-li divody proti tomu, je upfednostnénym druhem potkan. PouZiji se mladd zdravd zvifata bézné
uzivanych laboratornich kment a podavéni latky by mélo nejlépe zacit, dokud jsou potkani mladsi nez Sest
tydnt a v kazdém piipadé nejsou starsi nez osm tydnd.

Na zacitku zkousky by nemélo rozpéti odchylek hmotnosti pouzitych zvifat prekrocit 20 % prislusné
stfedni hodnoty.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou tdroven dévek se pouzije nejméné 10 zvifat (pét samic a pét samcti). Samice musi byt nullipary
a nesmi byt brezi. Pokud se planuje usmrcovani zvifat v pribéhu studie, je nutno zvysit celkovy pocet
zvifat o pocet zvifat, kterd budou usmrcena pied koncem studie. Kromé toho muize byt satelitni skupiné
10 zvifat (pét zvifat kazdého pohlavi) poddvdna vysokd troven ddvky po dobu 28 dni a 14 dni po
poddvani se pozoruje vratnost, pretrvavani nebo zpozdény vyskyt toxickych uacinkd. Pouzivd se také
satelitni skupina 10 kontrolnich zvifat (pét zvifat kazdého pohlavi).

Urovné ddvky

Mély by byt pouzity nejméné tii trovné ddvek a kontrolni skupina. Se zvifaty v kontrolni skupiné se
zachdzi stejné jako se zvifaty v exponované skupiné s vyjimkou poddvini zkousené latky. Pouzije-li se pro
usnadnéni aplikace vehikulum, podd se kontrolni skupiné stejné mnozstvi vehikula, jaké obdrzi skupina,
které se podava nejvyssi davka. Nejvyssi tirovenn davky by méla mit za ndsledek toxické ucinky, ale neméla
by zptsobit zddnd uhynuti, nebo by méla mit za ndsledek maly pocet uhynuti. Nejnizsi ddvka by neméla
droven piekracovat. V idedlnim piipadé by méla stfedni trovenn ddvky vyvolat minimdlni pozorovatelné
toxické ucinky. Pouzije-li se vice neZ jedna stfedni troven dévky, mély by se trovné lisit tak, aby vyvolaly
odstupniované toxické ucinky. Ve skupindch s nizkou a stfedni drovni davky a v kontrolni skupiné by mél
byt vyskyt uhynuti nizky, aby bylo mozné provést smysluplné hodnoceni vysledki.

Podava-li se zkousend litka v potravé, mize se pouZit bud konstantni koncentrace (v ppm nebo v mgkg!
potravy), nebo konstantni ddvkovdn{ vzhledem k télesné hmotnosti zvifete; pouzitd moznost musi byt
specifikovana. Aplikuje-li se litka sondou, mélo by se tak stit kazdy den piiblizné ve stejnou dobu,
a davkovani by mélo byt pravidelné (tydné nebo kazdych ctrndct dndl) pfizpiisobeno, aby bylo konstantni
vzhledem k télesné hmotnosti zvifete.

Limitni zkouska

Jestlize 28denni studie provedend niZe popsanym zpiisobem neprokdze Zddné toxické ucinky pii ddvce
1000 mgkg? télesné hmotnosti za den nebo pii vyssi trovni davky odpovidajici mozné expozici clovéka,
je-li zndma, neni dal$i zkouseni nutné. U ltek s nizkou toxicitou je dilezité zajistit, aby mnozstvi a jiné
vlastnosti zkousené latky pfi poddvani v potravé neovliviiovaly normalni nutri¢ni pozadavky.

Doba pozorovini

Zvifata se pozoruji denné a zaznamenaji se piiznaky toxicity, véetné doby jejich ndstupu, stupné a trvani.
Zaznamend se doba uhynuti a doba, kdy se pfiznaky toxicity objevi a vymizi.
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1.6.3

1.6.3.1

1.6.3.2

Postup

Zkousend latka se zvifatim podavd nejlépe 7 dni v tydnu po dobu 28 dnd. Zvifata v satelitni skupiné
urCené pro néslednd pozorovani by neméla byt dalsich 14 dnt exponovéna, aby se posoudilo zotaveni
z toxickych G¢inkd, nebo jejich pretrvavéni.

Pozorovani zahrnuji zmény na kdzi, na srsti, na ocich, na sliznicich, a rovnéz zmény dychéni, krevniho
obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovdni. Jednou
tydné se provedou méfeni spotieby potravy (a vody, je-li zkousend ldtka poddvadna v pitné vodé) a zvifata
se jednou tydné zvazi.

Pravidelné pozorovani zvifat je nezbytné k tomu, aby se zajistilo, Ze u zvifat pokud mozno nedochdzi ke
ztrdtdm napf. v dusledku kanibalismu, autolyzy tkani nebo chybného zafazeni. Po ukonceni studie se
viechna pfezivsi zvitata z jinych nez satelitnich skupin pitvaji. Zvifata v agénii a zvifata, kterd se trdpi nebo
trpi bolesti, se ihned vyfadi, humdnné utrati a pitvaji.

Na konci zkusebniho obdobi se u viech zvifat, véetné kontrolnich, provedou tato vyseteni:

1. Hematologické vySetfeni: stanovit alesponn hematokrit, koncentraci hemoglobinu, pocet erytrocytd,
celkovy a diferencidlni pocet leukocytd a srézlivost krve.

2. Biochemické vysetfeni krve: stanoveni alespon jednoho parametru funkce jater a ledvin: alaninamino-
transferasa v séru (difve zndmd jako glutamdtpyruvittransaminasa), aspartitaminotransferasa séra (diive
zndmd jako glutamdtoxalacetdttransaminasa), mocovinovy dusik, albumin, kreatinin, celkovy bilirubin
a celkové bilkoviny v séru.

Mezi jind stanoveni, kterd mohou byt potfebnd pro tplné toxikologické hodnoceni, patii stanoveni vapniku,
fosforu, chloridd, sodiku, drasliku, glukosy na la¢no, analyza lipidi, hormont, acidobasické rovnovihy,
methemoglobinu, aktivity cholinesterasy.

Dal3i biochemické analyzy mohou byt v pifpadé potieby pouzity pro Sirsi vySetieni pozorovanych Gcinka.

Pitva

U vsech zvitat pouzitych ve studii se provede celkovd pitva. Alespon jitra, ledviny, nadledviny a varlata se
co nejdifve po sekci zvdzi ve vlhkém stavu, aby se predeslo vysychdni. Orgdny a tkdné (jitra, ledviny,
slezina, varlata, nadledviny, srdce i vSechny orgény s lézemi nebo zménami velikosti) je tieba uchovévat ve
vhodném médiu s ohledem na pozdgjsi histopatologickd vysetfen.

Histopatologické vyetfeni

U skupiny, které byla podéna nejvyssi ddvka, a u kontrolni skupiny se provede histologické vySetfeni vSech
uchovanych orgdnt a tkdni. Orgény a tkdné, u nichZ se ve skupiné s nejvyssi davkou objevi poskozeni
zpusobend zkousenou ltkou, se podrobi vysetfeni i u vSech skupin s nizsimi davkami. U zvifat ze vSech
satelitnich skupin se provede histologické vysetfeni se zvldstnim diirazem na orgdny a tkdné, na kterych
byly pozorovany dcinky u ostatnich exponovanych skupin.

DATA

Data se shrnou do tabulky, pficemz se pro kazdou exponovanou skupinu uvede pocet zvifat na zacitku
zkousky a pocet zvifat, kterd vykazuji jednotlivé typy lézi.

Vsechny pozorované vysledky se zhodnoti vhodnou statistickou metodou. Lze pouzit jakoukoli uznanou
statistickou metodu.
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ZPRAVY
31 PROTOKOL O ZKOUSCE

hed

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— zivo¢isny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, strava atd.,
— zkudebni podminky,
— drovné ddvek (véetné vehikula, byloli pouzito) a koncentrace,
— udaje o toxickych odezvich podle pohlavi a Grovné davky,
— podle moznosti droveri, pii které nedochdzi k dG¢inkiim,
— doba uhynuti béhem studie, nebo zda zvifata piezila do konce zkousky,
— toxické a jiné tcinky,
— doba pozorovani kazdé neobvyklé zndmky a jeji dalsi vyvoj,
— dudaje o spotiebé potravy a o télesné hmotnosti,
— provedend hematologickd vysetfeni a viechny vysledky,
— provedend klinickd biochemickd vySetfeni a vSechny vysledky,
— pitevni nélezy,
— podrobny popis viech histopatologickych ndlezi,
— statistické zpracovani vysledkd, kde je to mozné,
— diskuse a vysledky,
— interpretace vysledkd.

3.2 HODNOCENI A INTERPRETACE
Viz obecny tvod, ¢ast B (D).

4. LITERATURA

Viz obecny tdvod, ¢ist B (E).
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1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.2.1

B.8 INHALACNI TOXICITA (28DENNf OPAKOVANA APLIKACE)

METODA
UvVOoD

Je vhodné mit ptedbézné informace o distribuci velikosti ¢dstic, tenzi par, bodu téni, bodu varu, teploté
vzplanuti a popiipadé vybusnosti latky.

Viz také obecny Gvod, ¢dst B (A).
DEFINICE

Viz obecny tvod, ¢ist B (B).
REFERENCNI LATKY

Zadné.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Neékolik skupin pokusnych zvifat se denné po 28 dni vystavi po definovanou dobu zkousené latce
v odstupiiovanych koncentracich, a to kazdd skupina jedné koncentraci. Je-li pouzito pro usnadnéni
piipravy vhodné koncentrace zkousené litky v ovzdusi vehikulum, pouzije se kontrolni skupina expono-
vand vehikulu. Béhem expozice se zvifata denné pozoruji a zjiStuji se toxické ucinky. Zvifata, kterd
v priibéhu zkousky uhynula, i zvifata, kterd do konce zkousky preZila, se pitvaji.

KRITERIA JAKOSTI

Nejsou stanovena.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Pfiprava

Nejméné pét dnii ped zkouskou jsou zvifata chovdna v takovych podminkdch chovu a krmeni, v jakych
budou béhem zkousky. Pred zkouskou se provede ndhodny vybér zdravych mladych zvitat, kterd se prifadi
do pozadovaného poctu skupin. Je-li to nezbytné, pridd se ke zkousené litce vhodné vehikulum tak, aby
v ovzdudi vznikla pozadovand koncentrace zkousené latky. Pokud se uziji pro usnadnéni aplikace ve-
hikulum nebo jiné piisady, musi byt o nich zndmo, Ze nemaji toxické tcinky. V piipadé potieby je mozno
pouzit stavajici tdaje.

ZkuSebni podminky

Pokusnd zvifata

Prednostné se pouzivd potkan, pokud nejsou proti tomu divody. Pouziji se mladd zdravd zvifata bézné
uzivanych laboratornich kment.

Na zacitku zkousky by nemélo rozpéti odchylek hmotnosti pouzitych zvifat piekrocit +20 % piislusné
stfedni hodnoty.
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1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.4

1.6.2.5

1.6.2.6

1.6.3

Pocet a pohlavi

Pro kazdou troven koncentrace se pouzije nejméné 10 zvifat (pét samic a pét samct). Samice musi byt
nullipary a nesmi byt brezi. Pokud se planuje usmrcovani zvifat v prabéhu studie, je nutno zvysit celkovy
pocet zvifat o pocet zvifat, kterd budou usmrcena pred koncem studie. Kromé toho mize byt satelitni
skupiné 10 zvifat (pét zvifat kazdého pohlavi) poddvana vysokd troven ddvky po dobu 28 dni a 14 dni po
poddvani se pozoruje vratnost, pretrvavani nebo zpozdény vyskyt toxickych uacinkd. Pouzivd se také
satelitni skupina 10 kontrolnich zvifat (pét zvifat kazdého pohlavi).

Expozicni koncentrace

Pouziji se nejméné tfi koncentrace a kontrolni skupina nebo, v piipadé pouziti vehikula, kontrolni skupina
s vehikulem (v koncentraci odpovidajici koncentraci vehikula pfi nejvyssi drovni zkousené latky). Se zvifaty
v kontrolni skupiné se zachdzi stejné jako se zvifaty v exponované skupiné s vyjimkou aplikace zkousené
latky. Nejvyssi droven ddvky by méla mit za ndsledek toxické dcinky, ale neméla by zptsobit Zzddnd

piekracovat. V idedlnim piipadé by méla stfedni dGroven davky vyvolat minimdlni pozorovatelné toxické
ucinky. Pouzije-li se vice nez jedna stfedni droven dévky, mély by se drovné lisit tak, aby vyvolaly
odstupniované toxické acinky. Ve skupinich s nizkou a stfedni trovni ddvky a v kontrolni skupiné by
méla byt ¢etnost uhynuti nizkd, aby bylo mozné provést smysluplné hodnoceni vysledka.

Doba expozice

Denni expozice md trvat 6 hodin, ale mize se pouZit jind doba, majili byt splnény specifické pozadavky.

Zatizeni

Pro pokusy se zvifaty by méla byt pouzita inhalacni zafizeni, kterd umoziuji dynamické proudéni vzduchu
s vyménou vzduchu nejméné 12krdt za hodinu, aby byly zajistény pfiméfeny obsah kysliku a rovnomérné
rozdéleni latky v expozi¢ni atmosféte. Pouzije-li se expozi¢ni komora, méla by jeji konstrukce minimalizo-
vat stisnénost pokusnych zvifat a maximalizovat inhala¢ni expozici zkousené latce. Pro zajisténi stalosti
atmosféry v komote by obecné nemél celkovy ,objem*, ktery zaujimaji pokusnd zvifata, presdhnout 5 %
objemu expozicni komory. Lze pouzit jednotlivé expozicni komory pro ordlnénasilni expozici nebo pro
expozici hlavy nebo pro expozici celého téla; prvni dva zpisoby expozice minimalizuji pifjem ldtky jinymi
cestami.

Doba pozorovdni

Zvifata se pozoruji denné béhem expozice a zotaveni s cilem zaznamenat piiznaky toxicity. Zaznamend se
doba uhynuti a doba, kdy se priznaky toxicity objevi a vymizi.

Postup

Zvifata se vystavi zkouSené ldtce denné, pét aZ sedm dnd v tydnu, po dobu 28 dnd. Zvifata v satelitnich
skupindch uréenych pro ndslednd pozorovani by neméla byt dalsich 14 dnt exponovéna, aby se posoudilo
zotaveni z toxickych acinkd, nebo jejich pietrvavani. Teplota, pfi které ma byt zkouska provedena, by méla
byt udrzovdna na 22 +3 °C.

Relativni vlhkost md byt v idedlnim piipadé udrzovdna nejlépe mezi 30 % a 70 %, ale v urcitych
piipadech to nemusi byt realizovatelné (napf. zkousky nékterych aerosolt). Udrzovani mirného podtlaku
v komofe (<5 mm vodniho sloupce) zabrdni unikdni zkousené litky do okoli. Béhem expozice se nepoddva
potrava ani voda.

Pouziji se dynamické inhala¢ni systémy s vhodnym kontrolnim analytickym systémem pro regulaci
koncentrace. Aby bylo dosazeno vyhovujicich koncentraci, doporucuje se provést piedbézny experiment.
Pritok by mél byt nastaven tak, aby zajistil homogenni podminky v celé expozi¢ni komote. Systém by mél
zajistit, Ze bude stélych podminek expozice dosazeno co nejrychleji.
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1.6.3.1

1.6.3.2

Provadi se méfeni nebo monitorovani téchto velicin:

a) pritok vzduchu (kontinudlng);

b) skutecnd koncentrace zkousené litky v dychaci zoné. Béhem denni expozice se nemd koncentrace lisit
od stredni hodnoty o vice nez 15 %. U nékterych aerosol viak nelze této Grovné regulace dosdhnout
a pripousti vétsi rozsah kolisini. Béhem celé studie maji byt kazdodenni koncentrace co nejstalejsi.
V piipadé aerosolii se provadi nejméné jedna analyza velikosti ¢dstic u kazdé experimentalni skupiny
jednou tydng;

¢) teplota a vlhkost, pokud mozno kontinudlné.

Béhem expozice a po jejim ukonceni se provadéji a systematicky zaznamendvaji pozorovéni; zdznamy se
vedou pro kazdé jednotlivé zvife. VSechna zvifata se pozoruji denné a zaznamendvaji se piiznaky toxicity,
véetné doby jejich ndstupu, stupné a trvdni. Pozorovdni zahrnuji zmény na kizi, na srsti, na ocich, na
sliznicich, a rovnéz zmény dychini, krevniho obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové
soustavy, somatomotorické aktivity a chovdni. Kazdy tyden se zvifata vdzi. Doporucuje se také, aby byla
kazdy tyden zjidténa spotieba potravy. Pravidelné pozorovani zvifat je nezbytné k tomu, aby se zajistilo, Ze
u zvifat nedochdzi ke ztritdm, napf. v dasledku kanibalismu, autolyzy tkdni nebo chybného zafazeni. Po
ukonceni studie se viechna prezivsi zvifata z jinych neZ satelitnich skupin pitvaji. Zvitata v agénii a zvifata,
kterd se trapi nebo trpi bolesti, se ihned vyfadi, humadnné utrati a pitvaji.

Na konci zkusebniho obdobi se u viech zvifat, véetné kontrolnich, provedou tato vysetent:

i) Hematologické vySetfeni: stanovit alespoit hematokrit, koncentraci hemoglobinu, pocet erytrocytd,
celkovy a diferencidlni pocet leukocytt a srézlivost krve.

i) Klinické biochemické vysetfeni krve: stanoveni alesponn jednoho parametru funkce jater a ledvin:
alaninaminotransferasa v séru (dffive zndmd jako glutamdtpyruvdttransaminasa), aspartdtaminotransferasa
séra (dfive zndmd jako glutamdtoxalacetdttransaminasa), mocovinovy dusik, albumin, kreatinin, celkovy
bilirubin a celkové bilkoviny v séru.

Mezi jind stanoveni, kterd mohou byt potfebnd pro tplné toxikologické hodnoceni, patii stanoveni vapniku,
fosforu, chloridt, sodiku, drasliku, glukosy na la¢no, analyza lipidi, hormont, acidobasické rovnovahy,
methemoglobinu, aktivity cholinesterasy.

Dalsi klinické biochemické analyzy mohou byt v piipadé potieby pouzity pro $irsi vysetfeni pozorovanych
G¢inkd.

Pitva

U vsech zvifat pouzitych ve studii se provede celkovd pitva. Alespon jdtra, ledviny, nadledviny, plice
a varlata se co nejdiive po sekci zvdzi ve vlhkém stavu, aby se predeslo vysychdni. Organy a tkdné (dychaci
systém, jétra, ledviny, slezina, varlata, nadledviny a srdce, i vSechny orgdny s lézemi nebo zménami
velikosti) je tfeba uchovdvat ve vhodném médiu s ohledem na pozdéjsi histopatologickd vysetfeni. Plice je
tieba vyjmout bez poskozeni, zvdzit a fixovat vhodnym médiem tak, aby se zachovala struktura.

Histopatologické vyetieni

U skupiny, které byla poddna nejvyssi koncentrace, a u kontrolni skupiny se provede histologické vysetieni
uchovanych orgdnt a tkdni. Orgdny a tkdné, u nichZ se ve skupiné s nejvyssi koncentraci objevi poskozeni
zplisobend zkouSenou ldtkou, se podrobi histologickému vySetieni i u vSech skupin s niz§imi dédvkami.
U zvifat ze viech satelitnich skupin se provede histologické vysetfeni se zvldstnim dirazem na orginy a

tkdné, na kterych byly pozorovany ucinky u ostatnich exponovanych skupin.

DATA

Data se shrnou do tabulky, pficemz se pro kazdou exponovanou skupinu uvede pocet zvifat na zacitku
zkousky a pocet zvifat, kterd vykazuji jednotlivé typy léze.
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Vsechny vysledky se zhodnoti vhodnou statistickou metodou. Lze pouzit jakoukoli uznanou statistickou
metodu.
ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— zivo¢isny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, strava atd.,

— zkudebni podminky:

Popis expozicniho zafizeni, vcetné konstrukce, typu, rozmérd, zdroje vzduchu, systému piipravy
aerosolt, klimatiza¢nitho systému, popis Cisténi odpadniho vzduchu a zplsobu umisténi zvifat ve
zkuSebni komote, pokud je pouzita. Popii se zafizeni pro méfeni teploty, vlhkosti vzduchu, popiipadé
stdlosti koncentraci nebo distribuce velikosti ¢dstic aerosolu.

Udaje o expozici

Mély by byt zpracoviny do tabulky s uvedenim stfednich hodnot a charakteristik variability
(napf. smérodatné odchylky) a mély by pokud mozno zahrnovat tyto informace:

a) pritok vzduchu inhala¢nim zafizenim;
b) teplota a vlhkost vzduchu;

¢) nomindlni koncentrace (celkové mnozstvi zkousené latky pfividéné do inhalacniho zafizeni, délené
objemem vzduchu);

d) povaha vehikula, pokud bylo pouzito;

¢) skute¢nd koncentrace v dychaci zong;

f) hmotnostni medidn acrodynamického priméru (MMAD) a geometrickd smérodatnd odchylka (GSD),
tidaje tykajici se odezev podle pohlavi a koncentrace,

doba uhynuti nebo tidaj o preziti zvifat do ukonceni zkousky,

popis toxickych nebo jinych Gcinkd, droven, pii které nedochdzi k G¢inkam,

doba pozorovani kazdého neobvyklého piiznaku a jeho dalsi vyvoj,

udaje o spotiebé potravy a o télesné hmotnosti,

provedend hematologickd vy3etfeni a vysledky,

provedend klinickd biochemickd vysetfeni a vysledky,

pitevni ndlezy,

— podrobny popis viech histopatologickych ndlez,

— statistické zpracovani vysledkd, kde je to mozné,

— diskuse a vysledky,

— interpretace vysledkd.

HODNOCENI A INTERPRETACE

Viz obecny dvod, ¢ast B (D).

LITERATURA

Viz obecny dvod, ¢ast B (E).
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.2.1

B.9 DERMALNI TOXICITA (28DENNI OPAKOVANA APLIKACE)

METODA

UvVOD

Viz obecny dvod, ¢ist B (A).
DEFINICE

Viz obecny dvod, ¢ist B (B).
REFERENCNI LATKY

Zadné.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Zkougend litka se denné po dobu 28 dni nandsi na kazi v odstupfiovanych ddvkdch nékolika skupindm
pokusnych zvifat, a to kazdé skupiné jedna troven ddvky. Béhem doby aplikace se zvifata denné pozoruji
s cilem zjistit pfiznaky toxicity. Zvifata, kterd v prabéhu zkousky uhynula, i zvifata, kterd do konce
zkousky prezila, se pitvaji.

KRITERIA JAKOSTI
Nejsou stanovena.
POPIS METODY
Pfiprava

Nejméné 5 dni pied zkouskou jsou zvifata chovdna v takovych podminkdch chovu a krmeni, v jakych
budou béhem zkousky. Pred zkouskou se provede néhodny vybér zdravych mladych dospélych zvifat, kterd
se piifadi do experimentdlnich a kontrolnich skupin. Kritce pfed zahdjenim zkousky se zvifatim ostithd
srst na zddech. Vyholeni srsti je rovnéz mozné, mélo by se vak provést asi 24 hodin pred zkouskou.
Ostithani nebo oholeni je potfeba obvykle opakovat piiblizné v tydennich intervalech. Pii stithdni nebo
holen{ srsti je tieba dbat na to, aby se neporanila kiize. Pro aplikaci zkousené latky se pfipravi nejméné
10 % povrchu téla. P rozhodovani o velikosti pfipravované plochy kaze, kterd méd byt zbavena srsti, a o
velikosti kryctho obvazu je tieba vzit v tivahu hmotnost zvifat. Pii zkouskdch pevnych latek, které mohou
byt podle potieby rozetieny na prach, se zkousend ldtka dostate¢né navlh¢i vodou nebo podle potieby
vhodnym vehikulem, aby se zajistil dobry styk s kizi. Kapalné zkousené litky se zpravidla aplikuji
nefedéné. Aplikace se provadi pét az sedm dnt v tydnu.

ZkuSebni podminky

Pokusnd zvifata

Mohou byt pouziti dospéli potkani, krilici nebo morcata. Lze pouzit i jiné Zivocisné druhy, ale jejich
pouziti musi byt zdtivodnéno.

Na zacdtku zkousky by nemélo rozpéti odchylek hmotnosti pouzitych zvifat u obou pohlavi (pro kazdé
pohlavi zvldst) piekrocit £20 % piislusné stiedni hodnoty.
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1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.4

1.6.2.5

1.6.3

Pocet a pohlavi

Pro kazdou droven dévky se pouzije nejméné 10 zvifat (pét samic a pét samctl). Samice musi byt nullipary
a nesmi byt bfezi. Pokud se plinuje usmrcovédni zvifat v pribéhu studie, je nutno zvysit celkovy pocet
zvifat o pocet zvifat, kterd budou usmrcena pred koncem studie. Mimoto je mozné exponovat po dobu
28 dna satelitni skupinu 10 zvifat (pét zvifat kazdého pohlavi) vysokou dévkou a béhem ndsledujicich
14 dnti po podavani sledovat vratnost, trvani nebo zpozdény vyskyt toxickych dcinkd. Pouzivd se také
satelitni skupina 10 kontrolnich zvifat (pét zvifat kazdého pohlavi).

Urovné ddvek

Pouziji se nejméné tii drovné ddvek a kontrolni skupina nebo, je-li pouzito vehikulum, kontrolni skupina
s vehikulem. Doba expozice by méla byt nejméné Sest hodin denné. Zkousend ldtka by méla byt aplikovana
kazdy den pfiblizné¢ ve stejnou dobu a ddvkovani by mélo byt pravidelné (tydné nebo kazdych ¢trnact dnd)
piizptisobeno, aby bylo konstantni vzhledem k télesné hmotnosti zvifete. S vyjimkou aplikace zkousené
latky se se zvifaty v kontrolni skupiné zachdzi stejné jako se zvifaty v exponované skupiné. Pouzije-li se
pro usnadnéni aplikace vehikulum, aplikuje se na kontrolni skupinu stejnym zptisobem a ve stejném
mnozstvi, jako ve skuping, které se aplikuje nejvyssi dévka. Nejvyssi droven davky by méla mit za nédsledek
toxické ucinky, ale neméla by zpiisobit Zddnd uhynuti, nebo by méla mit za ndsledek maly pocet uhynuti.
Nejnizsi ddvka by neméla vyvolat zddné zndmky toxicity. Je-li k dispozici pouzitelny odhad expozice
clovéka, méla by jej nejnizsi droven prekracovat. V idedlnim piipadé by méla stiedni droven ddvky vyvolat
minimdlni pozorovatelné toxické tcinky. Pouzije-li se vice nez jedna stiedni droven davky, mély by se
arovné lisit tak, aby vyvolaly odstupniované toxické tcinky. Ve skupindch s nizkou a stfedni tirovni davky
a v kontrolni skupiné by méla byt cetnost uhynuti nizkd, aby bylo mozné provést smysluplné hodnoceni
vysledk.

Vede-li aplikace zkousené litky k zdvaznému podrdzdéni kize, je tfeba snizit koncentraci, coZz u vysoké
drovné ddvky muze vést k omezeni nebo vylouceni ostatnich toxickych ucinkd. Doslo-li navic k zdvaznému

Limitni zkouska

Nevyvold-li pii pfedbézné studii aplikace davky 1000 mgkg' nebo vyssi davky, kterd odpovidd mozné
expozici clovéka, je-li zndma, zddné toxické tcinky, neni dal3i zkouSeni potiebné.

Doba pozorovdni

Zvifata se pozoruji denné s cilem zaznamenat piiznaky toxicity. Zaznamend se doba uhynuti a doba, kdy
se zndmKky toxicity objevi a vymizi.

Postup

Zvitata se chovaji jednotlivé v klecich. Zvifatim se aplikuje zkousend ldtka denné nejlépe 7 dni v tydnu po
dobu 28 dni. Zvifata ve vSech satelitnich skupindch urcenych pro néslednd pozorovéni by neméla byt
dalsich 14 dnl exponovéna, aby se posoudilo zotaveni z toxickych acinkd, nebo jejich pretrvavani. Doba
expozice by méla byt nejméné Sest hodin denné.

Zkousend latka se nanese rovnomérné na plochu, kterd ¢ini asi 10 % celkového povrchu téla. V piipadé
vysoce toxickych latek muZe byt tato plocha mensi; co nejvétsi cast této plochy by se vsak méla pokryt co
nejslabsi a nejstejnomérnéjsi vrstvou.

Béhem expozice se zkouSend lditka udrzuje ve styku s kidzi pomoci porézntho mulového obvazu
a nedrdzdivé ndplasti. ZkuSebni plocha se dédle vhodnym zpusobem piekryje, aby se mulovy obvaz
a zkouSend ldtka fixovaly a aby zvifata zkouSenou ldtku nepozila. K zamezeni poziti litky je mozno
pouzit i prostiedki pro omezeni volnosti pohybu, uplné znehybnéni vsak nelze nedoporucit. Jako
alternativni metody je mozno pouzit ,ochranného limce®.
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1.6.4

1.6.5

Po uplynuti doby expozice se odstrani zbytky zkousené litky, pokud mozno vodou nebo jinym vhodnym
zplisobem ocisténi kiize.

Vsechna zvifata se pozoruji denné a zaznamenaji se priznaky toxicity, véetné doby jejich ndstupu, stupné
a trvani. Pozorovdni zahrnuji zmény na kizi, na srsti, na ocich, na sliznicich, a rovnéz zmény dychdni,
krevntho obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity
a chovéni. Kazdy tyden se zvifata vazi. Doporucuje se také, aby byla kazdy tyden zjisténa spotieba potravy.
Pravidelné pozorovéni zvifat je nezbytné k tomu, aby se zajistilo, Ze u zvifat nedochdzi ke ztrdtim
napf. v disledku kanibalismu, autolyzy tkini nebo chybného zafazeni. Po ukonceni studie se vSechna
piezivsi zvifata z jinych neZz satelitnich skupin pitvaji. Zvifata v agdnii a zvifata, kterd se trdpi nebo trpi
bolesti, se ihned vyfadi, humdnné utrati a pitvaji.

Na konci zkusebniho obdobi se u vSech zvifat, véetné kontrolnich, provedou tato vysetent:

1. Hematologické vySetfeni: stanovit alesponn hematokrit, koncentraci hemoglobinu, pocet erytrocytd,
celkovy a diferencidlni pocet leukocytt a srézlivost krve.

2. Klinické biochemické vysetfeni krve, véetné stanoveni alespon jednoho parametru funkce jater a ledvin:
alaninaminotransferasa v séru (dffve zndmd jako glutamdtpyruvéttransaminasa), aspartitaminotransferasa
séra (dffve zndmd jako glutamdtoxalacetdttransaminasa), mocovinovy dusik, albumin, kreatinin, celkovy
bilirubin a celkové bilkoviny v séru.

Mezi jind stanoveni, kterd mohou byt potfebnd pro tplné toxikologické hodnoceni, patii stanoveni vapniku,
fosforu, chloridd, sodiku, drasliku, glukosy na la¢no, analyza lipidi, hormont, acidobasické rovnovihy,
methemoglobinu, aktivity cholinesterasy.

Dalsi biochemické analyzy mohou byt v pfipadé potieby pouzity pro $irsi vySetfeni pozorovanych tcinkd.

Pitva

U v3ech zvifat pouzitych ve studii se provede celkovéd pitva. Alespon jétra, ledviny, nadledviny a varlata se
co nejdifve po sekei zvazi ve vlhkém stavu, aby se piedeslo vysychdni. Orgdny a tkdné, tj. normdlni
a exponovand kaze, jatra, ledviny, slezina, varlata, nadledviny, srdce a cilové organy (orgdny s lézemi nebo
zménami velikosti), je tfeba uchovdvat ve vhodném médiu s ohledem na pozdéjsi histopatologickd
vysetfent.

Histopatologické vySetfeni

U skupiny, které byla aplikovdna vysokd ddvka, a u kontrolni skupiny se provede histologické vySetieni
uchovanych orgdnti a tkdni. Orgdny a tkdné u nichZ se ve skupiné s nejvyssi drovni ddvky objevi
poskozeni zpiisobend zkousenou ldtkou, se podrobi histologickému vysetfeni i u vSech skupin s nizsimi
dévkami. U zvifat ze satelitni skupiny se provede histologické vysetfeni se zvldstnim dirazem na orgdny
a tkdné, na kterych byly pozorovany tcinky u ostatnich exponovanych skupin.

DATA

Data se shrnou do tabulky, pficemz se pro kazdou exponovanou skupinu uvede pocet zvifat na zacitku
zkousky a pocet zvifat, kterd vykazuji jednotlivé typy léze.

Vsechny vysledky se zhodnoti vhodnou statistickou metodou. Lze pouzit jakoukoli uznévanou statistickou
metodu.
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3.2

ZPRAVY
PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

udaje o zvitatech (druh, kmen, ptvod, podminky chovu, strava atd.),
zkuSebni podminky (véetné typu obvazu: okluzivni nebo neokluzivni),
drovné dévek (véetné vehikula, pokud se pouzije) a koncentrace,
davka, pfi které nedochdzi k G¢inkim, pokud je to mozné,

udaje o toxickych reakcich podle pohlavi a trovné davky,

doba uhynuti béhem studie, nebo zda zvifata piezila do konce zkousky,
toxické a jiné dcinky,

doba pozorovani kazdého neobvyklého piiznaku a jeho dalsi vyvoj,
udaje o spotfebé potravy a o télesné hmotnosti,

provedend hematologickéd vysSetfeni a vysledky,

provedend klinickd biochemickd vysetfeni a vysledky,

pitevni nélezy,

podrobny popis viech histopatologickych nalezd,

statistické zpracovani vysledkd, kde je to mozné,

diskuse a vysledky,

interpretace vysledka.

HODNOCENI A INTERPRETACE

Viz obecny tvod, ¢ast B (D).
LITERATURA

Viz obecny tdvod, ¢ist B (E).
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.2

B.10 MUTAGENITA (CYTOGENETICKA ZKOUSKA NA SAVCICH BUNKACH IN VITRO)

METODA

UvoD

Viz obecny dvod, ¢ast B (A).
DEFINICE

Viz obecny tvod, ¢ist B (C).
REFERENCNI LATKY

Z4dné.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Tato cytogenetickd zkouska in vitro je kritkodobou zkouskou mutagenity pro detekei strukturnich
chromosomovych aberaci v kultivovanych savcich bufikdch. Lze pouzit jak kultur stabilizovanych bunéc-
nych linif, tak primdrnich bunécnych kultur. Po expozici zkousené latce v pitomnosti i nepFtomnosti
vhodného metabolického aktivacniho systému se do bunécné kultury aplikuje mitoticky jed, napf. kolchicin,
ke kumulaci bunék ve stddiu mitdzy podobném metafdzi (metafize C). Bunky se ve vhodném okamziku
shromdzdi a pfipravi se chromosomové prepardty. Preparity se obarvi a metafize se analyzuji na
chromosomové abnormality.

KRITERIA JAKOSTI
Nejsou stanovena.
POPIS METODY

Pfiprava

Buriky

Pouzivaji se stabilizované bunécné linie nebo kultury primdrnich bunék, napf. buiiky kiecka c¢inského nebo
lidské lymfocyty. Pred aplikaci na buniky se zkouSend chemicka latka rozpusti v kultivaénim médiu nebo ve
vhodném vehikulu.

Metabolicky aktivacni systém

Buriky se exponuji zkouSené litce jak v piitomnosti, tak v nepfitomnosti vhodného metabolického
aktivacntho systému. Nejcastji pouzivanym systémem je kofaktorem dotovand postmitochondridlni
frakce (S9) pfipravend z jater hlodavct, zpracovana ¢inidly indukujicimi enzymy.

ZkuSebni podminky

Pocet kultur:

Pro kazdy experimentdlni bod se pouzivaji nejméné dvé kultury.
Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol:

Jako negativni kontroly se pouZivaji rozpoustédlo (jestlize neni rozpoustédlem kultivaéni médium nebo
voda), aktivaéni smés z jaternich enzymd, aktivacni smés z jaternich enzymu v rozpoustédle a neupravend
kultura.
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1.6.3

1.6.3.1

1.6.3.2

1.6.3.3

V kazdém experimentu se pouzije pozitivni kontrola; pouZije-li se k aktivaci zkousené chemické latky smés
pro metabolickou aktivaci z jaternich enzymd, musi byt jako pozitivni kontrola pouzita ldtka, kterd
prokazatelné vyzaduje metabolickou aktivaci.

Uroveri ddvek:

Jsou pouzity nejméné tii davky zkousené latky pokryvajici rozpéti nejméné jednoho fadu davky. Nejvyssi
ddvka by méla blokovat mitotickou aktivitu asi o 50 %, nebo vykazovat jiné zndmky cytotoxicity. Neni-li
latka toxickd, méla by byt zkouSena aZz na mez rozpustnosti, nebo do maximdlni koncentrace 5 mg ml".

Kultivacni podminky:

Pouzije se vhodné kultivatni médium a kultivaéni podminky (napf. teplota, kultiva¢ni nddoba, koncentrace
CO, vlhkost).

Postup

Priprava kultur

Stabilizované bunécné linie: Buniky se ziskaji ze zasobnich kultur (napf. trypsinaci nebo setfepanim), nasadi
se ve vhodné hustoté do kultiva¢nich nddob a inkubuji pfi 37 °C.

Lidské lymfocyty: Ke kultivaénimu médiu obsahujicimu fytohemaglutinin, teleci fetdlni sérum a antibiotika
se piidd plné heparinizovand krev a inkubuje se pii 37 °C.

Expozice kultur zkousené ldtce

i) Expozice bez smési pro metabolickou aktivaci z jaternich enzymi.

Je tieba, aby vSechny expozice pokud mozno pokryvaly nejméné jeden cely bunécny cyklus, a pliny
fixace musi zajistit analyzu bunék z prvni mitdzy po expozici v riznych stadiich cyklu.

Pokud expozice nepokryva cely bunéény cyklus, zvoli se riizné doby fixace tak, aby se odebraly vzorky
bungék, které byly béhem expozice v riiznych fazich bunééného cyklu tj. G, S a G,

Zkousené chemické litky se pridavaji ke kulturdm stabilizovanych bunécnych linif v exponencidlni fzi
rustu. Kultury lidskych lymfocytd se exponuji, kdyZz jsou ¢dstecné synchronizovény.

ii) Expozice se smési pro metabolickou aktivaci z jaternich enzymi.

Pro tGcely expozice by méla byt zkousend litka ptitomna spolu s aktivatnim systémem co nejdéle, aniz
by pfitom vyvoldvala toxické Gcinky na bufiky. Pokud neni mozné expozici provést tak, aby pokryvala
celé trvani bunééného cyklu, protoze piitomnost zkousené litky by vyvolala v burikdch toxické Géinky,
zvoli se doby fixace tak, aby byly odebrany vzorky, které byly béhem expozice v raznych fazich
bunééného cykly, . G, S a G,

Sklizeni bunék:

Pred sklizenim se na bunécné kultury po vhodnou dobu aplikuje inhibitor délictho vieténka. Kazdd kultura
se k analyze chromosomil sklizi a zpracovdvd samostatné. Jsou nezbytné alespori dvé doby sklizeni.
Doporucuje se, aby k prvnimu sklizeni doslo v dobé odpovidajici konci bunééného cyklu a ke druhému
pozdéji. Tim se pokryji vechny fize bunécného cyklu a pocitd se s jeho pfipadnym zpozdénim.

Priprava chromosomovyich prepardtii

Piprava prepardt pro analyzu chromosomt zahrnuje hypotonizaci bunék, jejich fixaci, naneseni na
podlozni sklicko a obarveni bunék.
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3.1

3.2

Analyza:

Nejméné 100 dobfe rozprostienych metafdzi se pro kazdou kulturu analyzuje na chromosomové aberace.
Podlozni sklicka se pred analyzou kéduji. U lidskych lymfocytt se analyzuji pouze metafize se 46 cen-
tromerami.

Ve stabilizovanych bunéénych liniich se vyhodnocuji pouze metafdze, u nichZ se pocet centromer nelisi od
modalntho poctu o vice nez +2 centromery.

Kromé toho je pro kazdou droven divky tfeba vyhodnotit mitoticky index nebo piipadné jiny ukazatel
cytotoxicity.

DATA

Data se zpracuji do tabulky. Chromatidové aberace (gapy, zlomy, vymény), chromosomové aberace
(napf. gapy, zlomy, dvojtecky, prstence, dicentrické a polycentrické chromosomy) a pocet aberantnich
metafdzi (véetné gapti a bez gaptl) se uvedou samostatné pro viechny exponované a kontrolni kultury.

Data se vyhodnoti vhodnymi statistickymi metodami.
Vysledky se musi porovnat se soubéznymi negativnimi kontrolami.

Provedou se nejméné dva nezdvislé experimenty. Je-li to védecky zdavodnitelné, muze stacit jeden
experiment. Neni nezbytné provadét druhy experiment timtéz zptisobem jako prvni experiment. K ziskdni
vystiznéjsich dat mize byt naopak vhodnéjsi nékteré zkusebni podminky pozménit.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkou$ce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— pouzité buriky,

— zkudebni podminky: slozeni média, koncentrace CO,, teplota pfi inkubaci, doba inkubace, trovné
dévek, doba expozice, doba ptisobeni pouzitého mitotického jedu a jeho koncentrace, typ metabolic-
kého aktivacniho systému, pozitivni a negativni kontroly,

— pocet bunécnych kultur,
— pocet analyzovanych metafdzi (idaje se uvedou jednotlivé pro kazdou kulturu),
— mitoticky index nebo jiné zndmky cytotoxicity,

— typ a pocet aberaci jednotlivé pro kazdou exponovanou a kontrolni kulturu, modélni pocet chromo-
somll v pouzitych stabilizovanych bunéénych liniich,

— statistické vyhodnocent,

— rozbor vysledk,

— interpretace vysledkd.
HODNOCENI A INTERPRETACE
Viz obecny tvod, ¢ist B (D).
LITERATURA

Viz obecny dvod, ¢ast B (E).
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B.11 MUTAGENITA (CYTOGENETICKA ANALYZA CHROMOSOMU V BUNKACH KOSTNi DRENE SAVCU
IN VIVO)

1. METODA
1.1 UvoD

Viz obecny dvod, ¢ast B (A).
1.2 DEFINICE

Viz obecny tdvod, ¢ast B (C).

1.3 REFERENCNI LATKY
Z4dné.
1.4 PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Tato cytogenetickd zkouska in vivo je kritkodobou zkouskou mutagenity pro zjistén{ strukturnich chromo-
somovych aberaci. Obecné se hodnoti chromosomové aberace v prvnich mitézach po expozici. V pripadé
chemickych mutagent je vétsina indukovanych aberaci chromatidového typu.

V této metodé se pouzivaji buniky kostni dfené savcti, kterym se vhodnou cestou aplikuje zkousend ldtka
a kteff se v urcitych casovych intervalech usmrti. Pfed usmrcenim se zvifatim aplikuje mitoticky jed,
napf. kolchicin, ke kumulaci bunék ve stddiu mitézy podobném metafézi (metafize C). Z bunék se pripravi
prepardty chromosomil suSené na vzduchu, ty se obarvi a metafize se vySetfuji pod mikroskopem na
chromosomové aberace.

1.5 KRITERIA JAKOSTI

Nejsou stanovena.
1.6 POPIS ZKUSEBNI METODY
1.6.1 Pfiprava

Zkougené latky se rozpusti ve fyziologickém roztoku. Pokud jsou v ném nerozpustné, rozpusti se nebo
suspenduji ve vhodnych vehikulech.

Pouziji se Cerstvé piipravené roztoky zkouSené latky. Pouzije-li se pro usnadnéni ddvkovani vehikulum,
nesmi interferovat se zkousenou latkou ani pusobit toxicky.

1.6.2 ZkuSebni podminky

1.6.2.1 Pokusnd zvifata

Pouzivaji se hlodavci, napf. potkani, mysi nebo kiecci ¢insti. Provede se ndhodny vybér zdravych mladych
dospélych zvifat, kterd se rozdéli do experimentédlnich a kontrolnich skupin.

1.6.2.2 Pocet a pohlavi

V kazdé experimentdlni i kontrolni skupiné se pouzije nejméné pét samic a pét samct. Pokud se v plidnu
experimentu piedpoklddd vice intervald sledovani po expozici, usmrti se v kazdém z nich 10 zvifat na
skupinu.

Pro pozitivni kontrolni skupinu postacuje jeden odbér.
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1.6.2.3

1.6.2.4

1.6.2.5

1.6.3

Zptisob aplikace

Zkousené litky se obvykle aplikuji jen jednou. Na zdkladé toxikologickych informaci lze realizovat
opakované aplikace. Lze je vSak pouzit pouze tehdy, nevykazuje-li zkousend ldtka cytotoxické ticinky na
buriky kostni dfené. Obvyklymi zptsoby aplikace jsou ordlni podini a intraperitonedlni injekce. Podle
potieby mohou byt vhodné i jiné zptsoby aplikace.

Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Pro pozitivni kontrolu se pouziva litka, o které je zndmo, Ze zplsobuje in vivo chromosomové aberace;
soucdsti kazdého experimentu je také negativni kontrolni skupina (s rozpoustédlem).

Uroveri ddvek

V zdkladnim kroku se pouzivd jedna ddvka zkousené litky, pficemz se jednd o maximdlni tolerovanou
dévku nebo takovou dévku, kterd vyvoldvad urcité piiznaky cytotoxicity (napf. ¢dstecnou inhibici mitozy).

Maximélni (limitni) ddvkou u ,netoxickych“ sloucenin, jejiz cinek po jednordzové aplikaci se md zhodnotit,
je 2000 mg kg’ télesné hmotnosti.

Jestlize se pouzije opakované ddvkovéni, je limitni ddvkou 1 000 mg kg télesné hmotnosti a den.

Je mozno zvolit dalsi davky, jsouli pro to védecké duvody.

Pokud zkouska slouzi pro ovéfeni, mély by se pouZit nejméné dvé dalsi trovné dévek.

Postup

Zkouska muze byt provedena dvéma zpiisoby:

i) Zvifatim se jednordzové aplikuje maximdlni tolerovand dévka. Bunky se poprvé odeberou 24 hodin po
aplikaci. Jsouli vysledky v této fézi jasné pozitivni, neni dalsi odbér bunék nutny. Jsouli vsak vysledky
negativni nebo dvojznacné vzhledem k tomu, Ze kinetika bunétného cyklu mize byt ovlivnéna
zkousenou ldtkou, provedou se dalsi dva odbéry, jeden dfive, druhy pozdéji, v pfiméfené odstupu
v rozmezi 6 aZ 48 hodin.

Pouzijili se dalsi Grovné ddvek, provede se odbér v nejcitlivéjsich okamzicich, nebo, Nejsou-li zndmy,
24 hodin po aplikaci.

ii) Pokud z informaci o farmakokinetice a metabolismu vyplyvd, Ze jsou vhodné opakované aplikace, Ize je
pouzit a odbér vzorkt by mél byt proveden 6 a 24 hodin po posledni aplikaci.

Priprava kostni dfené:

Pred usmrcenim se zvifatim intraperitonedlné vstitkne vhodnd ddvka mitotického jedu, aby se ziskal
dostatecny pocet bunék, které jsou v metafdzi C. Kostni dfen se ziskd z obou stehennich kosti zvifat, a to
vyplachnutim izotonickym roztokem bezprostfedné po usmrceni zvifat. Po vhodném hypotonickém
zpracovani se bunky fixuji a nanesou na podlozni sklicko. Po vysuSeni na vzduchu se obarvi.

Analyza:

Podlozni sklicka se pred mikroskopickou analyzou kdduji. Na jedno zvite se vysetii nejméné 50 dobre
rozprostienych metafdzi s Gplnym poctem centromer na strukturni chromosomové aberace. Mimoto lze
pro kazdé zvife stanovit mitoticky index.



410

Utedn{ véstnik Evropské unie

13fsv. 11

3.2

DATA

Data se zpracuji do tabulky. Chromatidové aberace a isochromatidové aberace (gapy, zlomy, vymény)
a mitotické indexy, pokud byly zjistény, se uvedou samostatné pro vSechna exponovand i kontrolni zvitata.
Uvedou se také stiedni hodnoty a smérodatné odchylky pro kazdou experimentdlni a kontrolni skupinu.
Data se vyhodnoti vhodnymi statistickymi metodami.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— druh, kmen a staf{ pouzitych zvifat,

— pocet zvifat kazdého pohlavi v experimentdlnich a kontrolnich skupinach,

— zkudebni podminky: podrobny popis expozice a planu odbéru vzorkd, Grovné davek, doba ptisobeni
pouzitého mitotického jedu a jeho koncentrace,

— pocet analyzovanych metafdzi na jedno zvife,

— mitoticky index, pokud byl stanoven,

— typ a pocet aberaci uvedeny jednotlivé pro kazdé exponované a kontrolni zvife,
— zndmky toxicity v priibéhu studie,

— statistické vyhodnocent,

— rozbor vysledk,

— interpretace vysledkd.
HODNOCENI A INTERPRETACE
Viz obecny dvod, ¢ist B (D).
LITERATURA

Viz obecny dvod, ¢ast B (E).
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

B.12 MUTAGENITA (TEST MIKROJADER)

METODA

UvoD

Viz obecny dvod, ¢ist B (A).
DEFINICE

Viz obecny dvod, ¢ist B (C).
REFERENCNI LATKY

Z4dné.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Test mikrojader je kritkodoby test pro zjisténi poskozeni chromosomii nebo poskozeni mitotického
apardtu chemickymi litkami in vivo u savch. Zikladem této zkousky je zvySeny vyskyt mikrojader
v polychromatickych erytrocytech exponovanych zvifat ve srovndni s kontrolnimi zvifaty.

Mikrojadra se tvoii z fragment chromosomi nebo celych chromosomi opozdénych v mitdze. P vyvoji
erytrocyti z erytroblastd je jadro vytlaceno, zatimco mikrojadro muaze zistat v cytoplasmé. V tomto testu
se vyhodnocuji mladé polychromni erytrocyty z kostni dfené laboratornich savcti, kterym byla vhodnou
cestou aplikovdna zkousenou latka. Kostni dfef je extrahovdna, rozetfenim se pfipravi preparity a obarvi
se. Pod mikroskopem se zjisti pocet mikrojader v polychromatickych erytrocytech a stanovi se pomér
polychromatickych erytrocytd k normochromatickym erytrocytim.

KRITERIA JAKOSTI

Nejsou stanovena.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Pfiprava

Zkousené latky se rozpusti v isotonickém roztoku. Pokud jsou v ném nerozpustné, rozpusti se nebo
suspenduji ve vhodnych vehikulech. Pouzije-li se vehikulum, nesmi interferovat se zkousenou ldtkou ani
pusobit toxicky. Obvykle se pouZiji Cerstvé piipravené roztoky zkousené litky.

ZkuSebni podminky

Pokusnd zvifata

Je doporuceno pouzivat mysi, lze vSak pouZivat i jiné savce. Provede se ndhodny vybér zdravych mladych
dospélych zvifat, kterd se pfifadi do jednotlivych experimentélnich a kontrolnich skupin.

Pocet a pohlavi

V kazdé experimentdlni i kontrolni skupiné se pouzije nejméné pét samic a pét samct. Pokud se v plinu
experimentu predpoklddd vice intervalt zpracovani po expozici, usmrti se v kazdém intervalu zpracovani
10 zvifat na skupinu. Pro pozitivni kontrolni skupinu postacuje jeden odbér.
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1.6.2.3 Zptisob aplikace

Zkousené latky se obvykle aplikuji jen jednou. Na zdkladé toxikologickych informaci lze realizovat
opakované aplikace. Lze je viak pouzit pouze tehdy, nevykazuje-li zkousend ldtka zddné cytotoxické tcinky
na bunky kostni dfené. Obvyklymi zpusoby aplikace jsou ordlni podani a intraperitonealni injekce. Podle
potieby mohou byt vhodné i jiné zptsoby aplikace.

1.6.2.4 Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Pfi kazdém experimentu se pouZiji jak pozitivni, tak negativni (s rozpoustédlem) kontroly.

1.6.2.5 Uroveri ddvek

V zékladnim kroku se pouzivd jedna davka zkouSené ldtky, pficemz se jednd o maximdlni tolerovanou
davku nebo takovou ddvku, kterd vyvoldvd urcité pfiznaky cytotoxicity (napf. zménu v poméru polych-
romatickych a normochromatickych erytrocytd).

Maximélni (limitni) ddvkou u ,netoxickych“ sloucenin, jejiz G¢inek po jedné aplikaci ma byt zhodnocen, je
2000 mg kg télesné hmotnosti.

Jestlize se pouzije opakované ddvkovéni, je limitni ddvkou 1 000 mg kg télesné hmotnosti a en.

Je mozno zvolit dalsi davky, jsouli pro to védecké duvody.

Pokud zkouska slouZzi pro ovéfeni, mély by se pouZit nejméné dvé dalsi trovné dévek.

1.6.3 Postup

Zkouska muze byt provedena dvéma zplsoby:

i) Zvifatim se v jedné ddvce aplikuje zkousend litka. Odbéry by mély byt provedeny v okamziku nejvyssi
reakce pii zkousce, ktery se viak mlze u rliznych ldtek lisit. Proto se kostni dfen odebird nejméné
dvakrét, ne vSak dffve nez 12 h a ne pozdgji nez 48 h po aplikaci.

Pouzijili se dalsi trovné dévek, provede se odbér v nejcitlivéjsich okamzicich, nebo, Nejsou-li zndmy,
24 hodin po aplikaci.

ii) Pokud z informaci o farmakokinetice a metabolismu vyplyvd, Ze jsou vhodné opakované aplikace, Ize je
pouzit a odbér vzorka by mél byt proveden jednou, ne dfive nez 12 hodin po posledni aplikaci.

Priprava kostni dfené

Kostni dfen se ziskd z obou stehennich kosti zvifat, a to vyplachnutim telecim fetdlnim sérem bez-
prostiedné po usmrceni zvifat. Sedimentace bunék se provadi centrifugovanim, supernatant se odstrani.
Kapky homogenni bunétné suspense se nanesou na podlozni sklicko, rozetfou se a po vysuseni na
vzduchu se obarvi.

Analyza

Podlozni sklicka se pfed mikroskopickou analyzou kéduji. Pro stanoveni vyskytu mikrojader se analyzuje
nejméné 1 000 polychromatickych erytrocytti na jedno zvite.

Pomér normochromatickych erytrocyt a polychromatickych erytrocytii se stanovi pro kazdé zvife z 1 000

erytrocytu.
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2. DATA

Data se zpracuji do tabulky. Pro vSechna exponovand zvifata i pro kontrolni zvifata se samostatné uvede
pocet vyhodnocenych polychromatickych erytrocytli, pocet polychromatickych erytrocytt s mikrojadry,
procento bunék s mikrojédry a pomér normochromatickych a polychromatickych erytrocytd. Uvedou se
také stiedni hodnoty a smérodatné odchylky pro kazdou experimentdlni a kontrolni skupinu. Data se
vyhodnoti vhodnymi statistickymi metodami.

3. ZPRAVY
3.1 PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— druh, kmen a staf{ pouzitych zvifat,
— pocet zvifat kazdého pohlavi v experimentdlnich a kontrolnich skupinach,

— zkudebni podminky: podrobny popis expozice a plinu odbéru vzorkd, Grovné dévek, tidaje o toxicité,
negativni a pozitivni kontroly,

— kritéria pro hodnoceni mikrojader,
— podle moznosti vztah davky a Gcinku,
— piiznaky toxicity v pribéhu studie,
— statistické vyhodnoceni,
— rozbor vysledk,
— interpretace vysledkd.
3.2 HODNOCENI A INTERPRETACE
Viz obecny tvod, ¢ast B (D).
4. LITERATURA

Viz obecny dvod, ¢ast B (E).
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1.1
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1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

B.13 MUTAGENITA (ZKOUSKA NA REVERSNI MUTACE U BAKTERI{ ESCHERICHIA COLI)

METODA

UVOD

Viz obecny dvod, ¢ist B (A).

DEFINICE

Viz obecny tdvod, ¢ast B (C).

REFERENCNI LATKY

Zadné.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Reversni systém kmentl Escherichia coli vyZadujicich tryptofan (trp) je mikrobidlni systém, v némz se mé¥
reverse trp- —> trp* indukovand chemickymi ldtkami, které zptisobuji zdmény bézi v genomu organismu.

Bakterie se vystavi pisobeni zkouSené litky v piitomnosti systému metabolické aktivace a bez ni. Po
piiméfené inkubacni dobé na minimalnim médiu se spocitaji kolonie revertant a porovnaji se s poctem
kolonii spontdnnich revertantli v neexponované kontrolni kultufe a/nebo v kontrolni kultufe s piidavkem
rozpoustédla.

KRITERIA JAKOSTI

Nejsou stanovena.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Zkousku lze provést dvéma metodami: 1) metodou s ptedbéznou inkubaci a 2) piimou miskovou
zkouskou, pfi niZ se bakterie a zkouSend ldtka smisi s vrchnim agarem a vylije se na povrch misky se
selektivnim médiem.

Pfiprava

Bakterie

Bakterie se kultivuji pfi 37 °C do pozdni exponencidlni, resp. do Casné staciondrni fize. Pfibliznd hustota
bunék md byt 10°-10° bunék na 1 ml.

Metabolickd aktivace

Bakterie se exponuji zkouSené ldtce jak v pritomnosti, tak v nepfitomnosti vhodného metabolického
aktivacniho systému. Nejcastéji pouzivanym systémem je kofaktorem dotovand postmitochondridlni frakce
piipravend z jater hlodavcti, upravend ¢inidly indukujicimi enzymy.
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1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.4

1.6.2.5

1.6.3

ZkuSebni podminky

Zkusebni kmeny

Pouzivaji se tfi kmeny — WP2, WP2 uvr A a WP2 uvr A pKM 101. PouZiji se uzndvané metody piipravy
a uchovdvani zdsobnich kultur. Musi byt kontrolovany ristové pozadavky a genetickd identifikace kmend,
jejich citlivost na UV zdfeni a na mitomycin C a rezistence kmene WP2 uvr A pKM 101 vici ampicilinu.
Kmeny by také mély poskytnout spontdnni revertanty v ocekdvanych rozpétich cetnosti.

Média

Pro rist a selekci mutantd se pouzivd vhodné selektivni médium, spolecné s vhodnym vrchnim agarem.

PouZiti negativnich a pozitivnich kontrol

Soubézné musi byt pouzity neexponované kontroly a kontroly s rozpoustédlem. Pozitivni kontroly musi
byt provadény také za témito dvéma Gcely:

i) Potvrzeni citlivosti bakteridlnich kment.

Pro zkousky bez metabolické aktivace je mozno pouzit jako pozitivni kontroly methylmethansulfonat,
4nitrochinolinloxid nebo lethyllnitrosomocovinu.

i) Zajisténi aktivity odpovidajictho metabolického aktivacniho systému.

Jako pozitivni kontrolni ldtka pro ovéfeni fungovani metabolického aktiva¢ntho systému ve vsech
kmenech je vhodny 2aminoanthracen. Pokud je to mozné, méla by byt pouzita pozitivni kontrola,
kterd patif ke stejné tiidé chemickych latek jako zkousend ldtka.

Mnozstvi zkouSené ldtky na jednu misku

Zkousi se nejméné pét riznych mnozstvi zkouSené litky s intervaly mezi miskami rovnymi piiblizné
poloviné dilku logaritmické stupnice. Litky se zkouSeji aZ po mez rozpustnosti, resp. toxicity. Toxicita se
prokdze sniZenim poctu spontdnnich revertantd, sniZenym rustem pozadi nebo stupném prezitl
v exponovanych kulturdch. Netoxické ldtky se zkouseji az do koncentrace 5 mg na misku, neZ je mozno
povazovat je za negativni.

Podminky inkubace

Misky se inkubuji 48 az 72 hodin pii 37 °C.

Postup

P piimé miskové zkousce bez metabolické aktivace se k 2,0 ml vrchniho agaru pfidd zkousend ldtka
a 0,1 ml Cerstvé bakteridlni kultury. Pfi zkouskdch s metabolickou aktivaci se po pfidani zkouSené latky
a bakterif pfidd k vrchnimu agaru 0,5 ml aktiva¢ni smési s vhodnym mnozstvim postmitochondridlni
frakce. Obsah kazdé zkumavky se promisi a vylije na povrch misky se selektivnim médiem. Vrchni agar se
nechd ztuhnout a misky se inkubuji 48 az 72 hodin pfi 37 °C. Po uplynuti inkubacni doby se zjisti pocet
revertantnich kolonii na misku.

Pfi metodé s predbéznou inkubaci se piipravi smés ze zkousené latky, 0,1 ml Cerstvé bakteridlni kultury
a vhodného mnozstvi aktivaéni smési nebo stejného mnozstvi pufraéniho roztoku a urcitou dobu se
piedbézné inkubuje, nez se pfidd 0,2 ml vrchniho agaru. Dalsi postup je stejny jako u miskové metody.

U obou metod se nasadi nejméné tii misky na jednu koncentraci.
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3.2

DATA

Uvedou se pocty revertantnich kolonif na misku jak pro kontrolni série, tak pro exponované série. Jak pro
zkouSenou chemickou ltku, tak pro kontroly se uvedou jednotlivé hodnoty poctu kolonif na misku,
stfedni hodnota poctu revertantnich kolonii na misku a smérodatné odchylky.

Udaje se vyhodnoti vhodnymi statistickymi metodami.

Provedou se nejméné dva nezdvislé experimenty. Neni nezbytné provddét druhy experiment timtéz
zplisobem jako prvni experiment. K ziskdni vystiznéjsich dat mdze byt naopak vhodnéjsi nékteré zkusebni
podminky pozménit.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— bakterie — pouzity kmen,

— zkudebni podminky: trovné davky, toxicita, sloZeni médii, postupy zpracovani (pfedbéznd inkubace,
inkubace), metabolicky aktivacni systém, referencni latky, negativni kontroly,

— jednotlivé pocty kolonii na misku, stfedni hodnota poctu revertantnich kolonii na misku, smérodatnd
odchylka, podle moznosti vztah ddvka/ucinek,

— rozbor vysledka,

— interpretace vysledkd.
HODNOCENI A INTERPRETACE
Viz obecny tvod, ¢ast B (D).
LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ast B (E).
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B.14 MUTAGENITA (ZKOUSKA NA REVERSNI MUTACE U BAKTERI{ SALMONELLA TYPHIMURIUM)

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.2

1.6.2.1

METODA

UvVOD

Viz obecny dvod, ¢ast B (A).
DEFINICE

Viz obecny tvod, ¢ist B (C).
REFERENCNI LATKY

Zadné.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Reversni systém kment Salmonella typhimurium vyZadujicich histidin (his) je mikrobidlni systém, v némz se
méfi reverse hiss — his® indukovand chemickymi latkami, které zptsobuji substituce bazi nebo posunové
mutace v genomu organismu.

Bakterie se vystavi pusobeni zkousené litky v piitomnosti systému metabolické aktivace a bez ni a nanesou
se na minimdlni médium. Po pfiméfené inkubacni dobé se spocitaji kolonie revertantii a porovnaji se
s poctem kolonil spontdnnich revertantd v neexponované kontrolni kultufe a v kontrolni kultufe
s piidavkem rozpoustédla.

KRITERIA JAKOSTI
Nejsou stanovena.
POPIS ZKUSEBNI METODY

Pfiprava

Bakterie

Cerstvé kultury bakterif se kultivuji pii 37 °C do pozdni exponencidlni, resp. do ¢asné staciondrni féze
ristu. Pfibliznd hustota bunék md byt 10° — 10° bunék na 1 ml.

Metabolickd aktivace

Buriky se exponuji zkouSené litce jak v piitomnosti, tak v nepfitomnosti vhodného metabolického
aktivacniho systému. Nejcastéji pouzivanym systémem je kofaktorem dotovand postmitochondridlni frakce
piipravend z jater hlodavct upravovand ¢inidly indukujicim enzymy.

ZkuSebni podminky

Zkugebni kmeny

Pouziji se nejméné Ctyfi kmeny, TA 1535, TA 1537 nebo TA 97, TA 98 a TA 100; navic lze pouzit dalsi
kmeny, jako TA 1538 a TA 102. Pouziji se uzndvané metody piipravy a uchovdvani zdsobnich kultur
kmend. Musi byt kontrolovdny rtistové pozadavky a genetickd identifikace kment, jejich citlivost na
UV zdfeni a na krystalovou violet a jejich rezistence vici ampicilinu. Pocet spontdnnich revertantd mé
byt pro viechny kmeny v ocekdvanych rozpétich Cetnosti.
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1.6.2.2 Média

Pouzivd se vhodné selektivni médium spole¢né s vhodnym vrchnim agarem.

1.6.2.3 Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Soubézné musi byt nasazeny neexponované kontroly a kontroly s rozpoustédlem. Pozitivni kontroly musi
byt provadény také za témito dvéma dcely:

i) Potvrzeni citlivosti bakteridlnich kmenti.

Pro zkousky bez metabolické aktivace lze pouZit tyto slouceniny:

Kmeny Litka pouZzivand pro reversi

TA 1535, TA 100 azid sodny

TA 1538, TA 98, TA 97 2nitrofluoren

TA 1537 9aminoakridin

TA 102 (2-fenylpropan-2-yl)hydroperoxid (kumenhydroperoxid)

—-
=
=

Zajisténi aktivity odpovidajictho metabolického aktiva¢niho systému.

Jako pozitivni kontrolni ldtka pro ovéfeni fungovdni metabolického aktiva¢niho systému ve vsech
kmenech je vhodny 2aminoanthracen. Pokud je to mozné, méla by byt pouzita pozitivni kontrola,
kterd patii ke stejné tiidé chemickych létek jako zkousend ldtka.

1.6.2.4 Mnozstvi zkouSené ldtky na jednu misku

Zkousi se nejméné pét riznych mnozstvi zkousené ldtky, které se od sebe lisi pfiblizné o polovinu dilku
logaritmické stupnice. Ltky se zkouseji aZ po mez rozpustnosti, resp. toxicity. Toxicita se prokdze snizenim
poctu spontdnnich revertantd, snizenym ristem pozadi nebo stupném preziti v exponovanych kulturdch.
Netoxické latky se zkouseji az do koncentrace 5 mg na misku, neZ je mozno povazovat je za negativni.

1.6.2.5 Podminky inkubace
Misky se inkubuji 48 az 72 hodin p#i 37 °C.
1.6.3 Postup

Pfi piimé miskové zkousce bez metabolické aktivace se k 2,0 ml vrchniho agaru pfidd zkousSend ldtka
a 0,1 ml Cerstvé bakteridlni kultury. Pfi zkouskdch s metabolickou aktivaci se po pfidani zkousené latky
a bakterif pfidd k vrchnimu agaru 0,5 ml aktiva¢ni smési s vhodnym mnozZstvim postmitochondridlni
frakce. Obsah kazdé zkumavky se promisi a vylije na povrch misky se selektivnim médiem. Vrchni agar se
nechd ztuhnout a misky se inkubuji 48 az 72 hodin pfi 37 °C. Po uplynuti inkubacni doby se zjisti pocet
revertantnich kolonii na misku. Pfi metodé s predbéznou inkubaci se pfipravi smés ze zkousené ldtky,
0,1 ml Cerstvé bakteridlni kultury a vhodného mnozstvi aktivacni smési nebo stejného mnozstvi pufracniho
roztoku a urcitou dobu se inkubuje, nez se pfidd 0,2 ml vrchntho agaru. Dalsi postup je stejny jako
u miskové metody.

U obou metod se nasadi nejméné tfi misky na jednu koncentraci.
2. DATA
Uvedou se pocty revertantnich kolonii na misku jak pro kontrolni série, tak pro exponované série.

Jak pro zkousenou chemickou ldtku, tak pro kontroly se uvedou jednotlivé hodnoty poctu kolonii na
misku, stfedni hodnota poctu revertantnich kolonii na misku a smérodatné odchylky.

Udaje se vyhodnoti vhodnymi statistickymi metodami.

Provedou se nejméné dva nezdvislé experimenty. Neni nezbytné provadét druhy experiment timtéz
zplisobem jako prvni experiment. K ziskdni vystiznéjsich dat mize byt naopak vhodnéjsi nékteré zkusebni
podminky pozménit.
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3. ZPRAVY
31 PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— bakterie — pouzity kmen,

— zkudebni podminky: trovné davky, toxicita, slozeni médii, postupy zpracovani (pfedbéznd inkubace,
inkubace), metabolicky aktivacni systém, referencni latky, negativni kontroly,

— jednotlivé hodnoty poctu kolonif na misku, stfedni hodnota poctu revertantnich kolonii na misku,
smérodatnd odchylka, podle moznosti vztah ddvkafucinek,

— rozbor vysledk,

— interpretace vysledkd.

3.2 HODNOCENI A INTERPRETACE
Viz obecny tvod, ¢ist B (D).

4. LITERATURA

Viz obecny dvod, ¢ast B (E).
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

CAST C: METODY PRO STANOVENI EKOTOXICITY

C.1 AKUTNI TOXICITA PRO RYBY

METODA
UVOD

Utelem této zkousky je stanovit akutni letdlni toxicitu ldtek pro sladkovodni ryby. Pro usnadnéni vybéru
nejvhodnéjsi zkusebni metody (statické, semistatické nebo pritokové) s cilem zajistit dostatecné konstantni
koncentrace zkousené litky po celou dobu experimentu je Zddouci mit pokud mozno k dispozici data
o rozpustnosti litky ve vod¢, o tenzi par, chemické stdlosti, disociacnich konstantich a o biologické
rozlozitelnosti latky.

Dalsi informace (napf. strukturni vzorec, stupen Cistoty, povaha a podil vyznamnych necistot v procentech,
piitomnost a mnozstvi piisad a rozdélovaci koeficient noktanol/voda) je tfeba vzit v tivahu pii planovani
zkousky i pii interpretaci vysledka.

DEFINICE A JEDNOTKY

Akutni toxicitou se rozumi zietelny nepfiznivy ucinek, ktery je v kritké dobé (fddové ve dnech)
v organismu vyvoldn expozici litce. V této zkousce se akutni toxicita vyjadfuje prostfednictvim stfedni
letdlni koncentrace (LC, ), tj. takové koncentrace litky ve vodé, kterd béhem nepfetrzité expozice po urcitou
dobu zpusobi thyn 50 % jedinct ve zkusebni skupiné ryb.

Vsechny koncentrace zkousené latky se uddvaji v hmotnosti na jednotku objemu (mg I'). Mohou se také
vyjadiit v hmotnostnich podilech (mg kg').

REFERENCNI LATKY

Zkousky s referen¢nimi latkami mohou byt provedeny s cilem prokazat, ze se reakce zkusebnich druht za
laboratornich zkuSebnich podminek podstatné nezménila.

Referencni latky nejsou pro tuto zkousku stanoveny.
PODSTATA ZKUSEBNI METODY

MuZe byt provedena limitni zkouska s koncentraci 100 mg I', s cilem prokdzat, ze LC, je vyssi neZ tato
koncentrace.

Ryby se vystavi ti¢inku riznym koncentracim zkousené litky pfidané do vody po dobu 96 hodin. Uhyn se
zaznamendvd nejméné kazdych 24 hodin a je-li to mozné, vypoctou se pii kazdém pozorovéni koncen-
trace, které zptisobi thyn 50 % ryb (LC,).

KRITERIA JAKOSTI
Kritéria jakosti se vztahuji jak na limitni zkousku, tak na dplny zkuSebni postup.

Mortalita v kontrolnich skupindch nesmi byt na konci zkousky vétsi nez 10 % (nebo jednu rybu, pokud se
pouzije méné nez deset ryb).

Koncentrace rozpusténého kysliku musi byt po celou dobu zkousky vyssi nez 60 % hodnoty nasyceni
vzduchem.
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1.6

1.6.1

1.6.1.1

Koncentrace zkousené litky nesmi po celou zkousky klesnout pod 80 % puvodnich hodnot koncentraci.

U ldtek, které se ve zkusebnim médiu lehce rozpoustéji a davaji stdlé roztoky, tj. v podstatné mife netékaji,
nerozklddaji se, nehydrolyzuji nebo se neadsorbuji, lze pocdtecni koncentraci poklddat za ekvivalentni
s nomindlni koncentraci. Musi byt potvrzeno, zZe byly koncentrace po celou zkousku udrzeny a Ze kritéria
jakosti byla dodrzena.

U latek, které
i) jsou ve zkusebnim médiu $patné rozpustné, nebo
ii) mohou vytvdret stdlé emulze nebo disperse, nebo

iii) jsou ve vodnych roztocich nestdlé,

musi byt pocitecni koncentrace brdna jako koncentrace naméfend v roztoku (nebo, neni-li to technicky
mozné, ve vodnim sloupci) na zacdtku zkousky. Koncentrace se stanovi po urcité dobé jejtho ustileni,
aviak pfed nasazenim zkusebnich ryb.

Ve vSech uvedenych piipadech musi byt béhem zkousky provedena dalsi méfeni s cilem potvrdit skute¢né
expozi¢ni koncentrace nebo dodrzeni kritérif jakosti.

pH by se nemélo zménit o vice nez o 1.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Mohou byt pouzity tfi postupy:

Statickd zkouska:

Zkouska, pfi niz zkuSebni roztok neprotékd. (Roztoky se béhem celé zkousky neméni.)
Semistatickd metoda:

Zkouska, pfi niz zkuSebni roztok neprotékd, ale je pravidelné po delsich casovych dsecich (napf. po
24 hodindch) zcela vyménovén.

Priitokovd metoda:

Zkouska toxicity, pfi niz se voda ve zkuSebnich nddrzich neustile obménuje, pficemz se zkousend latka
piivadi s vodou, kterou se zkusebni médium obnovuje.

Cinidla

Roztoky zkousenych ldtek

Zasobni roztoky o pozadované koncentraci se piipravi rozpusténim latky v deionizované vodé nebo ve
vodé podle bodu 1.6.1.2.

Zvolené zkousend koncentrace se pfipravi fedénim zdsobniho roztoku. Jsouli zkouseny vysoké koncentrace
latky, 1ze latku rozpustit piimo v Fedici vodé.

Litky se obvykle zkousi az do meze jejich rozpustnosti. U nékterych litek (napf. u litek s nizkou
rozpustnosti ve vodé nebo vysokou hodnotou P, nebo u litek, které ve vodé vytvafeji spiSe stilé disperse
nez pravé roztoky) je mozné provést zkousku pii koncentraci vy$si, nez je mez rozpustnosti, aby bylo
zajisténo, Ze je dosazeno maximalni koncentrace odpovidajici maximalni rozpustnostifstdlosti. Je oviem
nutné, aby tato koncentrace jinak nenaruSovala zkuebni systém (napf. vytvofenim filmu na hladiné
branicimu okysliceni vody atd.).

Pro piipravu zdsobnich roztoku litek s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo pro usnadnéni rozptyleni latky
ve zkudebnim médiu lze pouzit ultrazvukovou dispergaci, organickd rozpoustédla ¢i emulgitory nebo
dispergatory. Pouzijili se takové pomocné latky, mély by vsechny zkusebni koncentrace obsahovat stejné
mnozstvi téchto pomocnych ltek a stejné koncentraci pomocné latky jako ve zkuSebnich sériich by mély
byt exponovany dalsi kontrolni ryby. Koncentrace pomocnych ltek by méla byt minimélni a v Zddném
piipadé by neméla piekrocit 100 mg 1! zkusebniho média.
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1.6.1.2

1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

Zkouska se provede bez tpravy pH. Existujili zndmky toho, Ze dochdzi k vyrazné zméné pH, doporucuje
se zkousku opakovat s dpravou pH a vysledky zaznamenat. V takovém piipadé se upravi pH zdsobniho
roztoku na pH vody k fedéni, pokud proti tomu neexistuji specifické davody. Pfi tpravé pH se davd
piednost HCl a NaOH. Uprava pH se provede tak, aby nebyla koncentrace zkousené litky v zdsobnim
roztoku v podstatné mife zménéna. Dojdeli Gpravou ve zkudebnim médiu k chemické reakci nebo ke
srazeni, skuteCnosti se zaznamenaji.

Voda pro chov 1yb a fedéni

Maze byt pouzita pitnd voda (nekontaminovand potencidlné $kodlivymi koncentracemi chloru, tézkych
kovii nebo jinych ldtek), kvalitni pfirodni voda nebo upravend voda (viz doplnék 1). Upfednostiiuje se voda
o celkové tvrdosti od 10 do 250 mg I (vztaZzeno na CaCO,) a pH od 6,0 do 8,5.

Pfistroje

Veskeré piistroje musi byt vyrobeny z chemicky inertniho materidlu:
— systém pro automatické fedéni (pro prutokovou metoduy),

— piistroj pro méfeni koncentrace kysliku,

— vybaveni pro stanoveni tvrdosti vody,

— vhodny pfistroj pro méFeni teploty,

— pHmetr.

Testovaci ryby

Ryby by mély byt zdravé a bez zjevnych malformaci.

Pouzity druh by mél byt zvolen podle praktickych kritérii, jako je jejich dostupnost po cely rok, snadny
chov, vhodnost pro zkouseni, relativni citlivost k chemickym ldtkdm a jakékoli dalsi vyznamné ekonomické
a biologické faktory. Pii vybéru druhu ryb by méla byt také zohlednéna potieba srovnatelnosti ziskanych
dat a mezindrodni harmonizace (1).

Seznam doporucenych druhdi ryb pro provedeni této zkousky je uveden v dopliku 2; ddvé se ptednost
druhtm danio pruhované a pstruh duhovy.

Chov

Ryby by mély pochdzet pokud mozno z jednoho chovu a mély by byt stejné délky a stejného stafi. Ryby
musi byt chovdny nejméné 12 dni v téchto podminkdch:

Obsddka:

Vhodnd vzhledem k metodé (metoda s recirkulaci nebo priitokovd metoda) a druhu ryb.
Voda:

Viz 1.6.1.2.

Osveétlent:

Osvétleni 12 az 16 hodin denné.
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1.6.3.2

1.6.4

1.6.5

Koncentrace rozpusténého kysliku:
Nejméné 80 % hodnoty nasyceni vzdusnym kyslikem.
Krmeni:

Tiikrdt tydné nebo jednou za den; vysazeni krmeni 24 hodin pred zacitkem zkousky.

Mortalita

Po 48hodinové aklimatizaci se zaznamend mortalita a pouziji se tato kritéria:
— mortalita vy$si nez 10 % populace za 7 dni:

celd obsddka ryb se vyfadi,
— mortalita 5 az 10 % populace:

v chovu se pokracuje dalsich 7 dni. Nedojdeli k dalsim piipadim dhynu, obsiddka se pouzije,
v opacném piipadé musi byt vyfazena,

— mortalita mens$i nez 5 % populace:

obsddka je pro zkousku pouzitelnd.
Aklimatizace

Vsechny ryby musi byt nejméné na 7 dnl pred pouZitim ve zkouSce nasazeny do vody stejné kvality
a stejné teploty, jakd se pouZije pii zkousce.

ZkuSebni postup

Pred vlastni zkouskou muzZe byt provedena predbéind zkouska s cilem ziskat informace o rozsahu
koncentraci, které maji byt pouzity v hlavni zkousce.

Kromé sérif zkousek se provede kontrolni zkouska bez zkousené litky a podle potfeby kontrolni zkouska
s pomocnou litkou.

V zavislosti na fyzikdlnich a chemickych vlastnostech zkousené litky se zvoli statickd, semistatickd nebo
priitokovd zkouska, aby byla splnéna kritéria jakosti.

Ryby se exponuji zkousené ldtce za nize uvedenych podminek:
— délka expozice: 96 hodin,

— pocet ryb: nejméné 7 na kazdou koncentraci,

— nddrze: vhodny objem vzhledem k doporucené obsddce,

— obsddka: pro statickou a semistatickou zkousku se doporucuje 1,0 g I'; v pritokovém systému je
piijatelnd vys3si obsddka,

— zkudebni koncentrace: nejméné pét koncentraci, které jsou odstupriovany faktorem nepfevysujicim 2,2
a které pokryvaji rozsah mortality od 0 % do 100 %,

— voda: viz 1.6.1.2;
— osvétlent: osvétleni 12 az 16 hodin denng,
— teplota: podle druhu ryb (doplnék 2), aviak v rdmci dané zkousky kolisajic v toleranci 1 °C,

— koncentrace rozpusténého kysliku: ne nizsi nez 60 % hodnoty nasyceni vzdusnym kyslikem pii dané
teploté,

— krmenf: zddné.
Ryby se kontroluji po prvnich 2 aZz 4 hodinich a dile nejméné kazdych 24 hodin. Ryby se povazuji za

mrtvé, jestlize pii dotyku ocasni ploutve nedochdzi k Zddné reakci a nejsou-li patrné zddné dychaci pohyby.
Mrtvé ryby se odstrani, jakmile jsou zpozorovény, a thyn se zaznamend.
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Zaznamenaji se viechny zjevné abnormality (napf. ztrdta rovnovahy, zmény v plavéni, chovani, v dychaci
funkci, v pigmentaci atd.).

Meéfeni pH, obsahu rozpusténého kysliku a teploty se provadi denné.

Limitni zkouska

S vyuzitim postupl popsanych v této metodé mize byt provedena limitni zkouska s koncentraci 100 mgl'
s cilem prokdzat, ze LC,; je vy38i neZ tato koncentrace.

Je-li povaha zkouSené litky takovd, Ze ve vodé nelze doséhnout koncentrace 100 mg 1!, provede se limitn{
zkouska pii koncentraci odpovidajici rozpustnosti této litky v pouzitém médiu (nebo pfi maximalni
koncentraci, kdy latka vytvéii stdlou disperzi) (viz také bod 1.6.1.1).

Limitni zkouska se provede se 7 az 10 rybami a se stejnym poctem ryb v kontrole (kontroldch). (Podle
teorie binomického rozdéleni je pii pouziti 10 ryb a pfi nulové mortalité 99,9% pravdépodobnost, Ze je
LC,, vétsi nez 100 mg I'. Pfi 7, 8 nebo 9 rybdch znamend nulovd mortalita nejméné 99% pravdépodob-
nost, ze je LC,, vétsi nez koncentrace pouzitd v limitni zkousce.)

Dojdeli k thyntm, musi se provést celd studie. Jsou-li pozorovany subletdlni Gcinky, zaznamenaji se.

DATA A HODNOCENI

Na pravdépodobnostni logaritmicky papir se pro kazdé obdobi, kdy byla provddéna pozorovani (24, 48,
72 a 96 hodin), vynese pro kazdou dobu expozice mortalita v procentech proti koncentraci.

Pokud je to mozné, odhadnou se standardnimi postupy pro kazdou délku expozice hodnoty LC, a meze
spolehlivosti (p = 0,05); tyto hodnoty se zaokrouhli na jednu, nebo nejvyse na dvé platné Cislice (priklad
zaokrouhleni na dvé platné &islice: 173,5 se zaokrouhli na 170, 0,127 na 0,13, 1,21 na 1,2).

V piipadech, kdy je sklon kiivky zavislosti mortality v procentech na koncentraci latky piili§ strmy, aby

umoznil vypocet hodnoty LC,, postacuje graficky odhad této hodnoty.

Jestlize dvé po sobé jdouci koncentrace lisici se faktorem 2,2 vyvolaji mortalitu 0 a 100 %, jsou
dostate¢nou informaci o tom, Ze se LC,, nachaz{ mezi témito hodnotami.

Zjistili se, ze neni mozné udrzet stdlost nebo homogenitu zkousené litky, uvede se to ve zprdvé a vysledky
se interpretuji s opatrnosti.

ZPRAVY

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— tdaje o zkusebnich rybach (védecky ndzev, kmen, dodavatel, veskerd piedchozi osetfeni, velikost a pocet
ryb pouzitych pii kazdé zkusebni koncentraci),

— zdroj fedici vody a hlavni chemické charakteristiky (pH, tvrdost, teplota),

— u latek s malou rozpustnosti ve vodé tidaj o metod¢ piipravy zdsobnich a zkusebnich roztoka,

— koncentrace v§ech pomocnych létek,
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— piehled pouzitych koncentraci a veskeré dostupné informace o stdlosti zkousené litky ve zkuSebnim
roztoku pii pouzitych koncentracich,

— jestlize byly provedeny chemické analyzy, tidaje o pouzitych metoddch a ziskané vysledky,
— vysledek limitni zkousky, pokud byla provedena,

— dtvody pro volbu pouzitého zkusebniho postupu a podrobnosti o ném (napf. staticky, semistaticky,
dévkovini, pritokova rychlost, zda byla voda provzdusiovana obsddka ryb atd.),

— popis zkuSebniho zafizeni,

— svételny rezim,

— koncentrace rozpusténého kysliku, hodnoty pH, teplota zkusebnich roztokd kazdych 24 hodin,
— dtikaz, Ze byla splnéna kritéria jakosti,

— tabulka kumulativnich hodnot mortality pii kazdé koncentraci a pii kontrolni zkousce (a popiipadé pii
kontrolni zkousce s pomocnou ldtkou) pii kazdé z doporucenych dob pozorovéni,

— graf kiivky zdvislosti G¢inku, vyjadfeného v procentech, na koncentraci na konci zkousky,

— podle moznosti hodnoty LC, pii kazdé z doporucenych dob pozorovani (pfi 95% intervalu spole-
hlivosti),

— pouzité statistické metody stanoveni hodnot LC,,
— pii pouziti referencni latky a Gdaj o ziskanych vysledcich,
nejvyssi zkuSebni koncentrace, kterd nevyvolala za dobu zkousky dhyn ryb,

— nejnizsi zkusebni koncentrace, kterd vyvolala za dobu zkousky 100 % mortalitu.
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Doplnék 1

Upravend voda
Priklad vhodné fedici vody
Vsechny chemikdlie musi byt ¢istoty p.a.
Voda musi byt kvalitni destilovand nebo deionizovand s vodivosti mensi nez 5 pS-cm™.
Destila¢ni pfistroj nesmi obsahovat zddné médéné Csti.

Zdsobni roztoky:

CaCl,-2H,0O (chlorid vdpenaty dihydrét) 11,76 g
se rozpusti ve vodé a doplni vodou na 1 litr.
MgSO,-7H,0 (siran hofecnaty heptahydrat) 493 g
se rozpusti ve vodé a doplni vodou na 1 litr.
NaHCO, (hydrogenuhlicitan sodny) 259 ¢

se rozpusti ve vodé a doplni vodou na I litr.

KCl (chlorid draselny) 023 ¢
se rozpusti ve vodé a doplni vodou na 1 litr.

Upravend fedici voda

Smisi se po 25 ml vech ¢tyf zdsobnich roztokd a doplni vodou na 1 litr.

Provzdudnuje se, dokud koncentrace rozpusténého kysliku neodpovidd koncentraci nasyceni vzdusnym

kyslikem.
pH musi byt 7,8 +0,2.
Podle potieby se pH upravi pomoci NaOH (hydroxid sodny) nebo HCl (kyselina chlorovodikova).

Tato fedici voda se nechd 12 hodin stdt a nesmi byt dile provzdusiiovana.
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Koncentrace thrnu iontl Ca a Mg v tomto roztoku je 2,5 mmol-l™. Pomér mnozstvi iontd Ca: Mg je 4: 1
a pomér mnozstvi iontd Na: K je 10: 1. Celkovd koncentrace alkalickych kovii v tomto roztoku je
0,8 mmol-l™".

Jakdkoli odchylka v p¥ipravé vody k fedéni nesmi zménit slozeni ani vlastnosti vody.

Doplnék 2

Druhy ryb doporucené pro zkouSeni

Doporuceny rozsah teplot | Doporucend celkovd délka

Doporuéeny druh pii zkousce ryb
Q) (cm)

Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton - 20 az 24 3,0 0,5
Buchanan), danio pruhované
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) (Rafines- 20 az 24 5,0 £2,0
que), stievle
Cyprinus carpio (Teleostei Cyprinidae) (Linnea- 20 az 24 6,0 £2,0
nus 1758), kapr obecny
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) (Tomminck a 20 az 24 3,0 £1,0
Schlegel 1850), halancik japonsky
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) (Peters 1859), 20 az 24 3,0 £1,0
zivorodka duhova
Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) (Rafines- 20 az 24 5,0 +2,0
que, Linneanus 1758), slune¢nice modrd
Onchorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae) (Wal- 12 az 17 6,0 £2,0
baum 1988), pstruh duhovy
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) (Linneanus 1758), 20 az 24 6,0 £2,0

jelec jesen

Opatfovani ryb

Ryby uvedené v seznamu se snadno chovaji nebo jsou dobie dostupné po cely rok. Lze je mnozit a chovat
bud v rybich farmach, nebo v laboratofi za kontrolovanych zdravotnich a parazitologickych podminek tak,
aby ryby byly zdravé a byly zndmého ptivodu. Tyto ryby jsou dostupné v mnoha cdstech svéta.
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Doplnék 3

Piiklad kiivky zédvislosti mortality, vyjidfené v procentech, na koncentraci

Piiklad stanoveni LC, na pravdépodobnostnim logaritmickém papiru
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1.1

1.2

1.3

1.4

C.2 AKUTNI TOXICITA PRO DAFNIE

METODA
UvVOD

Ucelem této zkousky je stanovit stredni Geinnou koncentraci ldtky pro imobilizaci (EC,) dafnii ve
sladkovodnim prostiedi. Pred zapocetim zkousky je Zddouci mit pokud mozno k dispozici data
o rozpustnosti litky ve vod¢, o tenzi par, chemické stdlosti, disociacnich konstantich a o biologické
rozlozitelnosti 1tky.

Dali informace (napf. strukturni vzorec, stupen Cistoty, povaha a podil vyznamnych necistot v procentech,
piftomnost a mnozstvi piisad a rozdélovaci koeficient noktanol/voda) je tieba vzit v tvahu pfi pldnovan{
zkousky i pii interpretaci vysledka.

DEFINICE A JEDNOTKY

Pozadavek smérnice stanovit LC, pro dafnie se povazuje za splnény stanovenim EC,, jak je popsdno v této
zkusebni metodé.

Akutni toxicita se v této zkousce vyjadiuje stiedni Gcinnou koncentraci litky pro imobilizaci (EC,) dafnii.
Je to koncentrace (rozumi se vychozi koncentrace), kterd béhem nepretrzité expozice po urcitou stanovenou
dobu imobilizuje 50 % dafnii ve zkuSebni skupiné béhem doby plisobeni (doby expozice).

Imobilizace:

Dafnie, které nejsou schopné do 15 s po lehkém zatfepani zkusebni nddrzi zacit plavat, se povazuji za
imobilizované.

Vsechny koncentrace zkousené latky se uddvaji v hmotnosti na jednotku objemu (mg I'). Mohou se také
vyjadiit v hmotnostnich podilech (mg kg').

REFERENCNI LATKY

Zkousky s referen¢nimi ldtkami mohou byt provedeny s cilem prokdzat, ze se reakce zkuSebnich druht za
laboratornich zkusebnich podminek podstatné nezménila.

Souhrn vysledk® okruzniho testu laboratoif EHS s pouzitim Ctyf riznych litek je uveden v dopliku 2.
PODSTATA ZKUSEBNI METODY

MuZe byt provedena limitni zkouska s koncentraci 100 mg I', s cilem prokdzat, ze EC, je vyssi neZ tato
koncentrace.

Dafnie se 48 hodin exponuji zkousené ldtce pfidané v riiznych koncentracich do vody. Pouzije-li se kratsi
doba, zduvodni se ve zpravé.

Za jinak stejnych experimentdlnich podminek a v pfiméfeném rozmezi koncentraci zkousené latky ptisobi
rizné koncentrace zkouSené litky na schopnost plavani dafnii rozdilné. Rizné koncentrace maji za
nasledek skutecnost, Ze na konci zkousky ztrdci rtizny procentudlni podil dafnif schopnost plavat.
Koncentrace, které nezptisobuji Zddnou imobilizaci nebo zplsobuji 100% imobilizaci, se zjisti piimo
pozorovanim, zatimco hodnota 48hodinové EC_ se stanovi podle moZnosti vypoctem.
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Pii této metodé se pouzivd staticky systém, zkusebni roztoky se tedy béhem doby expozice neobnovuji.
1.5. KRITERIA JAKOSTI

Kritéria jakosti se vztahuji jak na limitni zkousku, tak na dplny zkusebni postup.

Imobilizace v kontrolnich zkouskich nesmi byt na konci zkousky vétsi nez 10 %.

Dafnie se v kontrolnich zkouskdch nesmi trvale zdrzovat u hladiny.

Koncentrace rozpusténého kysliku ve zkuSebni nddrzi musi byt po celou dobu zkousky vyssi nez 3 mg 1%
Koncentrace kysliku v§ak nesmi v zddném piipadé klesnout pod 2 mg I'.

Koncentrace zkousené litky nesmi po celou zkousky klesnout pod 80 % puvodni hodnoty koncentrace.

U ldtek, které se ve zkusebnim médiu lehce rozpoustéji a davaji stdlé roztoky, tj. v podstatné mife netékaji,
nerozkladaji se, nehydrolyzuji nebo se neadsorbuji, lze pocdtecni koncentraci poklddat za ekvivalentni
s nomindlni koncentraci. Musi byt potvrzeno, Ze byly koncentrace po celou zkousku udrzeny a Ze byla
dodrzena kritéria jakosti.

U latek, které
i) jsou ve zkuSebnim médiu Spatné rozpustné, nebo
ii) mohou vytvéret stdlé emulze nebo disperse, nebo

iii) jsou ve vodnych roztocich nestalé,

musi byt pocitecni koncentrace brdna jako koncentrace naméfend v roztoku (nebo, neni-li to technicky
mozné, ve vodnim sloupci) na za¢itku zkousky. Koncentrace se stanovi po urcité dobé jejiho ustdlent,
aviak pfed nasazenim zkusebnich organismd.

Ve vSech uvedenych piipadech musi byt béhem zkousky provedena dal§i méfeni s cilem potvrdit skutecné
expozicni koncentrace nebo dodrzeni kritérii jakosti.

pH by se nemélo zménit o vice nez o 1.
1.6 POPIS ZKUSEBNI METODY

1.6.1 Cinidla

1.6.1.1 Roztoky zkousenych ldtek

Zéasobni roztoky o pozadované koncentraci se pfipravi rozpusténim litky v deionizované vodé nebo ve
vodé podle bodu 1.6.1.2.

Zvolené zkusebni koncentrace se pfipravi fedénim zdsobniho roztoku. Jsouli zkouseny vysoké koncentrace
latky, 1ze latku rozpustit pfimo v Fedici vodé.

Litky se obvykle zkouseji az do meze jejich rozpustnosti. U nékterych latek (napf. u litek s nizkou
rozpustnosti ve vodé nebo vysokou hodnotou P_, nebo u latek, které ve vodé vytvareji spiSe stalé disperse
nez pravé roztoky), je mozné provést zkousku pii koncentraci vyssi, nez je mez rozpustnosti, aby bylo
zaji§téno, Ze je dosazeno maximdlni koncentrace odpovidajici maximdlni rozpustnostifstdlosti. Je ovSem
nutné, aby tato koncentrace jinak nenaruSovala zkuebni systém (napf. vytvofenim filmu na hladiné
branicimu okyslic¢eni vody atd.).

Pro piipravu zdsobnich roztoku litek s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo pro usnadnéni rozptyleni latky
ve zkudebnim médiu lze pouzit ultrazvukovou dispergaci, organickd rozpoustédla ¢i emulgdtory nebo
dispergatory. Pouzijili se takové pomocné latky, mély by vsechny zkusebni koncentrace obsahovat stejné
mnozstvi téchto pomocnych ltek a stejné koncentraci pomocné latky jako ve zkuSebnich sériich by mély
byt exponovéany dalsi kontrolni dafnie. Koncentrace pomocnych litek by mély byt minimdlni a v Zddném
piipadé by neméla piekrocit 100 mg 1! zkusebniho média.
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1.6.1.2

1.6.2

1.6.3

1.6.4

Zkouska se provede bez tpravy pH. Existujili zndmky toho, Ze dochdzi k vyrazné zméné pH, doporucuje
se zkousku opakovat s dpravou pH a vysledky zaznamenat. V takovém piipadé se upravi pH zdsobniho
roztoku na pH vody k fedéni, pokud proti tomu neexistuji specifické davody. Pfi tpravé pH se davd
piednost HCl a NaOH. Uprava pH se provede tak, aby nebyla koncentrace zkousené litky v zdsobnim
roztoku v podstatné mife zménéna. Dojdeli Gpravou ve zkudebnim médiu k chemické reakci nebo ke
srazeni, skuteCnosti se zaznamenaji ve zpravé.

Zkusebni voda

Pro tuto zkousku se pouZije upravend voda (viz doplnék 1 a odkaz (2): ISO 6341). Aby nebylo nutné
aklimatizovat dafnie pfed zkouskou, doporucuje se, aby byla voda pro kultivaci podobné jakosti (pH,
tvrdost), jako voda pro zkousku.

Pfistroje

Pouziji se bézné laboratorni pfistroje a zafizeni. Zafizeni, které piijde do styku se zkusebnimi roztoky, by
mélo byt nejlépe sklenéné:

— piistroj pro méfeni koncentrace kysliku (s mikroelektrodou, nebo jiny vhodny piistroj na méfeni
koncentrace rozpusténého kysliku ve vzorcich malého objemu),

— vhodny pristroj pro méfeni teploty,
— pHmetr,

— vybaveni pro stanoveni tvrdosti vody.
Testovaci organismy

Prednost se ddvd druhu Daphnia magna, ackoliv se pfipousti také druh Daphnia pulex. Zkusebni dafnie musi
byt na zacdtku zkousky mladsi nez 24 hodin, musi byt laboratorné odchované, bez zjevnych nemoci
a musi byt zndmého pavodu (napf. chov, piedchozi oSeteni atd.).

Zkusebni postup

Pred vlastni zkouskou mize byt provedena piedbéznd zkouska s cilem ziskat informace o rozsahu
koncentraci, které maji byt pouzity v hlavni zkousce.

Kromé sérif zkousek se provede kontrolni zkouska bez zkousené litky a podle potfeby kontrolni zkouska
s pomocnou latkou.

Dafnie se exponuji zkousené latce timto zptsobem:
— délka expozice: 48 hodin,

— pocet dafnii: nejméné 20 na kazdou zkusebni koncentraci, nejlépe rozdélenych na ctyfi skupiny po péti
dafniich nebo na dvé skupiny po 10 dafniich,

— obsddka: na kazdou dafnii by mély pfipadat 2 ml zkuSebniho roztoku,

— zkusebni koncentrace: zkuSebni roztok se pripravi bezprostiedné pied nasazenim dafnii, nejlépe bez
pouziti jiného rozpoustédla nez vody. Piipravi se koncentrace tvofici geometrickou fadu, pfiemz
pomér mezi koncentracemi nesmi byt vy$si nez 2,2. Zdroven s kontrolami se zkouseji koncentrace
dostatecné pro to, aby po 48 hodinich vyvolaly nulovou a 100% imobilizaci, a dile mezilehlé
koncentrace umoziujici vypocet 48hodinové EC, ,

— voda: viz 1.6.1.2,
— osvetleni: stiiddni{ svétla a tmy je libovolné,

— teplota: zkusebni teplota by méla byt 18 az 22 °C, aviak v rdmci dané zkousky kolisajici v toleranci
+1 °C,
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— provzdusfiovdni: zkuSebni roztok nesmi byt provzdusnovan probublédvanim,
— krmeni: zadné.

Meéfeni pH a obsahu rozpusténého kysliku v kontrolnich skupindch a u viech zkuSebnich koncentraci se
provede na konci zkousky; pH zkusebniho roztoku nesmi byt ménéno.

Tékavé slouceniny se zkouseji v hermeticky uzavienych nddobédch naplnénych po okraj, dostatecné velkych,
aby nedoslo k nedostatku kysliku.

Prohlidka dafnif se provede nejpozdéji po 24 hodindch a znovu po 48 hodinach.
Limitni zkouska

S vyuzitim postupti popsanych v této metodé maze byt provedena limitni zkouska s koncentracf 100 mg I'
s cilem prokdzat, ze EC,, je vySsi nez tato koncentrace.

Je-li povaha zkousené latky takovd, Ze ve vodé nelze dosdhnout koncentrace 100 mg I, provede se limitn{
zkouska pii koncentraci odpovidajici rozpustnosti této litky v pouzitém médiu (nebo pfi maximalni
koncentraci, kdy ldtka vytvaii stdlé disperzi) (viz také bod 1.6.1.1).

Limitni zkouska se provede s 20 dafniemi rozdélenymi do dvou nebo ¢tyf skupin a se stejnym poctem
v kontrolni skupiné (v kontrolnich skupinach). Dojdeli k imobilizaci, musi se provést celd studie.

DATA A HODNOCEN(

Na pravdépodobnostni logaritmicky papir se pro kazdé obdobi, kdy byla provddéna pozorovani (24
a 48 hodin), vynese mortalita v procentech proti koncentraci.

Pokud je to mozné, odhadnou se pro kazdé pozorovaci obdobi EC, a meze spolehlivosti (p = 0,05); tyto
hodnoty se zaokrouhli na jednu, nebo nejvyse na dvé platné cislice (pfiklad zaokrouhleni na dvé platné
Cislice: 173,5 se zaokrouhli na 170, 0,127 na 0,13, 1,21 na 1,2).

V ptipadech, kdy je sklon kiivky zavislosti mortality v procentech na koncentraci latky pfili§ strmy, aby

umoznil vypocet hodnoty EC, postacuje graficky odhad této hodnoty.

Jestlize dvé po sobé jdouci koncentrace lisici se faktorem 2,2 vyvolaji nulovou a 100% imobilizaci, jsou
dostate¢nou informaci o rozpéti, ve kterém EC,, lezi.

Zjistili se, ze neni mozné udrzet stdlost nebo homogenitu zkousené litky, uvede se to ve zpravé a vysledky
se interpretuji s opatrnosti.

ZPRAVY

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— udaje o zkuSebnim organismu (védecky ndzev, kmen, dodavatel nebo ptvod, veskera predchozi osetten,
metoda chovu — véetné ptvodu, druhu a mnozstvi potravy, frekvence krmeni),

— zdroj fedici vody a hlavni chemické charakteristiky (pH, teplota, tvrdost),
— u latek s malou rozpustnosti ve vodé tidaj o metod¢ piipravy zdsobnich a zkusebnich roztoka,
— koncentrace v§ech pomocnych létek,

— piehled pouzitych koncentraci a veskeré dostupné informace o stilosti zkousené litky ve zkuSebnim
roztoku pii pouzitych koncentracich,
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— jestlize byly provedeny chemické analyzy, tidaje o pouzitych metoddch a ziskané vysledky,
— vysledek limitni zkousky, pokud byla provedena,

— popis zkuSebniho zafizen,

— svételny rezim,

— koncentrace rozpusténého kysliku, hodnoty pH, teplota zkusebnich roztokd,

— dtikaz, Ze byla splnéna kritéria jakosti,

— tabulka kumulativnich hodnot imobility p#i kazdé koncentraci a pfi kontrolni zkousce (a popiipadé pii
kontrolni zkousce s pomocnou litkou) pfi kazdé z doporucenych dob pozorovini (24 a 48 hodin),

— graf kiivky zdvislosti Gcinku, vyjddfeného v procentech, na koncentraci na konci zkousky,

— podle moznosti hodnoty EC,, pii kazdé z doporucenych dob pozorovini (pfi 95% intervalu spole-
hlivosti),

— pouzité statistické metody stanoveni hodnot EC,,
— pii pouziti referencni latky ddaj o ziskanych vysledcich,
— nejvyssi zkuSebni koncentrace, kterd nevyvolala za dobu zkousky imobilizaci,

— nejnizsi zkusebni koncentrace, kterd vyvolala za dobu zkousky 100% imobilizaci.
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Doplnek 1

Upravend voda
Piiklad vhodné fedici vody (podle ISO 6341)
Vsechny chemikdlie musi byt cistoty p.a.
Voda musi byt kvalitni destilovand nebo deionizovand s vodivosti mensi nez 5 pS-cm™.

Destila¢ni pristroj nesmi obsahovat zddné médéné Casti.
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Zdsobni roztoky:

CaCl,-2H,O (chlorid vdpenaty dihydrét)

se rozpusti ve vodé a doplni vodou na 1 litr.

MgSO,-7H,0 (siran hofecnaty heptahydrat)

se rozpusti ve vodé¢ a dopln{ vodou na 1 litr.

NaHCO, (hydrogenuhli¢itan sodny)

se rozpusti ve vodé a doplni vodou na I litr.

KCl (chlorid draselny)

se rozpusti ve vodé a doplni vodou na 1 litr.

Upravend fedici voda

Smisi se po 25 ml viech Ctyf zdsobnich roztokt a doplni vodou na 1 litr.

11,76 g

493 g

2,59 ¢

023 g

Provzdusiuje se, dokud koncentrace rozpusténého kysliku neodpovidd koncentraci nasyceni vzdusnym

kyslikem.

pH musi byt 7,8 +0,2.

Podle potieby se pH upravi pomoci NaOH (hydroxid sodny) nebo HCl (kyselina chlorovodikova).

Tato fedici voda se nechd 12 hodin stdt a nemusi byt déle provzdusnovéna.

Koncentrace tthrnu iontt Ca a Mg v tomto roztoku je 2,5 mmoll". Pomér mnozstvi iontd Ca: Mg je 4: 1

a pomér mnozstvi iontd Na: K je 10: 1. Celkovd koncentrace alkalickych kovi v tomto roztoku je

0,8 mmol1™.

Jakdkoli odchylka v p¥ipravé vody k fedéni nesmi zménit slozeni ani vlastnosti vody.

Doplnék 2

Souhrn vysledka okruzniho testu EHS provedeného v roce 1978 (citovaného také v (2)).

Upozornéni: tcelem tohoto okruzniho testu bylo stanoveni 24hodinové hodnoty EC, .

Pouzité latky:

1) Dichroman draselny

2) Kyselina tetrapropylbenzensulfonova

3) Kyselina tetrapropylbenzensulfonovd, sodnd stl

4) Kyselina 2,4,5trichlorfenoxyoctovd, draselnd sl

Létka

Pocet zticastnénych labora-
toif

Pocet vysledki pro vypocet

Stredni hodnota 24hodi-
nové EC, mg-l"

46

36

31

32

129

108

84

72

1,5
27
27

770
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Doplnék 3

Piiklad zivislosti imobilizace, vyjddfené v procentech, na koncentraci

Piiklad stanoveni EC_ s pouzitim pravdépodobnostniho logaritmického papiru

Imobilizace v %
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1.1

1.2

1.3

C.3 ZKOUSKA INHIBICE RUSTU RAS

METODA
UVOD

Ucelem této zkousky je stanovit Gcinky litky na rtst jednobunéénych zelenych fas. Relativné kritkodobymi
zkouskami (72 hodin) lze posoudit a¢inky na nékolik generaci fas. Tato metoda mize byt upravena pro
pouziti s nékolika druhy fas, pfi¢emz musi byt v protokolu o zkousce uveden popis metody.

Pouziti metody je nejsnadnési v piipadé litek rozpustnych ve vod¢, které za podminek zkousky
pravdépodobné zistévaji ve vodé.

Metodu Ize pouzit pro latky, které piimo neovliviiuji méfeni ristu fas.

Je zédouci mit pfed zapocetim zkousky k dispozici co nejiplngjsi data o rozpustnosti litky ve vodé,
o tenzi par, chemické stdlosti, disocia¢nich konstantich a o biologické rozlozitelnosti latky.

Daldi informace (napf. strukturni vzorec, stupen Cistoty, druh a podil vyznamnych necistot v procentech,
piftomnost a mnozstvi piisad a rozdélovaci koeficient noktanol/voda) je tieba vzit v tvahu pfi pldnovani
zkousky i pii interpretaci vysledka.

DEFINICE A JEDNOTKY

Hustota bunék: pocet bunék na jeden mililitr.

Rast: zvySovani hustoty bunék béhem doby trvdni zkousky.
Rustovéd rychlost: ndrtist hustoty bunék za jednotku Casu.

EC,: v této metodé jde o koncentraci zkousené latky, kterd ma za ndsledek 50% snizeni ristu (E,.C,) nebo
rtstové rychlosti (EC, ) vzhledem ke kontrole.

NOEC (no observed effect concentration): v této metodé jde o nejvy3si zkuSebni koncentraci, pfi niZ neni
pozorovano Zadné vyznamné snizeni rustu nebo ristové rychlosti ve srovnani s kontrolou.

Vsechny koncentrace zkousené latky se udavaji v hmotnosti na jednotku objemu (mgl'). Mohou se také
vyjadiit v hmotnostnich podilech (mg-kg).

REFERENCNI LATKY

Zkousky s referencnimi litkami mohou byt provedeny s cilem prokazat, Ze se reakce zkuSebnich druht za
laboratornich zkusebnich podminek podstatné nezménila.

Pii pouziti referencni latky musi byt vysledky uvedeny do protokolu o zkousce. Jako referencni litka muze
byt pouzit dichroman draselny, ale jeho barva muize ovlivnit kvalitu a intenzitu svétla dostupného burnkdm
a také spektrofotometrickd méfeni, pokud se pouZiji. Dichroman draselny byl pouzit v mezindrodnich
mezilaboratornich testech (viz (3) a doplnék 2).
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1.4

1.5.

1.6

1.6.1

1.6.1.1

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

vz

MuZe byt provedena limitni zkouska s koncentraci 100 mgl', s cilem prokazat, ze EC,; je vyssi neZ tato
koncentrace.

Exponencidlné rostouci kultury vybranych zelenych fas jsou po nékolik generaci vystaveny za definovanych
podminek riznym koncentracim zkousené latky.

Zku3ebni roztoky se kultivuji 72 hodin, béhem nichZ se alespon kazdych 24 hodin méi hustota bunék
v kazdém roztoku. Stanovi se sniZeni ristu ve srovndni s kontrolni kulturou.

KRITERIA JAKOSTI

Kritéria jakosti se vztahuji jak na limitni zkousku, tak na cely zkusebni postup.

Hustota bunék v kontrolnich kulturdch by se méla za 3 dny zvysit alespon Sestndctkrt.

Koncentrace zkousené litky nesmi po celou zkousky klesnout pod 80 % puvodni hodnoty koncentrace.

U ldtek, které se ve zkusebnim médiu lehce rozpoustéji a davaji stdlé roztoky, tj. v podstatné mife netékaji,
nerozklddaji se, nehydrolyzuji nebo se neadsorbuji, lze pocdtecni koncentraci poklddat za ekvivalentni
s nomindlni koncentraci. Musi byt potvrzeno, ze byly koncentrace po celou zkousku udrzeny a Ze kritéria
jakosti byla dodrzena.

U latek, které
i) jsou ve zkuSebnim médiu Spatné rozpustné, nebo
ii) mohou vytvafet stdlé emulze nebo disperse, nebo

iii) jsou ve vodnych roztocich nestalé,

musi byt pocitecni koncentrace brdna jako koncentrace naméfend v roztoku na zacitku zkousky.
Koncentrace se stanovi po urcité dobé jejiho ustdlen.

Ve viech uvedenych piipadech musi byt béhem zkousky provedena dalsi méfeni s cilem potvrdit skute¢né
expozi¢ni koncentrace nebo dodrzeni kritérii jakosti.

Je zndmo, Ze podstatnd ¢dst zkouSené litky muaze byt béhem zkousky zabudovina do biomasy fas. Proto
by se za dcelem prokdzani dodrzeni kritérii jakosti mélo brdt v tvahu jak mnozstvi latky zabudované do
biomasy fas, tak litka v roztoku (nebo, neni-li to technicky mozné, ve vodnim sloupci). ProtoZe v3ak
stanoveni koncentrace latky v biomase fas mize pfedstavovat technické obtize, maze byt dodrzeni kritéri
jakosti prokdzano zkouskou s nejvyssi koncentraci litky, ale bez fas, a méfenim koncentraci v roztoku
(nebo, neni-li to technicky mozné, ve vodnim sloupci) na zactku a na konci zkousky.

POPIS ZKUSEBNIHO POSTUPU

Cinidla

Roztoky zkousenych ldtek

Zasobni roztoky o pozadované koncentraci se pfipravi rozpusténim litky v deionizované vodé nebo ve
vodé podle bodu 1.6.1.2.

Zvolené zkusebni koncentrace se pfipravi pfidinim vhodného alikvotniho podilu k ptedkulturdm fas
(viz doplnék 1). Latky se obvykle zkouSeji az do meze jejich rozpustnosti. U nékterych latek
(napi. u litek s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo vysokou hodnotou P nebo u litek, které ve vodé
vytvafeji spiSe stdlé disperse neZ pravé roztoky) je mozné provést zkousku pri koncentraci vyssi, nez je mez
rozpustnosti, aby bylo zajisténo, Ze je dosazeno maximélni koncentrace odpovidajici maximélni rozpustno-
stifstdlosti. Je ovSem nutné, aby tato koncentrace jinak nenaruSovala zkusebni systém (napf. vytvorenim
filmu na hladiné branicimu okysliceni vody atd.).
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1.6.1.2

Pro piipravu zdsobnich roztoka latek s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo pro usnadnéni rozptyleni latky
ve zkudebnim médiu lze pouzit ultrazvukovou dispergaci, organickd rozpoustédla ¢i emulgdtory nebo
dispergatory. Pouzijili se takové pomocné latky, mély by vsechny zkusebni koncentrace obsahovat stejné
mnozstvi téchto pomocnych ldtek a stejné koncentraci pomocné litky jako ve zkusebnich sériich by mély
byt exponovény dalsi kontroly. Koncentrace pomocnych litek by méla byt minimélni a v Zddném piipadé
by neméla piekrocit 100 mgl' zkusebniho média.

Zkouska se provede bez tipravy pH. Existujili zndmky toho, Ze dochdzi k vyrazné zméné pH, doporucuje
se zkousku opakovat s dpravou pH a vysledky zaznamenat. V takovém piipadé se upravi pH zdsobniho
roztoku na pH vody k fedéni, pokud proti tomu neexistuji specifické diivody. Pii dpravé pH se ddvd
piednost HCl a NaOH. Uprava pH se provede tak, aby nebyla koncentrace zkousené litky v zdsobnim
roztoku v podstatné mife zménéna. Dojdeli dpravou ve zkuSebnim médiu k chemické reakci nebo ke
srazeni, skutecnosti se zaznamenaji.

Zkusebni médium

Voda musi byt kvalitn{ destilovand nebo deionizovand s vodivosti mensi nez 5 uS-cm™. Destila¢ni piistroj
nesmi obsahovat zddné médéné casti.

Je doporuceno toto médium:

Podle nésledujici tabulky se pfipravi ¢tyfi zdsobni roztoky. Tyto roztoky se sterilizuji membrdnovou filtraci
nebo v autokldvu a skladuji se v temnu pfi 4 °C. Zdsobni roztok ¢. 4 by se mél sterilizovat pouze
membranovou filtraci. Redénim téchto roztokt se ziskaji konecné Zivné koncentrace zkusebnich roztoka.

Zivina Koncentrace v zdsobnim roztoku Konecnd koncentrace ve zkusebnim roztoku

Zasobni roztok €. 1: makroZiviny

NH,Cl 1,5 gl 15 mgl!
MgCl, 6H,0 1,2 gl! 12 mgl!
CaCl, 2H,0 1,8 gl 18 mgl™?
MgSO, 7H,0 1,5 gl! 15 mgl!
KH,PO, 0,16 gl 1,6 mgl

Zasobni roztok & 2: Fe - EDTA

FeCl, 6H,0 80 mgl! 0,08 mgl!
Na EDTA 100 mgl? 0,1 mgl!
2HO

Zasobni roztok &. 3: stopové prvky

H,BO, 185 mgl™? 0,18 mgl!
MnCl -4H,0 415 mgl™? 0,415 mgl™?
Zndl, 3 mgl! 3 x 107 mgl!
C0C12~6HZO 1,5 mgl! 1,5 x 107 mgl!
CuCl,2H,0 0,01 mgl! 1x10° mgl!
Na,MoO,2H,0 7 mgl! 7 % 107 mgl!

Zéasobni roztok ¢&. 4: NaHCO,
NaHCO, 50 gl 50 mgl"

Po ustdlen{ a po provzdu$néni by mélo mit médium hodnotu pH piiblizné 8.
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1.6.2

1.6.3

1.6.4

Piistroje a pomiicky
— Bézné laboratorni vybaveni.

— Kultiva¢ni baiky o vhodném objemu (napf. Erlenmeyerovy banky na 250 ml jsou vhodné v piipadé
zkuSebniho roztoku o objemu 100 ml). Vsechny zkuSebni bariky by mély byt identické, pokud jde
o materidl a rozméry.

— Kultiva¢ni zafizeni: mistnost nebo komora, v nichz lze udrzovat teplotu 21-25 °C +2 °C a stdlé
rovnomérné osvétleni v rozsahu vlnovych délek od 400 do 700 nm. Jestlize vSechny fasy v kontrolnich
kulturdch dosdhly doporucené rtistové rychlosti, 1ze predpoklddat, ze podminky pro jejich rist, vetné
intenzity svétla, jsou vyhovujici.

U zku3ebnich roztokdl s praimérnymi koncentracemi se doporucuje pouzit svételnou intenzitu od 60 do
120 pE'm*s' (35-70 - 10'® fotont m*s') pfi méfeni v rozsahu 400-700 nm vhodnym detektorem. Pfi
méfeni intenzity luxmetry je pfijatelny rozsah odpovidajici 6 000-10 000 Ix.

Této svételné intenzity lze dosidhnout umisténim ¢tyf az sedmi univerzdlnich biljch 30W zéfivek
(teplota chromati¢nosti priblizné 4 300 K) ve vzdalenosti 0,35 m od kultury fas.

— Mgéfeni hustoty bun¢k by se mélo provadét pfimym pocitinim Zivych bunék, napf. pod mikroskopem
s pocitacimi komuirkami. Za predpokladu dostatecné citlivosti a prokdzané dobré korelace s bunénou
hustotou mohou byt pouzity i jiné postupy (fotometrie, turbidimetrie,...).

Testovaci organismy

Je doporuceno pouzit rychle rostouci druhy zelenych fas vhodné pro kultivaci a zkouseni. Ddvd se
pfednost témto druhtm:

— Selenastrum capricornutum, napf. ATCC 22662 nebo CCAP 2784,

— Scenedesmus subspicatus, napt. 86.81 SAG.

Pozndmka:

ATCC = American Type Culture Collection (USA)
CCAP = Culture Centre of Algae and Protozoa (VB)
SAG = Collection of algal culture (Gottingen, SRN)

Pouzit{ jiného druhu fas musi byt uvedeno ve zpravé.
ZkuSebni postup
Koncentraéni rozmezi, ve kterém lze ocekdvat Gcinky, se ur¢i na zdkladé vysledk® orientacnich zkousek.

Dva parametry, jeZz jsou mirou rastu (biomasa a ristovd rychlost), mohou poskytovat zcela rozdilné
hodnoty sniZen{ ristu; v orientacni zkousce by mély byt pouZity oba parametry, aby bylo zajisténo, ze

geometrickd fada koncentraci umozni odhadnout jak E,C,, tak EC,.

Pocdtecni hustota bunck

Doporucuje se, aby byla pocite¢ni hustota bunék fasy Selenastrum capricornutum a fasy Scenedesmus
subspicatus ve zku$ebnich roztocich pfiblizné 10* bunék'-ml'. Pouzije-li se jiny druh fasy, méla by byt
biomasa srovnatelnd.

Koncentrace zkousené ldtky

Pro zkousku se pfipravi geometrickd fada nejméné péti koncentraci lisicich se od sebe vidy faktorem
nepiekracujicim 2,2. Nejniz§i zkuSebni koncentrace by neméla vykazovat zddny pozorovatelny dcinek na
rist fas. Nejvy$si zkuSebni koncentrace by méla omezit rist ve srovndni s kontrolni zkouskou nejméné
0 50 %, nejlépe by méla rist zcela zastavit.
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Opakovdni a kontroly

Plan zkousky by mél zahrnovat tii opakovani s kazdou zkusebni koncentraci. Ddle se provedou tfi kontroly
bez zkousené latky, a je-li pouzita pomocnd litka, téZ tii kontroly s touto ldtkou. Je-li pro to divod, mtze
byt plan zkousky upraven tak, Ze se pouzije vice koncentracnich tirovni a sniZi se pocet opakovani zkousky
s kazdou koncentraci.

Provedeni zkousky

Zkusebni roztoky o pozadované koncentraci zkousené litky a pozadovaném mnozstvi inokula fas se
piipravi pfiddnim alikvotnich podilti zdsobniho roztoku zkousené litky k vhodnému mnozstvi prekultury
fas (viz doplnék 1).

Kultiva¢ni banky se protiepou a umisti se do kultivaéniho zaiizeni. Bunky fas se udriuji v suspensi
tfepanim, michdnim nebo probubldvinim vzduchem, aby se zlepila vymeéna plynd a zmensilo se kolisani
pH ve zkusebnich roztocich. Kultury se udrzuji pii teploté 21-25 °C udrZované s pfesnosti na 2 °C.

Hustota bunék v kazdé bance se stanovi nejméné po 24, 48 a 72 hodin po zahdjeni zkousky. Pouzivd-li se
méfeni hustoty bunék jind metoda, nez je jejich piimé pocitini, pouzije se ke stanoveni pozadi filtrované
médium pro kultivaci fas obsahujici odpovidajici koncentraci zkousené chemické latky.

pH se méff na zacatku zkousky a po 72 hodindch.
Hodnota pH by se neméla béhem zkousky zménit vic nez o 1,5.
Zkouseni tekavych ldtek

V soucasné dobé neexistuje obecné piijaty zpiisob zkouseni tékavych latek. Je-li o litce znidmo, Ze se
snadno vypafuje, mohou byt pouzity uzaviené kultivacni nddoby se zvétSenym mrtvym objemem. PH
pldnovani objemu horni ¢asti kultivacnich ban¢k se musi zohlednit eventudlni nedostatek CO,. Byly
navrzeny varianty této metody (4).

Mél by byt ucinén pokus stanovit mnoZstvi zkouSené ldtky, které v roztoku zistalo; pii interpretaci
vysledkti zkousek s te€kavymi ldtkami v uzavienych systémech je doporuceno postupovat mimofddné
opatrné.

Limitni zkouska

S vyuzitim postupli popsanych v této metodé miize byt provedena limitni zkouska s koncentraci 100 mg1'
s cilem prokdzat, ze EC,, je vySsi neZ tato koncentrace.

Je-li povaha zkousené latky takovd, Ze nelze ve vodé dosdahnout koncentrace 100 mg™!, provede se limitni
zkouska pii koncentraci odpovidajici rozpustnosti této litky v pouzitém médiu (nebo pfi maximalni
koncentraci, kdy latka vytvéii stdlou disperzi) (viz také bod 1.6.1.1).

Limitni zkouska se provede alespori tiikrdt, se stejnym poctem kontrol. V limitni zkousce se stanovi oba
parametry, jez jsou mirou ristu (biomasa a ristova rychlost).

Zjistili se v limitni zkousce pokles riistu biomasy nebo riistové rychlosti ve srovndni s kontrolami o 25 %
nebo vice, provede se tiplnd zkouska.

DATA A HODNOCEN(

Naméfené hustoty bunék ve zkuSebni kultufe a v kontrolich se spolu s koncentracemi zkousené latky
a dobami méfeni shrnou do tabulky. Stfedni hodnota hustoty bunék pro kazdou zkusSebni koncentraci
a pro kontroly se vynese proti ¢asu (0-72 hodin) a sestroji se ristovd kiivka.

Vztah koncentrace/G¢inek se stanovi dvéma ndsledujicimi postupy. Néekteré litky mohou rist pfi nizkych
koncentracich stimulovat. V tvahu by méla byt vzata pouze data uddvajici potlaceni ristu mezi 0 a 100 %.
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2.1

2.2

POROVNANI PLOCH POD RUSTOVYMI KRIVKAMI

Plocha mezi riistovou kiivkou a vodorovnou linif N = N, se vypocte podle tohoto vzorce:

A:Nl - No x ty +Nl + N, — 2Ny « (6 —t1)+...+Nn_1 + Ny — 2Ny X (tn = ta_1)
2 2 2
kde
A = plocha,
N, = pocet bun¢k v ml v case t; (na pocitku zkousky),
N, = naméfeny pocet bunék v 1 ml v case t,
N, = naméfeny pocet bunék v 1 ml v case ¢,
t, = doba prvniho méfeni od pocitku zkousky,
t. = doba n-tého méfeni od pocitku zkousky,
n = pocet méfeni od pocitku zkousky.

Potlaceni riistu vyjadiené v % (I,) se pro kazdou koncentraci zkousené litky vypocte podle vzorce:

Ac - A

C

I = x 100

kde

plocha mezi ristovou kfivkou kontrolni zkousky a horizontdln{ linif N = N,

) plocha mezi réstovou kfivkou pii koncentraci t a horizontdlni linif N = N,.

Hodnoty I, se nanesou na semilogaritmicky nebo na pravdépodobnostni semilogaritmicky papir proti
odpovidajicim koncentracim. Vynesouli se body na pravdépodobnostni papir, prolozi se body piimka, a to
rucné nebo regresnim vypoctem.

Hodnota EC,; se odhadne odectenim z regresni piimky jako koncentrace odpovidajici 50% snizeni réistu

(I, = 50 %). Pro jednoznacné oznaceni této hodnoty v rimci této metody vypoctu se doporucuje pouzit

symbol EC, . Je dilezité, aby byla s hodnotou EC, uvedena pfisluind expozicni doba, napt. EC, (0-
72 hodin).

POROVNANI RUSTOVYCH RYCHLOSTI{

Primérnou specifickou riistovou rychlost (4) pro exponencidlné rostouci kultury lze vypocitat jako:

_InN; -In Ng
R

kde t, je cas zacitku zkousky.

Primérnou specifickou rtstovou rychlost lze také odvodit ze sklonu regresni pifmky v zdvislosti In N na
Case.

SniZzeni specifické riistové rychlosti vyjadiené v procentech pro kazdou koncentraci zkousené ldtky () se
vypocte podle vzorce:

Le = 2 H 100

He

kde

p, = stiedni specifickd ristovd rychlost v kontrole,

stiedni specifickd rastovd rychlost pro zkusebni koncentraci t.

K
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SniZeni stiedni specifické rustové rychlosti v procentech pii viech koncentracich zkousené litky ve srovnani
s kontrolni hodnotou se vynese proti logaritmu koncentrace. Hodnotu EC,; Ize odecist z vysledného grafu.
Pro jednoznacné oznaceni EC, odvozené touto metodou se doporucuje pouzit symbol EC, . Musi byt
uvedeny okamziky méfeni, napf. vztahuje-li se hodnota k ¢asu 0 a k 72 hodin, oznadi se symbolem
EC,, (0-72 hodin):

Pozndmka: Ve vyrazu pro specifickou rastovou rychlost vystupuji logaritmy, tzn. malé zmény ristové
rychlosti mohou odpovidat velkym zméndm biomasy. Hodnoty E,C a EC tedy nejsou ciselné srovnatelné.

VYPOCET NOEC

Hodnota koncentrace nezplisobujici zddné pozorovatelné acinky (NOEC) se stanovi vhodnou statistickou
metodou pro srovnavani vice vzorkd (napf. analyza rozptylu a Dunnettiv test) s vyuZzitim jednotlivych
hodnot ploch pod ristovymi kiivkami A (viz bod 2.1) nebo specifickych ristovych rychlosti p
(viz bod 2.2).

ZPRAVY
Protokol o zkou$ce ma pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— zkousend ldtka: tidaje o chemické identifikaci,
— Testovaci organismus: pivod, laboratorni kultura, ¢islo kmene, metoda kultivace,
— zkusebni podminky:
— datum zahdjeni a ukonceni zkousky a délka zkousen,
— teplota,
— slozeni média,
— kultiva¢ni zafizent,

— hodnoty pH roztoku na pocitku a na konci zkousky (je-li pozorovano kolisani pH o vice nez 1,5,
uvede se vysvétleni),

— nosi¢ a metoda pouzitd pro rozpousténi zkouSené ldtky, koncentrace nosi¢e ve zkuSebnich
roztocich,

— intenzita a kvalita svétla,
— zkuSebni koncentrace (naméfené nebo nominalni);
— vysledky:

— koncentrace bunék v jednotlivych bankich v kazdé dobé méfeni a metoda méfeni koncentrace

bunék,
— pramérné hodnoty koncentrace bunék,
— rastové kiivky,
— grafické zndzornéni vztahu koncentrace — Gcinek,
— hodnoty EC a metoda vypoctu,
— NOEC,
— dal3{ pozorované ucinky.
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Doplnek 1

Piiklad postupu kultivace fas
Obecné poznimky
Ucelem kultivace ndsledujicim postupem je ziskdni kultur fas pro zkousky toxicity.

Mély by byt pouzity vhodné metody k tomu, aby bylo zajisténo, Ze kultury fas nebudou infikoviny
bakteriemi (ISO 4833). Vhodné mohou byt axenické kultury, aviak zdkladem jsou jednodruhové kultury.

Vsechny operace se provadgji za sterilnich podminek, aby nedoslo ke kontaminaci bakteriemi a jinymi
fasami. Kontaminované kultury se vyfadi.

Postupy pfi ziskdni kultur fas
Priprava Zivnych roztokii (média):

Médium lze pfipravit zfedénim koncentrovanych zdkladnich roztokd Zivin. K ziskdni pevného média se
pfidava 0,8 % agaru. Pouzité médium by mélo byt sterilni. Sterilizace v autoklavu muaZe vést ke ztraté NH..

Kmenovd kultura:

Kmenové kultury jsou malé kultury fas, které se pravidelné ptendseji do Cerstvého média, kde slouzi jako
vychozi zkuSebni materidl. Nejsou-li kultury pravidelné pouziviny, vyockovavaji se na sikmy agar. Poté se
nejméné jednou za dva mésice prendeji do Cerstvého média.

Kmenové kultury se péstuji v Erlenmeyerovych bankich obsahujicich vhodné medium (objem pfiblizné
100 ml). Jsou-li fasy kultivovdny pfi teploté 20 °C a stdlém osvétleni, musi se pfendset kazdy tyden.

Pfi preockovani se pienese sterilni pipetou do bafky s Cerstvym mediem takové mnozstvi ,staré* kultury,
aby byla vychozi koncentrace u rychle rostouciho druhu fas asi stokrdt mensi nez koncentrace kultury
staré.

Rustovou rychlost druhu fas Ize odedist z rustové kiivky. Je-li zndma, lze z ni odhadnout hustotu, pfi niz
musi byt kultura prenesena do Cerstvého média. K tomu musi dojit pfed fdzi odumirdni kultury.

Predkultura:

Ucelem predkultur je poskytnout dostateéné mnozstvi fas potiebnych pro naockovéni zkusebnich kultur.
Predkultura se kultivuje za zkuSebnich podminek a pouzije se jesté béhem exponencidlniho ristu, to
znamend obvykle po tifdenni inkuba¢ni 1hiité. Obsahujili kultury fas deformované nebo abnormdlni buriky,
musi se odstranit.

Doplnék 2

V normé ISO 8692 — Jakost vody — Rustovd inhibi¢ni zkouska na sladkovodnich fasich Scenedesmus
subspicatus a Selenastrum capricornutum jsou uvedeny vysledky mezilaboratornich zkousek dichromanu
draselného provedenych 16 laboratofemi.

Stfedni hodnota (mg1”) Rozpéti (mgl™)

EC,, (0-72 h) 0,84 0,60 az 1,03

E,C,, (0-72 h) 0,53 0,20 az 0,75




444 Utedn{ véstnik Evropské unie 13[sv. 11
C.4 STANOVENI ,SNADNE“ BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI

CAST1  OBECNE UVAHY

L1 UvoD
Je popsdno $est metod, které umoziuji screeningové posouzeni snadné biologické rozlozitelnosti chemic-
kych latek v aerobnim vodnim prostiedi:
a) Zkouska na tbytek rozpusténého organického uhliku (DOC) (metoda C.4A)
b) Modifikovand screeningova zkouska OECD — na tbytek DOC (metoda C.4B)
¢) Zkouska na uvoliiovani oxidu uhlicitého (CO,) (modifikovand Sturmova zkouska) (metoda C.4C)
d) Zkouska manometrickou respirometrii (metoda C.4D)
¢) Zkouska v uzavienych lahvickdch (metoda C.4E)
f) Zkouska MITI (Ministerstvo zahrani¢niho obchodu a pramyslu — Japonsko) (metoda C.4F)
Obecné a spolecné tvahy pro vsech Sest zkousek jsou uvedeny v &dsti I metody. Specifické body
jednotlivych metod jsou uvedeny v castech II az VIL Piilohy obsahuji definice, vzorce a ndvody.
Mezilaboratorni srovndvaci test OECD provedeny v roce 1988 ukdzal, ze metody poskytuji shodné
vysledky. V zévislosti na fyzikdlnim charakteru latky, kterd md byt zkousena, se viak mize dévat pfednost
urcité metodg.

1.2 VYBER VHODNE METODY

Pro volbu nejvhodnéjsi metody jsou nezbytné informace o rozpustnosti, tenzi par a o adsorpénich
vlastnostech chemické latky. Pro vypocet teoretickych hodnot ajnebo ovéfeni naméfenych hodnot pa-
rametrti, napf. TSK, TCO,, DOC, TOC, CHSK (viz piilohy I a II) je nutné zndt chemickou strukturu nebo
vzorec.

Zkousené chemické ldtky, jejichz rozpustnost ve vodé je alespoin 100 mg'l!, Ize zkouset viemi metodami za
piedpokladu, Ze netékaji a neadsorbuji se. Pro ldtky Spatné rozpustné ve vodé, které t€kaji nebo se
adsorbuji, jsou vhodné metody uvedené v tabulce 1. Zplisob, jakym je tfeba zachdzet s litkami $patné
rozpustnymi ve vodé a s litkami tékavymi, je popsin v pifloze IIl. Mirné tékavé litky je mozno zkouset
metodou tbytku DOC, pokud je ve zkusebnich nddobdch (které musi byt vhodné uzavieny) dostatecné
velky prostor pro plyn. V tomto pifpadé musi byt provedena abiotickd kontrola pro zohlednéni piipadné
fyzikalni ztraty.

Tabulka 1: Pouzitelnost zkuSebnich metod

Vhodnost pro litky
Zkouska Analytickd metoda B B
spatne 10z~ X B s
) tékavé adsorbujici se
pustné
na tbytek DOC rozpustény organicky — — +/-
uhlik
modif. zkouska OECD - | rozpu$tény organicky — — +/-
na tbytek DOC uhlik
na uvoliiovani CO, respirometrie: uvolfiovan{ + — +
Co,
manometrickd respirome- | manometrickd respirome- + +- +
trie trie: spotfeba kysliku
zkouska v uzavienych | respirometrie: rozpustény +[- + +
lahvickach kyslik
MITI respirometrie: spotieba + +[- +
kysliku
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Pro interpretaci ziskanych vysledkd, zejména pokud jsou vysledky nizké nebo margindlni, se vyzaduji
informace o Cistoté nebo relativnich podilech hlavnich slozek zkouseného materidlu.

Pro volbu vhodnych zkuSebnich koncentraci mohou byt velmi uzite¢né informace o toxicité zkousené
chemické litky pro bakterie (pifloha IV); tyto informace mohou byt ddlezité pro sprdvnou interpretaci
nizkych hodnot biologického rozkladu.

REFERENCNI LATKY

Pro ovéfeni postupu se soubézné se zkouskou a ve vlastni barice zkouseji referencni chemické latky, které
splnuji kritéria snadné biologické rozlozitelnosti.

Vhodnymi chemickymi ldtkami jsou anilin (Cerstvé piedestilovany), natriumacetdt, natriumbenzodt. Viechny
tyto referencni chemické litky se za podminek v uvedenych metoddch rozklddaji, i kdyz se zdmérné
nepfidd zddné inokulum.

Byl poddn névrh hledat referen¢ni chemickou latku, kterd by byla snadno rozlozitelnd, aviak vyzadovala by
piiddni inokula. Navrzen byl kaliumhydrogenftaldt. O této latce je tieba jesté ziskat vice dajd, nez ji bude
mozné piijmout jako referencni latku.

V respirometrickych zkouskdch mohou v dusledku nitrifikace ovlivnit spotiebu kysliku ldtky obsahujici
dusik (viz pfilohy 1I a V).

PODSTATA ZKUSEBNICH METOD

Roztok nebo suspense zkouSené litky v minerdlnim prostiedi se inokuluje a kultivuje v acrobnich
podminkdch v temnu nebo v difuznim svétle. Mnozstvi DOC ve zkuSebnim roztoku pochédzejici
z inokula se musi udrzovat ve srovndni s DOC pochdzejictho ze zkouSené litky co nejnizsi. Endogenni
aktivita inokula se zohledni na zdkladé soubézné slepé zkousky s inokulem, aviak bez zkousené ldtky,
tiebaze endogenni aktivita bunék v pfitomnosti latky pfesné neodpovidd aktivité v endogenni kontrolni
zkousce. Za tdcelem kontroly postupu se soubézné provadi zkouska s referencni latkou.

Obecné se rozklad sleduje stanovenim parametrii jako DOC, tvorba CO, nebo spotieba kysliku a méfeni se
provadgji v dostatecné kratkych intervalech, aby bylo mozné identifikovat zactek a konec biologického
rozkladu. Méfeni automatickymi respirometry je kontinudlni. Nékdy se doplikové k jinému parametru méf{
DOC, avSak obvykle pouze na zacitku a na konci zkousky. Lze rovnéz pouzit specifickou chemickou
analyzu, kterou se vyhodnoti primdrni rozklad zkousené litky nebo kterou se stanovi koncentrace
kteréhokoli vzniklého meziproduktu (ve zkousce MITI povinné).

Zkouska obvykle trvd 28 dnt. Je viak mozné ukoncit méfeni pred uplynutim 28 dni, tj. jakmile vykazuje
kiivka biologického rozkladu platé po tf po sobé ndsledujici méfeni. Je také mozné méfeni po 28 dnech
prodlouzit, jestlize z kiivky vyplyva, zZe biologicky rozklad zacal, aviak 28. dne jesté nebylo jesté dosazeno
platé.

KRITERIA JAKOSTI

Reprodukovatelnost

Vzhledem k charakteru biologického rozkladu a smésnych populaci bakterii pouZzivanych jako inokula se
stanoveni provadéji nejméné duplicitné.

Je obecné zndmo, Ze ¢im vyssi je koncentrace mikroorganismi pridanych na pocitku do zkusebniho
média, tim mensi jsou rozdily mezi vicendsobnymi méfenimi. Okruzni testy rovnéz ukdzaly, ze mezi
vysledky ziskanymi riiznymi laboratofemi mohou byt velké rozdily, aviak u snadno biologicky rozlozitel-
nych sloucenin se obvykle dosahuje dobré shody.
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1.5.2

Platnost zkousky

Zkouska se povazuje za platnou, je-li na konci zkousky nebo popiipadé na konci 10denniho obdobi
rozkladu rozdil hodnot krajnich vysledk vicendsobnych méfeni rozkladu zkouSené chemické latky
v oblasti platé kiivky mensi nez 20 % a dosdhlli stupen rozkladu referen¢ni latky vyjadfeny v procentech
trovné snadné biologické rozlozitelnosti do 14 dni. Neni-li splnéna kterdkoli z téchto podminek, méfeni se
opakuje. Vzhledem k ndro¢nosti metod neznamenaji nizké hodnoty nutné skute¢nost, Ze zkouSend ldtka
neni v podminkich Zivotniho prostiedi biologicky rozloZitelnd, ale znamenaji, Ze k prokdzédni biologické
rozlozitelnosti jsou tieba dalii studie.

Jestlize ve zkousce toxicity zahrnujici jak zkouSenou ldtku, tak referencni chemickou latku doslo béhem
14 dnd k méné¢ nez 35% rozkladu (stanoveného podle DOC) nebo k méné nez 25% rozkladu
(stanoveného podle TSK nebo TCO,), lze zkouSené chemické litky povazovat za inhibujici (viz také
piiloha IV). Série zkousek by méla byt opakovdna, pokud mozno s nizsi koncentraci zkousené chemické
latky a/nebo s vyssi koncentraci inokula, aviak ne s koncentraci vy$3i nez 30 mg pevnych latek v litru.

OBECNE POSTUPY A PRIPRAVA

Obecné podminky pro zkousky jsou shrnuty v tabulce 2. Piistroje a dal§i experimentdlni podminky
specifické pro jednotlivé metody jsou popsdny dile v kapitoldch pro tyto piislusné metody.

Tabulka 2: ZkuSebni podminky

Zkousk Zkouska na | Manometric- MOd.if‘ screes Zkouska Zkousk
Zkouska £rouska ha uvolnovani kd respiro- nmngova v uzavienych oLska
tbytek DOC . zkouska s MITI ()
Co, metrie OECD lahvickach
Koncentrace 2-10 100
zkousené latky
mgl™! 100
mg DOC/] 10-40 10-20 10-40
mg TSK]I 50-100 5-10
Koncentrace in- < 30 mg/l SL 0,5 ml se- < 5 ml 30 mg/l SL
okula (bunky/l, p kunddrni odpadni (107-10%)
piiblizng) nebo < 100 ml odpadni vody/l odpadni vody/l
(107-10%) vody(l (10*-10°)
(10°)
Koncentrace
prvka
v minerdlnim
médiu (v mgl™)
I3 116 11,6 29
N 1,3 0,13 1,3
Na 86 8,6 17,2
K 122 12,2 36,5
Mg 2,2 2,2 6,6
Ca 9,9 9,9 29,7
Fe 0,05-0,1 0,05-0,1 0,15
pH 7,4 £0,2 nejlépe 7,0
Teplota 22 £2 °C 25 1 °C
DOC = rozpustény organicky TSK = teoretickd spotfeba kysliku, SL = suspendované latky
uhlik,
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1.6.1

1.6.2

1.6.3

1.6.4

Redici voda

Pouzivd se deionizovand nebo destilovand voda neobsahujici inhibujici koncentrace toxickych latek
(napf. ionty Cu*). Voda smi obsahovat nejvyse 10 % obsahu organického uhliku vneseného zkousenym
materidlem. Vysokd Cistota vody pro zkousky je nezbytnd pro to, aby se nevyskytovaly vysoké hodnoty
slepého pokusu. Kontaminace maze pochdzet z vlastnich pritomnych necistot, z materidlu ménice iontd,
z rozkladnych ldtek z bakterif a fas. Pro kazdou sérii méfeni se pouzije pouze jedna Sarze vody, kterd byla
piedem piekontrolovdna analyzou DOC. Tato kontrola neni nutnd u zkousky v uzavienych lahvickich,
spotieba kysliku vodou vsak musi byt nizkd.

Zisobni roztoky minerdlnich slozek

Pro pifpravu zkusebnich roztoka se pfipravi zdsobni roztoky o vhodnych koncentracich minerdlnich slozek.
Nize uvedené zdsobni roztoky je mozné pouzit (pfi raznych ziedovacich faktorech) pro metodu s tibytkem
DOC, modifikovanou screeningovou metodu OECD, metodu s uvolfiovinim CO,, pro manometrickou
respirometrii a pro metodu s uzavienymi lahvickami. Ziedovaci faktory a specifickd piiprava minerdlniho
media pro zkousku MITI jsou uvedeny v oddilech pro jednotlivé zkousky.

Zdsobni roztoky: Za pouziti reak¢nich Cinidel Cistoty p.a. se pripravi tyto zdsobni roztoky:

a) Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH PO, 8,50 g
Hydrogenfosfore¢nan didraselny, K, HPO, 21,75 g
Hydrogenfosforecnan disodny dihydrét, Na,HPO,-2H,0 33,40 g
Chlorid amonny, NH4C1 0,50 g
Rozpusti se ve vod¢ a doplni na 1 litr. pH roztoku musi byt 7,4.

b) Chlorid vépenaty bezvody, CaCl, 27,50 g
nebo chlorid vépenaty dihydrat, CaCl,-2H,0 36,40 g

Rozpusti se ve vod¢ a doplni na 1 litr.

0) Siran hofecnaty heptahydrat, MgSO,-7H,0 22,50 g
Rozpusti se ve vodé¢ a doplni na 1 litr.

d) Chlorid Zelezity hexahydrdt, FeCl,-6H,0 025¢

Rozpusti se ve vod¢ a doplni na 1 litr.

Pozndmka: Aby nebylo nutné pfipravovat tento roztok bezprostfedné pred pouzitim, pfidd se jedna kapka
koncentrované kyseliny chlorovodikové nebo 0,4 g disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA)
na 1 litr.

Zasobni roztoky chemickych litek

Pokud je rozpustnost vyssi nez 1 gl?, rozpusti se napiiklad 1-10 g (podle potieby) zkousené nebo
referencni latky v deionizované vodé a doplni se na 1 litr. Jinak se zdsobni roztoky pfipravuji v minerdlnim
médiu, nebo se chemickd litka pfidd piimo do minerdlntho média. Pokud jde o postup s méné
rozpustnymi chemickymi ldtkami, viz piiloha III; ve zkousce MITI (metoda C.4-F) se nepouzivaji ani
rozpoustédla, ani emulgacni Cinidla.

Inokula

Inokulum lze ziskat z fady zdroji: z aktivovaného kalu, ze splaskovych vod (nechlorovanych),
z povrchovych vod a piid nebo z jejich smési. Pouzivli se aktivovany kal ve zkousce na dbytek DOC, na
uvoliovani CO, a ve zkousce manometrickou respirometrii, mél by byt odebrdn z (istirny nebo
z laboratorni jednotky cistici prevazné domovni odpadni vody. U inokuli z jinych zdroji byl zjistén veétsi
rozptyl vysledkd. V modifikované screeningové zkousce OECD a ve zkouSce v uzavienych lahvickdch je
potiebné ziedéngjsi inokulum bez vlocek kalu a nejvhodnéjsim zdrojem je voda z druhého stupné Cistirny
domovnich odpadnich vod nebo z laboratorni jednotky. Pro zkousku MITI se inokulum ziskdvd ze smési
zdroji a je popsdno v oddilu vénovaném této zkousce.
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1.6.4.1

1.6.4.2

1.6.5

1.6.6

Inokulum z aktivovanych kalii

Odebere se Cerstvy vzorek aktivovaného kalu z aeracni nddrze Cistirny odpadnich vod nebo laboratorni
jednotky cistici prevazné domovni odpadni vody. Podle potieby se filtraci pfes jemné sito odstrani hrubé
Castice a kal se udrzuje v aerobnich podminkéch.

Jinou moznosti je usazeni nebo odsttedéni (napf. 10 min pfi 1 100 g) po odstranéni hrubych ¢dstic. Voda
nad usazeninou se odstrani. Kal se promyje minerdlnim médiem. Koncentrovany kal se suspenduje
v minerdlnim médiu na koncentraci 3-5 g suspendovanych pevnych ltek na litr a az do pouZiti se
provzdusnuje.

Kal by mél byt odebrdn z dobfe fungujici konvenéni €istirny. Je-li nutné odebrat kal z Cistirny s vysokym
vykonem nebo predpokladili se, Ze kal obsahuje inhibitory, je tieba jej promyt. Po dikladném promichdni
se kal nechd usadit nebo se odstfedi, voda nad usazeninou se odstrani a promyty kal se opét suspenduje
v nové ddvce minerdlntho média. Tento postup se opakuje, dokud se kal nepovazuje za prosty piebytec-
ného substritu nebo inhibitoru.

Po opakovaném suspendovani nebo z neupravovaného kalu se tésné pred pouzitim odebere vzorek pro
stanoveni hmotnosti susiny suspendovanych pevnych ldtek.

Dalsi moznosti je homogenizace aktivovaného kalu (3-5 g suspendovanych ldtek v litru). Kal se 2 min
zpracovavd v mechanickém misi¢i pfi stfedni rychlosti. Promichany kal se nechd 30 min, poptipadé déle,
usazovat a kapalina se dekantuje pro pouziti jako inokulum v koncentraci 10 mll" minerdlnitho média.

Jiné zdroje inokula

Inokulum lze ziskat z vystupu z druhého stupné Cistirny odpadnich vod nebo laboratorni jednotky
zpracovavajici pfevdzné domovni odpadni vody Odebere se Cerstvy vzorek a béhem piepravy se udrzuje
v aerobnich podminkdch. Nechd se 1 hodinu usadit nebo se zfiltruje ptes hruby filtracni papir
a dekantovand kapalina nebo filtrdt se az do pouziti udrzuje v aerobnich podminkdch. Na litr média lze
pouzit az 100 ml tohoto typu inokula.

Dalsim zdrojem inokula je povrchovd voda. V tomto piipadé se odebere vzorek vhodné povrchové vody,
napf. fi¢ni nebo jezerni vody, a uchovavd se az do pouziti v aerobnich podminkdch. V piipadé potieby se
inokulum zkoncentruje filtraci nebo odstfedénim.

Predbéznd dprava inokuli

Inokula je mozné predbéiné upravit pro experimentdlni podminky, ale nikoli pfedbézné adaptovat na
zkugenou ldtku. Pfedbéznd dprava spocivd v aeraci aktivovaného kalu v minerdlnim médiu nebo vystupu
z druhého stupné distirny po dobu 5-7 dnt p#i zkusebni teploté. Pfedbéznd tprava nékdy zlepsi piesnost
zku$ebnich metod snizenim hodnot ze slepych pokust. Predtprava inokula pro zkousku MITI se
nepovazuje za nutnou.

Abiotické kontroly

V piipad¢ potfeby se kontroluje mozny abioticky rozklad zkousené latky stanovenim tbytku DOC, piijmu
kysliku nebo uvolriovani oxidu uhlicitého ve sterilnich kontroldch bez inokula. Sterilizace se provadi filtraci
pies membréanu (0,2-0,45 pm) nebo pfidinim vhodné toxické litky v odpovidajici koncentraci. Pouzivali se
membrdnové filtrace, odebiraji se vzorky asepticky, aby byla zachovdna sterilita. Pokud nebyla pfedem
vyloucena adsorpce zkousené latky, mély by zkousky, kterymi se sleduje biologicky rozklad podle tbytku
DOC, zejména pii pouziti inokula z aktivovaného kalu, zahrnovat abiotickou kontrolu, kterd je inokulovdna
a intoxikovana.



13[sv. 11

Utedn{ véstnik Evropské unie

449

1.6.7

L7.1

Pocet nasazenych banék

Pocet nasazenych banék v typické zkousce je uveden v oddilech vénovanych jednotlivym zkouskdm.
Mohou byt pouzity tyto bariky:

Zkusebni suspense: obsahujici zkouSenou ltku a inokulum

Slepd zkouska s inokulem: obsahujici pouze inokulum

Kontrolni zkouska postupu: obsahujici referen¢ni litku a inokulum

Abiotickd sterilni kontrola: sterilni, obsahujici zkousenou litku (viz 1.6.6)

Kontrola adsorpce: obsahujici zkousenou latku, inokulum a steriliza¢ni ¢inidlo

Kontrola toxicity: obsahujici zkouSenou ldtku, referencni litku a inokulum

Stanoveni ve zkusebni suspensi a slepy pokus s inokulem musi byt provddény soubézné. Doporucuje se,
aby stanoveni v ostatnich bankdch bylo provaddéno rovnéz soubézné.

To vsak nemusi byt vidy mozné. Je tieba zajistit, aby se odebiral dostate¢ny pocet vzorkli nebo aby se
provadél dostate¢ny pocet odectii pro vyhodnoceni procenta dbytku v 10dennim obdobi rozkladu.

DATA A HODNOCEN{

Pii vypoctu rozkladu v procentech D, se pouziji stfedni hodnoty z méfeni parametru provedenych
duplicitné v obou zkusebnich nddobdch a ze slepého pokusu s inokulem. Vzorce jsou uvedeny déle
v oddilech pro jednotlivé zkousky. Pribéh rozkladu se zndzorni graficky a vyznaci se 10denni obdobi
rozkladu. Vypocte se a uvede tbytek v procentech dosazeny na konci 10denniho obdobi rozkladu
a hodnota pro platé kiivky nebo popiipadé hodnota odpovidajici konci zkousky.

V respirometrickych zkouskdch mohou v dusledku nitrifikace ovlivnit spotiebu kysliku ldtky obsahujici
dusik (viz piilohy II a V).

Meéfeni rozkladu prostfednictvim stanoveni DOC

Za tcelem posouzeni platnosti zkousky (viz 1.5.2) by se méla hodnota rozkladu D, v procentech v kazdém
Casovém okamziku, ve kterém se odebral vzorek, vypocitat oddélené pro kazdou bainku obsahujici
zkousenou litku, a to pomoci stfednich hodnot méfeni DOC provedenych duplicitné. Vypocte se podle
této rovnice:

kde

D, = rozklad v procentech v case t,

C, = stiedni poctecni koncentrace DOC v inokulovaném kultiva¢nim médiu obsahujicim zkougenou
latku (v mg DOC na litr),

C, = stiedni koncentrace DOC v inokulovaném kultivatnim médiu obsahujicim zkousenou ldtku
v Case t (v mg DOC na litr),

C,, = stiedni pocatecni koncentrace DOC ve slepém inokulovaném minerdlnim médiu (v mg DOC na
litr),

C = stiedni koncentrace DOC ve slepém inokulovaném minerdlnim médiu v Case t (v mg DOC na litr).

Vsechny koncentrace se stanovi experimentalné.
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1.7.2

L.7.3

Rozklad méfeny specifickou analyzou

Je-li mozné ziskat specifické analytické tdaje, vypocte se primdrni biologicky rozklad z rovnice:

Sy - S
Dl:%xloo

b

kde

D, = rozklad v procentech v case t, obvykle po 28 dnech,

S, = zbylé mnozstvi zkouSené litky v médiu s inokulem na konci zkousky (mg),

S, = zbylé mnozstvi zkousené litky ve slepém pokusu s vodou/médiem, do kterych byla piidina pouze

zkousend latka (mg).
Abioticky rozklad

Pouzije-li se abiotickd sterilni kontrola, vypocte se abioticky rozklad v procentech podle rovnice:

Cs o) — Cs
abioticky rozklad v % = % x 100

kde:

C,-(O) = koncentrace DOC ve sterilni kontrole v den 0,
Cy = koncentrace DOC ve sterilni kontrole v den t.
ZPRAVY

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

— zkousené a referencni chemické ldtky a jejich Cistota,

— zkudebni podminky,

— inokulum: charakter a misto (mista) odbéru, koncentrace a jakakoli prediprava,

— podil a charakter primyslového odpadu obsazeného v odpadni vodé, jsou-li zndmy,
— délka zkousky a teplota,

— v piipadé $patné rozpustnych zkouSenych ldtek pouZity zptsob zpracovani,

— pouzitd zkusebni metoda; mély by byt uvedeny védecké divody a vysvétleni pro veskeré zmény
postupu,

— piehled dat,

— veskeré pozorované projevy inhibice,

— jakykoli pozorovany abioticky rozklad,

— specifickd analytickd data o chemické ltce, pokud existuj,
— analytickd data o meziproduktech, pokud existuji,

— graf zédvislosti rozkladu v procentech na case pro zkousenou a referenéni litku; je tieba zietelné oznacit
fdzi iniciace, fizi rozkladu, 10denni obdobi rozkladu a smérnici (pfiloha I). Vyhovuje-li zkouska
kritériim jakosti, je mozné v grafu pouzit stfedni hodnotu rozkladu v procentech v barikdch ob-
sahujicich zkousenou latku,

— rozklad v procentech po 10dennim obdobi rozkladu, v oblasti platé a na konci zkousky.
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CAST I

IL.1

11.2

I1.2.1

11.2.2

I1.2.3

I1.2.4

ZKOUSKA NA UBYTEK DOC (metoda C.4A)
PODSTATA METODY

Odméfeny objem inokulovaného minerdlnfho média obsahujictho zndmou koncentraci zkousené latky (10—
40 mg DOC na litr) jako nomindlni jediny zdroj organického uhliku se provzdusiuje v temnu nebo
v difusnim svétle pfi 22 +2 °C.

Rozklad se sleduje v kratkych intervalech béhem 28denniho obdobi prostiednictvim analyzy DOC. Stupen
biologického rozkladu se vypocte vyjadienim koncentrace rozlozeného DOC (opravené na koncentraci
DOC ve slepé zkousce s inokulem) v procentech koncentrace, kterd byla pfitomna na zacdtku. Stupen
primdrniho biologického rozkladu lze rovnéz vypocitat z doplikové chemické analyzy provedené na
zaCdtku a na konci kultivace.

POPIS METODY
Aparatura

a) Erlenmeyerovy banky, napf. 250 ml az 2 litry, podle objemu potiebného pro analyzu DOG;

b) tiepacka upravend pro umisténi Erlenmeyerovych banék, bud s automatickou regulaci teploty nebo
pouzivand v mistnosti s konstantni teplotou, a s dostatetnym vykonem pro udrZeni aerobnich
podminek ve vsech bankach;

¢) filtra¢ni aparatura s vhodnymi membrdnami;
d) analyzdtor DOG;
e) piistroj pro stanoveni rozpusténého kysliku;

f) odstredivka.
Pfiprava minerdlniho média
Pfiprava zésobnich roztokl je popsina v bodé 1.6.2.

Smisi se 10 ml roztoku a) s 800 ml fedici vody, pfidd se po 1 ml roztokd b) az d) a doplni se Fedici
vodou na 1 litr.

Piiprava a pfedbéind dprava inokula

Inokulum Ize ziskat z fady zdroji: z aktivovaného kalu, ze splaskovych vod, z povrchovych vod, z piid
nebo z jejich smési.

Viz 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 a 1.6.5.
Pfiprava banék

Do dvoulitrovych Erlenmeyerovych banék se napiiklad odméi{ 800 ml minerdlntho média a do jedno-
tlivych banék se pfidaji dostate¢nd mnozstvi zdsobnich roztokt zkouSené a referencni latky tak, aby se
ziskaly koncentrace litky odpovidajici 10-40 mg DOC na litr. Zkontroluji se hodnoty pH a popiipadé se
upravi na 7,4. Bariky se inokuluji aktivovanym kalem nebo jinym zdrojem inokula (viz 1.6.4), aby se ziskala
vyslednd koncentrace nejvyse 30 mg suspendovanych ldtek na litr. Pipravi se rovnéZz kontroly s inokulem
v minerdlnim médiu, aviak bez zkousené nebo referencni latky.

Podle potieby se pouzije jedna nddoba ke kontrole mozného inhibi¢niho Gcinku zkousené ldtky inokulaci
roztoku, ktery obsahuje srovnatelnd mnozstvi jak zkousSené, tak referencni chemické latky v minerdlnim
médiu.

Podle potieby se také pouzije dalsi, sterilni barika s roztokem chemické latky bez inokula, ato ke kontrole,
zda se zkouSend chemickd ldtka rozkldd4 abioticky (viz 1.6.6).
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I1.2.5

11.2.6

1.3

II.3.1

I.3.2

II.3.3

Existuje-li déle podezieni, Ze se zkouSend ldtka vyznamné adsorbuje na skle, kalu apod., provede se
piedbézny odhad pravdépodobného rozsahu adsorpce, a tedy vhodnosti zkousky pro danou litku
(viz tabulka 1). Nasadi se banka obsahujici zkousenou ldtku, inokulum a steriliza¢ni ¢inidlo.

Obsah vSech banék se doplni minerdlnim médiem na 1 litr a po promichdni se z kazdé banky odebere
vzorek pro stanoveni poltecni koncentrace DOC (viz bod 4 piflohy I1). Usti banék se zakryji
napf. hlinikovou f6lii tak, aby byla umoznéna volnd vymeéna vzduchu mezi bankami a okolni atmosférou.
Bariky se poté umisti do tiepacky a zahdji se zkouska.

Pocet banék v typické zkousce

Barka 1 a 2: ZkuSebni suspense

Barka 3 a 4: Slepd zkouska s inokulem

Barika 5: Kontrolni zkouska postupu

Déle se doporucuji nebo se podle potieby pouziji:
Barika 6: Abiotickd sterilni kontrola

Banka 7: Kontrola adsorpce

Banka 8: Kontrola toxicity

Viz také bod 1.6.7.

Provedeni zkousky

Béhem zkousky se ve zndmych casovych intervalech duplicitné stanovuje koncentrace DOC v kazdé bance,
a to dostate¢né Casto, aby bylo mozné ur¢it zacatek 10denniho obdobi rozkladu a tbytek v procentech na
konci 10denniho obdobi rozkladu. Pro kazdé stanoveni se odebere pouze minimélni nezbytné mnozstvi
zkuebni suspense.

Pred kazdym odbérem vzorkd se podle potieby nahradi ztrity odparovanim z banék pfidanim potiebného
mnozstvi fedici vody (1.6.1). Pfed odbérem vzorka se kultivaéni médium dobie promichd a zajisti se, aby
latky ulpélé na sténdch nddob pfesly do roztoku nebo suspense. Vzorky se ihned po odbéru zfiltruji pies
membranu nebo odstied{ (viz bod 4 piilohy II). Zfiltrované nebo odstiedéné vzorky se analyzuji tyZ den,
v opacném piipadé se uchovdvaji nejdéle 48 hodin pfi 2-4 °C nebo delsi dobu pii teploté nizsi nez —
18 °C.

DATA A PREDKLADANI ZPRAV
Zpracovani vysledki

Rozklad v procentech v case t se vypocte podle bodu L7.1. (stanoveni DOC) nebo podle bodu 1.7.2
(specifickd analyza).

Vsechny vysledky se uvedou na pifslusnych formuldfich prehledu dat.
Platnost vysledkd

Viz bod 1.5.2.

Zpravy

Viz bod 1.8.
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1.4

PREHLED DAT

Déle je uveden piiklad piehledu dat.

ZKOUSKA NA UBYTEK DOC

1.

2.

LABORATOR

DATUM POCATKU ZKOUSKY

ZKOUSENA LATKA

Nazev:

Koncentrace chemické litky v zdsobnim roztoku:...

Pocitecni koncentrace chemické litky v médiu v case t ...

INOKULUM

Zdroj:

Provedend dprava:

Predbéznd udprava, pokud byla provedena:

mgl!

mgl!

Koncentrace suspendovanych latek v reakéni smési:... mgl'

STANOVENI UHLIKU

Analyzdtor uhliku:

Barka ¢.

DOC po n dnech (mgl")

n,

n,

n,

Zkousend latka a
inokulum

4

a, sttedni hodnota

Ca(()

b

1

b

2

b, sttedni hodnota

Cb(()

Slepa zkouska
s inokulem bez
zkousené latky

4

)

¢, sttedni hodnota

d, stfedni hodnota

Cd(()
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CAST I MODIFIKOVANA SCREENINGOVA ZKOUSKA OECD (Metoda C.4B)

111

6. VYHODNOCENI NAMERENYCH DAT

Rozklad v % po n dnech
Barika ¢.
0 n, n, n, n
Cyy = C
Dlz(lfu)xloo
! Cato) = Golo) 0
Cpy — C
DZ:(]—M> % 100
2 Ch(o) = Cbifo) 0
Stiedni hod- _Di-Dy .
nota (") 2

(") Hodnoty D, a D, by nemély byt primérovany, pokud je mezi nimi vyznamny rozdil.

Pozndmka: Podobné formuldfe lze pouzit pro referenéni chemickou litku a kontrolu toxicity.

7. ABIOTICKA KONTROLA (nepovinnd)

Cas (dny)

DOC (mgl1") ve sterilni
kontrole

Cso) — C
abioticky rozklad v % = w x 100

s(0)

8. SPECIFICKA CHEMICKA ANALYZA (nepovinnd)

Zbylé mnozstvi zkousené chemické
latky na konci zkousky (mgl™)

Primarni rozklad v procentech

Sterilni kontrola

Inokulované zkusebni médium

Sp — Sa

100
S,

PODSTATA METODY

Odmgéfeny objem minerdlntho média obsahujictho zndmou koncentraci zkousené ltky (10-40 mg DOC na
litr) jako jediny zdroj organického uhliku se inokuluje 0,5 ml odpadni vody na litr média. Smés se

provzdusnuje v temnu nebo v difusnim svétle pii 22 £2 °C.

Rozklad se sleduje v kratkych intervalech béhem 28denniho obdobi prostiednictvim analyzy DOC. Stupen
biologického rozkladu se vypocte vyjadienim koncentrace rozlozeného DOC (opravené na koncentraci
DOC ve slepé zkousce s inokulem) v procentech koncentrace, kterd byla piitomna na zacdtku. Stupen
primdrniho biologického rozkladu lze rovnéz vypocitat z doplikové chemické analyzy provedené na

zacatku a na konci inkubace.
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111.2

11.2.1

11.2.2

111.2.3

111.2.4

POPIS METODY
Aparatura

a) Erlenmeyerovy banky, napf. 250 ml az 2 litry, podle objemu potiebného pro analyzu DOG;

b) tiepacka pro umisténi Erlenmeyerovych banék, bud s automatickou regulaci teploty nebo pouzivand
v mistnosti s konstantni teplotou, a s dostatecnym vykonem pro udrzeni aerobnich podminek ve viech
bankéch;

¢) filtra¢ni aparatura s vhodnymi membrdnami;

d) analyzdtor DOC;

e) piistroj pro stanoveni rozpusténého kysliku;

f) odstredivka.

Pfiprava minerdlniho média

Priprava zdsobnich roztokd je popsand v bodé 1.6.2.

Smisi se 10 ml roztoku a) s 800 ml fedici vody, pfidd se po 1 ml roztokil b) az d) a doplni se Fedic
vodou na 1 litr.

V této metodé se pouzivd jako inokulum pouze 0,5 ml odpadni vody na litr, a proto je nutné do média
dodat stopové prvky a rtstové faktory. Toho se dosdhne pfidinim 1 ml kazdého z déle uvedenych roztokt
na jeden litr vysledného média:

Roztok stopovych prvk:

Siran manganaty tetrahydrdt, MnSO,-4H,0 39,9 mg
Kyselina boritd, H,BO, 57,2 mg
Siran zinecnaty heptahydrdt, ZnSO,7H,0 42,8 mg
Heptamolybdenan hexaamonny, (NH,) Mo,O,, 34,7 mg
Cheldt Fe (FeCl; s kyselinou ethylendiamintetraoctovou) 100,0 mg

Rozpusti se v fedici vodé a doplni se touto vodou na 1 000 ml.

Vitaminovy roztok:

Kvasni¢ny extrakt 15,0 mg

Kvasni¢ny extrakt se rozpusti ve 100 ml vody. Sterilizuje se priichodem membrdnou 0,2 pm, nebo se
piipravi Cerstveé.

Piiprava a pfedbézind dprava inokula

Inokulum se ziskd z vystupu druhého stupné Cistirny nebo laboratorni jednotky zpracovavajici pievdzné
domovni odpadni vody. Viz 1.6.4.2 a [ 6.5.

Pouzije se 0,5 ml na litr minerdlniho média.
Pfiprava banék

Do dvoulitrovych Erlenmeyerovych banék se napiiklad odméf 800 ml minerdlntho média a do jedno-
tlivych banék se pfidaji dostate¢nd mnozstvi zdsobnich roztoka zkousené a referencni latky tak, aby se
ziskaly koncentrace litky odpovidajici 10-40 mg DOC na litr. Zkontroluji se hodnoty pH a popiipadé se
upravi na 7,4. Bariky se inokuluji odpadni vodou z druhého stupné cisténi odpadnich vod (viz 1.6.4.2)
v objemu 0,5 ml na litr. Pfipravi se rovnéz slepé zkousky s inokulem v minerdlnim médiu, avsak bez

zkousené nebo referencni latky.

Podle potieby se pouZije jedna nddoba ke kontrole mozného inhibi¢niho Gcinku zkousené latky inokulaci
roztoku, ktery obsahuje srovnatelnd mnoZstvi jak zkousené, tak referencni chemické latky v minerdlnim
médiu. Podle potfeby se také pouzije daldi, sterilni banka s roztokem chemické litky bez inokula, a to ke
kontrole, zda se zkousend chemickd ldtka rozkladd abioticky (viz 1.6.6).
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Existuje-li déle podezieni, Ze se zkouSend ldtka vyznamné adsorbuje na skle, kalu apod., provede se
piedbézny odhad pravdépodobného rozsahu adsorpce, a tedy vhodnosti zkousky pro danou litku
(viz tabulka 1). Nasadi se banka obsahujici zkousenou ldtku, inokulum a steriliza¢ni ¢inidlo.

Obsah vSech ban¢k se doplni minerdlnim médiem na 1 litr a po promichdni se z kazdé banky odebere
vzorek pro stanoveni poldtecni koncentrace DOC (viz bod 4 piflohy II). Usti banék se zakryji
napf. hlintkovou folif tak, aby byla umoZnéna volnd vyména vzduchu mezi bankami a okolni atmosférou.
Barky se poté umisti do tfepacky a zahdji se zkouska.

11.2.5 Pocet banék v typické zkousce
Banka 1 a 2: Zkusebni suspense
Banka 3 a 4: Slepd zkouska s inokulem
Banka 5: Kontrolni zkouska postupu
Dile se doporucuji se nebo se podle potieby pouziji:
Banka 6: Abiotickd sterilni kontrola
Banka 7: Kontrola adsorpce
Banka 8: Kontrola toxicity
Viz také bod 1.6.7.
1.2.6 Provedeni zkousky

Béhem zkousky se ve zndmych cCasovych intervalech duplicitné stanovuje koncentrace DOC v kazdé bance,
a to dostate¢né Casto, aby bylo mozné ur¢it zacdtek 10denniho obdobi rozkladu a tbytek v procentech na
konci 10denniho obdobi rozkladu. Pro kazdé stanoveni se odebere pouze minimélni nezbytné mnozstvi
zkusebni suspense.

Pred odbérem vzorkl se podle potieby nahradi ztrity odpafovanim z banék pfiddnim potfebného mnozstvi
fedici vody (1.6.1). Pfed odbérem vzorkd se kultiva¢ni médium dobfe promichd a zajisti se, aby latky ulpélé
na sténdch nddob presly do roztoku nebo suspense. Vzorky se ihned po odbéru zfiltruji pfes membrinu
nebo odstiedi (viz odst. 4 piflohy II,). Zfiltrované resp. odstiedéné vzorky se analyzuji tyz den, v opacném
piipadé se uchovdvaji nejdéle 48 hodin pii 2-4 °C nebo delsi dobu pii teploté nizsi nez —18 °C.

1.3 DATA A PREDKLADANI ZPRAV
I.3.1 Zpracovéni vysledka

Rozklad v procentech v case t se vypocte podle bodu L7.1. (stanoveni DOC) nebo podle bodu 1.7.2
(specifickd analyza).

Vsechny vysledky se uvedou na piislusnych formuldfich prehledt dat.

1.3.2 Platnost vysledkd
Viz bod 1.5.2.
1.3.3 Zpravy

Viz bod 1.8.
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1114

PREHLED DAT

Déle je uveden piiklad piehledu dat.

MODIFIKOVANA SCREENINGOVA ZKOUSKA OECD

1. LABORATOR
2. DATUM POCATKU ZKOUSKY
3. ZKOUSENA LATKA
Nazev:
Koncentrace chemické latky v zdsobnim roztoku:... mgl™
Pocitecni koncentrace chemické litky v médiu v case t:... mgl
4. INOKULUM
Zdroj:
Provedend dprava:
Predbéznd udprava, pokud byla provedena:
Koncentrace suspendovanych latek v reakéni smési:... mgl'
5 STANOVENI UHLIKU
Analyzdtor uhliku:
DOC po n dnech (mgl™)
Barika ¢.
nl nZ ni
al
1 %
a, sttedni hodnota
C
Zkousend litka a “
inokulum
bl
2 bz
b, sttedni hodnota
Gy
Cl
3 -
¢, sttedni hodnota
C
o)
dl
Slepa zkouska
s inokulem bez d
zkousené latky 4 2
d, stiedni hodnota
Ca
Cery + Cy
Coy = (®) . (©
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6. VYHODNOCENI NAMERENYCH DAT

Rozklad po n dnech
Barika ¢.
0 n, n, n, n,
Ca) — Cb](t))
D, = (1 - —— ] x 100
1 Cato) = Ghl(o) 0
Coy — Cbl(t))
D, = (1 - —— ] x 100
2 Cp(o) = Chio) 0
Stredni hod- D= D1 - Dy 0
nota (') 2
() Hodnoty D, a D, by nemély byt primérovany, pokud je mezi nimi vyznamny rozdil.
Pozndmka: Podobné formuldfe lze pouzit pro referencni chemickou ldtku a kontrolu toxicity.
7. ABIOTICKA KONTROLA (nepovinnd)
Cas (dny)
0 t
DOC (mgl1") ve sterilni Co C,
kontrole
Cs0) = G
abioticky rozklad v % = =0 = =0 100
Cs(o)

8. SPECIFICKA CHEMICKA ANALYZA (nepovinnd)

Zbylé mnozstvi zkousené chemické
latky na konci zkousky (mgl™)

Primarni rozklad v procentech

Sterilni kontrola

S

b

Inokulované zkusebni médium

S

a

Sp — Sa
b

x 100
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CAST IV ZKOUSKA NA UVOLNOVANI CO2 (Metoda C.4C)
V.1 PODSTATA METODY

Odmgéfeny objem inokulovaného minerdlntho média obsahujici zndmou koncentraci zkousené litky (10—
20 mg DOC nebo TOC na litr), kterd je jedinym zdrojem uhliku, se provzdusiuje v temnu nebo
v difusnim svétle regulovanym proudem vzduchu bez CO,. Rozklad se sleduje po dobu 28 dnt pro-
stfednictvim vznikajictho CO, jimaného v roztoku hydroxidu barnatého nebo sodného, kde se stanovi
titraci zbytkového hydroxidu nebo jako anorganicky uhlik. Mnozstvi CO, vzniklého ze zkousené litky (po
korekci na CO, pochdzejici z Cistého inokula) se vyjadii v procentech TCO,. Stupeni biologického rozkladu
muze byt také vypocten z doplitkového stanoveni DOC na zacdtku a na konci inkubace.

V.2 POPIS METODY
v.2.1 Piistroje a pomiicky
a) Bariky na 2-5 1 vybavené provzdusiiovaci trubici dosahujici az ke dnu nddoby a vystupnimo tvorem;
b) magnetické michacky pro zkouseni $patné rozpustnych létek;
¢) absorpcni lahev;
d) Zafizeni pro regulaci a méfeni pritoku vzduchu;

e) zafizeni pro odstrafiovani CO, pfi pfipravé vzduchu bez CO,, popiipadé miize byt pouzita smés kysliku
bez CO, a dusiku bez CO, ve spravném poméru (20 % O, a 80 % N,) z lahvi se stlacenymi plyny;

f) zafizeni na stanoveni CO, bud' titracné nebo pomoci analyzatoru anorganického uhliku;
@) zafizeni pro membranovou filtraci (podle volby);
h) analyzdtor DOC (podle volby).
v.2.2 Pfiprava minerdlniho média
Priprava zésobnich roztokl je popsdna v Casti 1.6.2.

Smisi se 10 ml roztoku a) s 800 ml fedici vody, pfidd se po 1 ml roztokid b) az d) a doplni se Fedic
vodou na 1 litr.

Iv.2.3 Piiprava a pfedbézind dprava inokula

Inokulum Ize ziskat z fady zdroji: z aktivovaného kalu, ze splaskovych vod, z povrchovych vod, z pid
nebo z jejich smési.

Viz 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 a 1.6.5.
IvV.2.4 Pfiprava banék

Jako piiklad jsou uvedeny hodnoty pro banky na 5 litrli obsahujici 3 litry suspense. V piipadé pouziti
mensich objem@ se hodnoty timérné upravi, musi byt oviem zajidténo, aby bylo mozné piesné méfit
vznikajici CO,.

Do kazdé banky na 5 litrd se pfenese 2400 ml minerdlntho média. Piidd se vhodné mnozstvi
piipraveného inokula (viz 1.6.4.1 a 1.6.5), aby koncentrace suspendovanych litek v kone¢ném objemu 3 1
inokulované smési byla 30 mgl™.
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IV.2.5

IV.2.6

Eventudlné lze nejdiive zfedit pfipraveny kal v minerdlnim médiu na suspensi o koncentraci 500-
1000 mgl! a poté piidat alikvotni ¢4sti do bariky na 5 litr, aby byla dosazena koncentrace 30 mgl™;
zajisti se tim Vet presnost. Mohou byt pouzity i jiné zdroje inokula (viz 1.6.4.2).

Inokulovand smés se pies noc provzdusiuje vzduchem bez CO,, aby se ze systému odstranil oxid uhlicity.

Oddélené do dvojic banék se ze zdsobnich roztoki pridd zkousend ldtka a referen¢ni litka tak, aby
koncentrace pochdzejici z chemickych latek byla v rozmezi 10 az 20 mg DOC nebo TOC na litr; nékteré
lahve se nasadi jako kontrola inokula bez ptiddni chemickych latek. Spatné rozpustné litky se odvd#i nebo
odméf{ piimo do banék, nebo se postupuje podle piilohy IIL

Podle potieby se jedna banka pouzije ke kontrole mozného inhibi¢niho ucinku zkousené litky, a to
piidinim zkousené i referencni ldtky ve stejnych koncentracich jako v ostatnich bankach.

Podle potieby se dalsi banka pouZije k ovéfeni, zda se zkousend ldtka nerozklddd abioticky, pficemZ se
pouzije roztok chemické latky bez inokula (viz 1.6.6). Sterilizace se provadi pfidinim vhodné koncentrace
toxické latky.

Ve viech bankach se upravi objem na 3 1 piidavkem minerdlntho média bez CO,. Podle potieby Ize
odebrat vzorky pro stanoveni DOC (viz bod 4 piilohy II) a/nebo pro specifickou analyzu. Poté se na
vystup plynt u banék pfipoji absorpéni lahve.

V piipadé pouziti hydroxidu barnatého se za kazdou baiku na 5 litrGi zafadi tfi absorpéni lahve, kazdd
obsahujici 100 ml roztoku Ba(OH), o koncentraci 0,0125 moll™. Roztok nesmi obsahovat srazeninu
siranti a uhli¢itanu barnatého a jeho koncentrace musi byt stanovena bezprostfedné pied pouzitim. Je-li
pouzit hydroxid sodny, spoji se dvé absorp¢ni lahve, z nichz druhd slouzi jako kontrola, ze byl veskery
CO, zachycen v prvni absorpéni lahvi. K tomuto tcelu se hodi absorpéni lahve opatiené sérovymi uzavéry.
Do kazdé absorpéni lahve se pfidd po 200 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,05 moll™?, coz postacuje
k absorpci veskerého oxidu uhlicit¢ho, ktery by se uvolnil pfi Gplném rozkladu latky. Roztok hydroxidu
sodného, i kdyz je cerstvé piipraven, obsahuje stopy uhli¢itant; korekce se provede odectenim mnozstvi
uhlicitant ve slepém pokusu.

Pocet banék v typické zkousce

Barka 1 a 2: ZkuSebni suspense

Banka 3 a 4: Slepd zkouska s inokulem

Barka 5: Kontrolni zkouska postupu

Dile se doporucuji se nebo se podle potieby pouziji:
Barka 6: Abiotickd sterilni kontrola

Banka 7: Kontrola toxicity

Barika 8: Kontrola toxicity

Viz také bod 1.6.7.

Provedeni zkousky

Zkouska se zahdji probublivinim vzduchu bez CO, suspensi pii pritoku 30-100 ml'min™. Za Gcelem
analyzy obsahu CO, se pravideln¢ odebiraji vzorky absorbentu. Doporucuje se, aby se v pritbéhu prvnich
10 dn provéddély analyzy kazdy druhy az tieti den a déle pak kazdy pdty den az do 28. dne, coz umozni
rozpoznat obdobi 10denniho obdobi rozkladu.

28. den se (nepovinné) odebere vzorek pro stanoveni DOC ajnebo pro specifickou analyzu, zméH se pH
suspensi a poté se do kazdé banky piidd 1 ml koncentrované HCl; provzdusiiuje se pfes noc, aby se
odstranil CO, piitomny v suspensi. Posledni analyza uvolnéného CO, se provede 29. den.
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V.3

IV.3.1

Ve dnech, kdy se provadi stanoveni CO,, se odpoji absorpcni lahev s hydroxidem barnatym blizsi zkusebni
bance a roztok hydroxidu barnatého se titruje 0,05M HCl za piitomnosti fenolftaleinu jako indikdtoru.
Zbyvajici dvé absorpéni lahve se posunou k banice a na konec fady se zafadi novd absorpcni lahev se
100 ml cerstvé pripraveného 0,0125M hydroxidu barnatého. Titrace se provddéji podle potieby, napt. je-li
pozorovédna v prvni absorpcni lahvi zfetelnd sraZenina a pfed tim, nez vznikne viditelnd srazenina ve druhé
absorpéni lahvi, nebo alesponi jednou tydné. Jinou moznosti je provést pii pouziti NaOH jako absorbentu
odbér malého vzorku hydroxidu sodného pomoci injekéni stitkacky (podle pouzitého analyzitoru uhliku)
z absorp¢ni lahve, kterd je nejbliz k banice. Vzorek se nastitkne piimo do IC-¢asti analyzdtoru uhliku pro
analyzu anorganického uhliku.

Obsah druhé absorpéni lahve se analyzuje pouze na konci zkousky s cilem stanovit korekci na mozny tnik
o,

DATA A PREDKLADANI ZPRAV
Zpracovani vysledka
Mnozstvi CO, zachyceného v absorpéni lahvi je v piipadé titracniho stanoveni ddno vztahem:

mg CO, = (100 x C, - 0,5 x V x C,) x 44

kde

V= objem HCl spotfebovany pii titraci 100 ml obsahu absorpéni lahve (ml),
C, = koncentrace roztoku hydroxidu barnatého (mol-l*),

C, = koncentrace roztoku kyseliny chlorovodikové (mol-l).

Je-li C, 0,0125 moll” a C , 0,05 moll, je spotfeba pro titraci 100 ml roztoku Ba(OH), 50 ml a hmotnost
CO, je ddna vztahem:

0,05 P
X 44 x pocet ml HCl spotfebované pn titraci = 1,1 x ml HCl

V tomto piipadé se tedy k prepoctu objemu HCl spotiebovaného pii titraci na hmotnost vzniklého CO,
pouzije faktor 1,1.

S pouzitim piislusnych vysledki titrace se vypocte hmotnost CO, vzniklého ze samotného inokula a
inokula se zkousenou litkou a jejich rozdil je hmotnost CO, vzniklého ze samotné zkouSené litky.

Je-li napf. vysledkem titrace samotného inokula 48 ml a inokula se zkouSenou ltkou 45 ml, je mnoZstvi
COo, z inokula = 1,1 x (50 — 48) = 2,2 mg,

Co, z inokula a zkousené latky = 1,1 x (50 — 45) = 5,5 mg,

a tedy hmotnost CO, vzniklého ze zkousené litky 3,3 mg.

Biologicky rozklad v procentech se vypocte podle vztahu:

vznikly CO, v mg x 100

klad tech =
rOZac v procetec = reo2 x piidand zkusebni litka v mg

nebo

vznikly CO, v mg x 100

klad tech =
rozxad v procented = 1eg pfidany ve zkousce v mg x 3,67

pficemz 3,67 je pievodni faktor (44/12) pro uhlik a oxid uhlicity.
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Iv.3.2

IV.3.3

V.4

Rozklad v procentech se po kazdém obdobi vypocte dosazenim hodnoty TCO, vypocitané pro kazdy den
az do doby, kdy byl méfen.

Pii zachytdvani do NaOH se vypocte hmotnost vzniklého CO,, vyjidfeného jako anorganicky uhlik v mg,
vyndsobenim koncentrace anorganického uhliku v absorpéni lahvi objemem absorpéniho roztoku.

Rozklad v procentech se vypocte podle vztahu:

anorg. C ze zkuseb. banky v mg—anorg. C ze slep. pokusu v mg o

% ThCO, = 100

TOC piidany jako zkousend litka v mg

Ubytky DOC se (nepovinné) vypocitaji podle bodu 17. Tento vysledek spolu s ostatnimi vysledky se
zaznamenaji do piislusného formuldte pichledu dat.

Platnost vysledkd

Obsah anorganického uhliku ve zkusebni suspensi v minerdlnim médiu na zacatku zkousky musi byt mensi
nez 5 % TC a celkové mnozstvi CO, vzniklé na konci slepé zkousky s inokulem nesmi za normilnich
okolnosti prekrocit 40 mg na litr média. Jsouli hodnoty vétsi nez 70 mg CO, na litr, méla by byt data i
experimentélni postup kriticky piehodnoceny.

Viz také 1.5.2.
Zpravy
Viz 1.8.
PREHLED DAT
Déle je uveden piiklad ptehledu dat:
ZKOUSKA NA UVOLNOVANI OXIDU UHLICITEHO
1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3. ZKOUSENA LATKA
Nazev:
Koncentrace chemické latky v zdsobnim roztoku:... mgl1™
Pocate¢ni koncentrace chemické litky v médiu:... mgl?
Celkové mnozstvi uhliku pfidaného do banky:... mg C
TCO,: mg CO,
4. INOKULUM
Zdroj:
Provedend dprava:
Predbéznd tprava, pokud byla provedena:

Koncentrace suspendovanych latek v reakéni smési... mgl'



13/sv. 11

Uftedni véstnik Evropské unie

463

5. TVORBA OXIDU UHLICITEHO A ROZLOZITELNOST

Metoda: Ba(OH) /NaOH/jind

CO, uvolnény ve C?IZ uy cZ>lknén§y Y€ | Celkové mnoistvi Tco,
zkousce (mg) epe zkousce CO, (primér ve " lativnf CO
& (mg) zkousce minus sumulativl ©92 100
das priimér ve slepé ThCO;
(dny) 1 . 3 . zkousce) (mg)
pru- pru-
mér mér
2 4 1 2 1 2 primeér
0
nl
nZ
n}
28

Pozndmka: podobny formuldf Ize pouzit i pro referencni litku a pro kontroly toxicity.

6. ANALYZA UHLIKU (podle volby)

Analyzdtor uhliku:

Cas (dny) Slepy pokus (mg1™) Zkousena latka (mgl™)
0 b(0) C0
1
28 () o C,
() nebo na konci kultivace
G -C
odstranény DOC v % = (1 - A) % 100
Co - Cb(o)
7. ABIOTICKY ROZKLAD (nepovinné)
- il. .po 2 h

abioticky rozklad v % — CO, — tvorba CO, ve steril. podm. po 28 dnech v mg « 100

TCO,
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CAST V ZKOUSKA MANOMETRICKOU RESPIROMETRII (Metoda C.4D)

Vi1

V.2

V.21

V22

V.23

V.24

PODSTATA METODY

Odméfeny objem inokulovaného minerdlntho média obsahujici zndmou koncentraci zkousené chemické
latky (100 mg zkousené latky na litr, dévajici nejméné 50-100 mg TSK na litr), kterd je jedinym zdrojem
organického uhliku, se michd v uzaviené nddob¢ pii konstantni teploté (tolerance *1 °C nebo mensi) po
dobu 28 dnt. Spotieba kysliku se stanovi bud méfenim mnozstvi kysliku (elektrolyticky produkovaného),
ktery je potiebny k udrzeni konstantniho objemu plynu v respira¢ni nddobce, nebo ze zmén objemu nebo
tlaku (nebo obojiho) v aparatufe. Uvolnény CO, se jimd v roztoku hydroxidu draselného nebo v jiném
vhodném absorbentu. Mnozstvi kysliku, které je zkousenou latkou spotfebovdno (korigované na spotiecbu
kysliku inokulem ve slepé zkousce, kterd se provadi soucasné), se vyjadii v procentech TSK nebo CHSK.
Popiipadé maze byt z doplitkové specifické chemické analyzy provedené na zacitku a na konci kultivace
vypocten primdrni biologicky rozklad a z analyzy DOC tplny biologicky rozklad.

POPIS METODY

Pfistroje

a) vhodny respirometr;

b) reguldtor teploty s presnosti na 1 °C nebo lepsf;
¢) zafizeni pro membrdnovou filtraci (nepovinné);

d) analyzdtor uhliku (nepovinné).
Piiprava minerdlniho média
Priprava zésobnich roztokl je popsdna v Casti 1.6.2.

Smisi se 10 ml roztoku a) s 800 ml fedici vody, pfidd se po 1 ml roztoki b) az d) a doplni se Fedici
vodou na 1 litr.

Pfiprava a pfedbéznd dprava inokula

Inokulum Ize ziskat z fady zdroji: z aktivovaného kalu, ze splaskovych vod, z povrchovych vod, z pid
nebo z jejich smési.

Viz 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 a 1.6.5.
Piiprava banék

S pouzitim zdsobnich roztokl se pfipravi samostatné sady roztokt zkousené chemické latky a referencni
chemické litky v minerdlnim médiu o koncentraci odpovidajici obvykle 100 mg chemické litky na litr
(dévajici nejméné 50-100 mg TSK na litr).

TSK se vypocte z tvorby amoniovych soli, pokud lze vyloucit nitrifikaci, v opacném piipadé by mél byt
vypocet zaloZen na tvorbé dusi¢nant (viz bod 2 piilohy II).

Zméii se pH a v piipadé potieby se upravi na 7,4 £0,2.
Spatné rozpustné latky se pfidaji v pozdéjsim stddiu (viz dale).

Mé-li se stanovit toxicita zkousené ldtky, pfipravi se dalsi roztok v minerdlnim médiu, jenz obsahuje
referen¢ni i zkousenou latku, a to ve stejnych koncentracich jako v roztocich obsahujicich jen jednu latku.

Pozaduje-li se stanoveni fyzikdlnéchemické spotieby kysliku, pfipravi se roztok zkousené latky obvykle
o koncentraci 100 mg TSK na litr sterilizovany pfidavkem vhodné toxické litky (viz 1.6.6).
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V.2.5

V.2.6

V.3.

V3.1

Pripravené objemy roztokl zkousené a referen¢ni chemické litky se rozdéli alesporn duplicitné do banek.
Do dalsich banék se piidd pouze minerdlni médium (pro kontrolu inokula) a podle potfeby smés roztoku
zkousené a referen¢ni chemické latky a sterilni roztok.

Je-li zkousend chemickd litka $patné rozpustnd, odvdzi se nebo odméif v tomto stddiu piimo do banék,
nebo se postupuje podle piilohy III. Do lahvi pro absorpci CO, se pfidd hydroxid draselny, pelety
hydroxidu sodného nebo jiny absorbent.

Pocet banék v typické zkousce

Barka 1 a 2: ZkuSebni suspense

Banka 3 a 4: Slepd zkouska s inokulem

Banka 5: Kontrolni zkouska postupu

Déle se doporucuji se nebo se podle potieby pouziji:

Banka 6: Sterilni kontrola

Banka 7: Kontrola toxicity

Barka 8: Kontrola toxicity

Viz také bod 1.6.7.

Provedeni zkousky

V barikdch se nechd ustavit pozadovand teplota a vybrané banky se inokuluji pfidinim aktivovaného kalu
nebo jiného zdroje inokula, aby nebyla koncentrace suspendovanych ldtek vétsi nez 30 mgl'. Zafizeni se
sestavi, spusti se michacka, pfezkousi se na vzduchotésnost a zahdji se méfeni spotieby kysliku. Obvykle
neni tieba vénovat zkousce Zddnou zvldstni pozornost, kromé nezbytnych odectt a denni kontroly teploty
a michdni.

Z pravidelnych castych odectli se podle postupu uvedeného vyrobcem zafizeni vypocte spotfeba kysliku.

Na konci inkubace, obvykle po 28 dnech, se zméfi pH v barikdch, a to zvldsté tehdy, je-li spotieba kysliku
mald nebo vétsi nez TSK,, (plati pro litky obsahujici dusik).

V piipadé potieby se na zacdtku a na konci odebird vzorek z respiracnich nddobek pro stanoveni DOC
nebo pro specifickou analyzu (viz bod 4 piilohy II). PH pocdtecnim odbéru z banky se zajisti, aby byl
zndm objem zkusebni suspense, kterd v bafce zlstala. Je-li kyslik spotiebovévan litkami obsahujicimi
dusik, stanovi se piirtistek koncentraci dusi¢nant a dusitani za 28 dnii a vypocte se korekce na spotiebu
kysliku nitrifikaci (piiloha V).

DATA A PREDKLADANI ZPRAV
Zpracovani vysledka

Spotieba kysliku (mg) zkouSenou litkou za danou dobu (korigovand na spotfebu kysliku inokulem za
stejnou dobu ve slepé zkousce) se podéli hmotnosti zkousené ldtky v bance. Ziskd se tak hodnota BSK
vyjadiend v mg kysliku na mg zkousené ldtky:

spoti. O, zk. chem. ldtkou v mg —spott. O, ve slep zkousce v mg

BOD =
hmotnost zkousené chem. litky v banice v mg

= mg O, na mg zkousené chemické ldtky.

Biologicky rozklad v procentech se vypocte bud z rovnice:

BOD(mg O,/mg BSK (mg O2 na mg chem. latky))
ThOD (mg O,/mg TSK (mg O2 na mg chem. ldtky))

biolog. rozklad v % = %ThOD = x 100

nebo z rovnice:

BOD (mg O;/mg BSK (mg O2 na mg chem. latky))
ThOD (mg O;/mg COD (mg O2 na mg chem. litky))

% COD = x 100
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V.4

Je tieba poznamenat, Ze tyto dvé metody nemusi poskytovat stejné hodnoty; pfednost se ddvd prvni
metodé.

Pro ldtky, jez obsahuji dusik, se pouzije vhodnd hodnota TSK (pro NH, nebo NO,) podle toho, zda se
ocekavé nitrifikace, ¢i nikoli (bod 2 piilohy 1I). Jestlize k nitrifikaci dochazi, avak neni Gplnd, vypocte se
korekce na spotfebu kysliku pfi nitrifikaci ze zmén koncentrace dusitant a dusi¢nand (piiloha V).

V piipadé, Ze se provadi nepovinné stanoveni organického uhliku a/nebo specifické chemické latky, vypocte
se stupen rozkladu podle bodu L7.

Vsechny vysledky se zaznamenaji do piislusného formuléfe piehledu dat.
Platnost vysledki

Obvykld spotieba kysliku inokulem je 20-30 mg O, na litr a neméla by byt vétsi nez 60 mg-l™ za 28 dni.
Hodnoty vétsi nez 60 mgl" vyzaduji kritické piehodnoceni vysledkd a experimentdlni techniky. Je-li pH
mimo rozpéti 6 — 8,5 a spotieba kysliku zkouSenou litkou je mensi nez 60 %, méla by byt zkouska
opakovdna s niz8i koncentraci zkousené latky.

Viz také 1.5.2.
Zpravy
Viz L.8.
PREHLED DAT
Dile je uveden pfiklad piehledu dat:
ZKOUSKA MANOMETRICKOU RESPIROMETRII
1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3. ZKOUSENA LATKA
Nazev:
Koncentrace zdsobniho roztoku:... mgl1!
Pocitecni koncentrace v médiu, Cyi... mgl™!
Objem zkusebni banky (V):... ml
TSK nebo CHSK:... v mg O, na mg zkousené litky (NH,, NO)):
4. INOKULUM
Zdroj:
Provedend dprava:
Predbéznd dprava, pokud byla provedena:

Koncentrace suspendovanych latek v reakéni smési.... mgl'
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5. SPOTREBA KYSL{KU: BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST

Cas (dny)
0 7 14 21 28
Spotieba O, (mg) 1
zkousenou latkou
2
a, pramér
Spotieba O, (mg) 3
ve slepé zkousce
4
b, primér
Korigovand BSK (a, - bm)
(mg)
(a,-b,)
BSK na mg (ar - b)
kousené latk -
zkousené latky v
(a = b)
CoV
Rozklad v % D, .
BOD
——— x 100
ThOD D,
Pramér ()
V = objem média ve zkuSebni barce
(") Hodnoty D, a D, by nemély byt primérovany, je-li mezi nimi vyrazny rozdil.
Pozndmka: Podobny formuldf 1ze pouzit i pro referencni litku a pro kontroly toxicity.
6. KOREKCE NA NITRIFIKACI (viz piiloha V)
Den 0 28 Rozdil
i) Koncentrace dusi¢nani (mg N na litr) (N)
i) Kyslikovy ekvivalent (4,57 x N x V) (mg) _ _
iii) Koncentrace dusitant (mg N na litr) (N)

iv) Kyslikovy ekvivalent (3,43 x N x V) (mg)

ii +iv) Celkovy kyslikovy ekvivalent

~

. ANALYZA UHLIKU (podle volby)
Analyzdtor uhliku:

Cas (dny) Slepd zkouska (mgl™) Zkousena latka (mg1™)
0 (Cbl(o)) (CU>
28 (Y (€, (c)

() nebo na konci inkubace
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CAST VI

VI1

VI.2

VI.2.1

V1.2.2

¢ -C
odstranény DOC v % = (1 - ‘7"“) x 100
G - Cblo

8. SPECIFICKA ANALYZA (nepovinné)

%)
1

koncentrace ve fyzikdlnéchemické kontrole (sterilni) po 28 dnech,

S = koncentrace v inokulované bance po 28 dnech.

Sp = Sa
biologicky rozklad v % = bS— x 100
b

9. ABIOTICKY ROZKLAD (nepovinné)

a = spotieba kysliku ve sterilnich banikdch po 28 dnech v mg,

spotieba kysliku na mg zkousené chemické litky = Ca
0

(viz oddil 1 a 3)

100
abioticky rozklad v% = C;]ZW'

ZKOUSKA V UZAVRENYCH LAHVICKACH (Metoda C.4E)
PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Roztok zkousené litky v minerdlnim médiu, obvykle o koncentraci 2 az 5 mgl”, se inokuluje malym
mnozstvim mikroorganismti ze smésné kultury a udrZuje se ve zcela naplnénych uzavienych lahvickach,
v temnu a pii konstantni teploté. Rozklad se sleduje po dobu 28 dni prostiednictvim analyzy rozpu-
sténého kysliku. Mnozstvi spotiebovaného kysliku po korekei na soubéznou slepou zkousku s inokulem se
vyjadii jako TSK nebo CHSK.

POPIS METODY
Pfistroje a pomticky
a) Lahve pro analyzu BSK se sklenénymi zdtkami, napt. na 250 az 300 ml.

b) Vodni ldzen nebo inkubdtor pro udrzovani lahvicek pfi konstantni teploté (tolerance +1 °C nebo mensi)
v temnu.

) Velké sklenéné lahve na 2-5 1 pro piipravu média a pro naplnéni lahvicek pro analyzu BSK.

d) Kyslikova elektroda a oxymetr nebo vybaveni a ¢inidla pro Winklerovu titracni metodu.
Piiprava minerdlniho média
Pfiprava zdsobnich roztokil je popsdna v &asti 1.6.2.

Smisi se po 1 ml roztokd a) az d) a doplni se vodou na 1 litr.
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V1.2.3

V1.2.4

VI.2.5

Piiprava inokula

Inokulum se obvykle ziskdvd z vystupu z druhého stupné Cistirny odpadnich vod nebo laboratorni
jednotky zpracovavajici prevazné domovni odpadni vody. Alternativnim zdrojem inokula mdZe byt
povrchovd voda. Obvykle se pouzije jedna kapka (0,05 ml) az 5 ml filtrdtu na litr média; k nalezeni
optimélniho objemu dané odpadni vody muze byt nezbytné provést pokusy (viz 1.6.4.2 a 1.6.5).

Piiprava lahvicek

Minerdlni médium se alespont 20 min silné provzdusnuje. Viechny série zkousek se provedou s mineralnim
médiem ze stejné davky. Obecné je médium pfipraveno k pouziti po 20 hodindch stini pfi zkuSebni
teploté. Pro kontrolu se stanovi obsah kysliku v médiu; jeho obsah by mél byt asi 9 mgl™ pii 20 °C.
Vsechny operace prenosu média nasyceného vzduchem a jeho plnéni se provedou tak, aby nevznikaly
bublinky, napf. pomoci nasdvacek.

Pripravuji se shodné skupiny lahvicek pro analyzu BSK pro stanoveni se zkouSenou litkou a referencni
litkou v soubéznych sériich experimentd. Pripravi se dostate¢ny pocet lahvicek, vcetné slepych pokust, tak,
aby v kazdém zvoleném Casovém intervalu, napf. 0, 7, 14, 21 a 28 dnt, bylo mozné provést alespori dvé
méfeni spotieby kysliku. K tomu, aby bylo mozné rozpoznat 10denni obdobi rozkladu, maze byt potieba
vice lahvicek.

Velké lahve se piiblizné do jedné tietiny naplni provzdusnénym médiem. Poté se zvldst do jednotlivych
velkych lahvi pridd dostatecny objem zdsobniho roztoku zkousené litky a referen¢ni litky, a to obvykle
tak, aby nebyla konecnd koncentrace chemickych ltek vétsi nez 10 mgl™. Ke slepému pokusu v dalsi
velké lahvi se nepfidavaji zadné chemické latky.

S cilem zajistit, aby aktivita inokula nebyla omezend, nesmi koncentrace kysliku v lahvickdch pro analyzu
BSK klesnout pod 0,5 mgl'. Toto omezuje koncentraci zkousené litky na 2 mgl?. Pro latky, které se
Spatné rozkladaji, a pro latky s nizkou hodnotou TSK lze pouzit koncentraci 5 — 10 mgl™. V nékterych
piipadech se doporucuje provést soubézné sériec méfeni pii dvou riiznych koncentracich zkousené ldtky,
napf. pii 2 a 5 mgl". Obvykle se TSK pocitd na zdkladé tvorby amonnych soli, ale v pfipadech, kdy se
piedpoklddd nitrifikace nebo kdy dochdzi k nitrifikaci, se TSK vypocte na zdkladé tvorby dusicnant
(TSK,,, Viz bod 2 piilohy II). V piipadech, kdy nitrifikace neni Gplnd, se provede korekce na zmény
analyticky stanovenych koncentraci dusitanti a dusi¢nant (viz piiloha V).

Mdli byt vySetfena toxicita zkousené ldtky (napf. v piipadé difve zjisténé nizké biologické rozlozitelnosti), je
nezbytné nasadit dali sérii lahvicek.

Pripravi se dalsi velkd ldhev s provzdusnénym minerdlnim médiem (naplnénd asi do jedné tfetiny objemu),
do které se pfidd zkouSend a referencni chemickd litka o konecné koncentraci obvykle stejné jako
v piipadé ostatnich velkych lahvi.

Roztoky ve velkych lahvich se inokuluji vystupem z druhého stupné Eistirny odpadnich vod (jedna kapka
nebo 0,05 az 5 ml'l") nebo z jiného zdroje inokula, jako je napf. fi¢ni voda (viz 1.6.4.2). Nakonec se lahve
doplni na objem provzdu$nénym minerdlnim médiem za pouziti hadicky, kterd sahd na dno, aby se
dosdhlo dostatecného promichéni.

Pocet lahvicek v typické zkousce

V typické zkousce se pouziji tyto lahvicky:

nejméné 10 lahvicek se zkousenou ldtkou a inokulem (zkusebni suspense),

nejméné 10 lahvicek pouze s inokulem (slepd zkouska s inokulem),

nejméné 10 lahvicek s referen¢ni litkou a inokulem (kontrolni zkouska postupu),

a podle potieby 6 lahvicek se zkousenou latkou, referenéni litkou a inokulem (kontrola toxicity). Pro
rozpoznani 10denniho obdobi rozkladu je vsak potfebny dvojndsobny pocet lahvicek.



470

Utedn{ véstnik Evropské unie

13fsv. 11

VI.2.6

V1.3

VI.3.1

V1.3.2

Provedeni zkousky

Vsechny pfipravené roztoky se ihned po piipravé rozdéli do piislusné skupiny lahvicek pro analyzu BSK,
a to pomoci hadicky zavedené do spodni Ctyrtiny velké lahve (nikoliv ke dnu) tak, aby se viechny lahvicky
pro analyzu BSK zcela naplnily. Jemné se poklepe, aby se odstranily bublinky. V lahvickdch se Winklerovou
metodou nebo pomoci oxymetru ihned stanovi obsah rozpusténého kysliku k pocdtku zkousky (k casu
nula). Obsah lahvicek Ize konzervovat pro pozdgjsi analyzu pfidavkem siranu manganatého a hydroxidu
sodného (prvnim Winklerovym cinidlem). Pfed provedenim zbyvajicich krokt Winklerovy metody se
peclivé uzaviené lahvicky obsahujici kyslik vdzany ve formé hydratovaného oxidu manganitého skladuji
v temnu nejdéle 24 hodin pii teplot¢ 10-20 °C. Zbyvajici soubézné piipravené lahvicky se uzaviou tak,
aby v nich nezistaly bublinky vzduchu, a inkubuji se v temnu pii 20 °C. Kazdd séric musi byt
doprovazena uplnou sérii slepého pokusu s inokulovanym médiem. Ve vsech sériich se béhem 28 dnt
inkubace v pravidelnych intervalech (nejméné jednou tydné) stanovi alespoin ve dvou lahvickdch obsah
rozpusténého kysliku.

Tydenni vzorky umozni stanoveni rozkladu v procentech ve 14dennim obdobi rozkladu, zatimco vzorky
odebirané kazdé 3-4 dny umozni rozpoznat 10denni obdobi rozkladu, coz vyzaduje dvojndsobny pocet
lahvicek.

U latek obsahujicich dusik se provede korekce na spotiebu kysliku pii nitrifikaci. K tomuto tcelu se stanovi
koncentrace rozpusténého kysliku oxymetrem a poté se z lahvicky pro analyzu BSK odebere vzorek pro
stanoveni dusitant a dusi¢nant. Z pfiristku koncentrace dusitani a dusi¢nand se vypocte mnoZzstvi
spotiebovaného kysliku (viz piiloha V).

DATA A PREDKLADANI ZPRAV
Zpracovani vysledka

Nejprve se vypocte BSK, ke které doslo po kazdé casové period¢, a to odectenim spotieby kysliku (v mg O,
na litr) ve slepém pokusu s inokulem od spotfeby zkousenou chemickou litkou. Takto korigovand spotieba
se vydéli koncentraci zkousené litky (mgl”) a ziskd se specifickd BSK v mg kysliku na mg zkousené latky.
Biologickd rozlozitelnost v procentech se vypocte jako podil specifické BSK a specifické TSK (vypoctené
podle bodu 2 piilohy II) nebo CHSK (stanovené analyticky, viz bod 3 piilohy IL), tedy:

spoti. Oy zk. chem. ldtkou v mg — spoti. O, ve slep. pokusu v mg
hmotnost zkousené chem. latky v bance v mg

BOD =

= mg O, na mg zkousené chemické latky.

BOD (mg O,/mg BSK (mg O2 na mg zkuseb. chem. latky))
ThOD (mg Oy/mg TSK (mg O2 na mg zkuseb. chem. ltky))

rozklad v % = x 100

nebo

BOD (mg O,/mg BSK (mg O2 na mg zkuseb. chem. ldtky))
COD (mg O;/mg COD (mg O2 na mg zkuSeb. chem. litky))

Rozklad v % = x 100

Je tieba poznamenat, Ze tyto dvé metody nemusi poskytovat stejné hodnoty; pfednost se ddvd prvni
metodé.

Pro latky, jez obsahuji dusik, se pouzije odpovidajici hodnota TSK (pro NH, nebo NO,) podle toho, zda se
oCekavé nitrifikace, ¢ nikoli (bod 2 piilohy IL). Jestlize k nitrifikaci dochdzi, avsak nenf tiplnd, vypocte se
korekce na spotiebu kysliku pii nitrifikaci ze zmén koncentrace dusitantt a dusi¢nant (piiloha V).

Platnost vysledkd

Spotieba kysliku ve slepém pokusu s inokulem by neméla byt po 28 dnech vy3si nez 1,5 mgl™. Vyssi
hodnoty vyzaduji pieSetieni experimentdlni techniky. Zbytkovd koncentrace kysliku ve zkusebnich lahvic-
kich by neméla nikdy klesnout pod 0,5 mgl". Takto nizké trovné kysliku jsou platné pouze tehdy, Izeli
pouzitou metodou stanoveni rozpusténého kysliku tak nizké tirovné piesné zméfit.
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V1.3.3

V1.4

Viz také 1.5.2.
Zpravy
Viz 1.8.
PREHLED DAT
Déle je uveden piiklad ptehledu dat:
ZKOUSKA V UZAVRENYCH LAHVICKACH
1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENi ZKOUSKY
3. ZKOUSENA LATKA
Nazev:
Koncentrace zdsobniho roztoku:... mgl1!
Pocate¢ni koncentrace v lahvicce:... mgl™!
TSK nebo CHSK:... v.mg O, na mg zkousené latky
4. INOKULUM
Zdroj:
Provedend dprava:
Predbéznd dprava, pokud byla provedena:
Koncentrace v reakéni smési:... mgl'
5. STANOVEN ROZPUSTENEHO KYSLIKU:

Metoda: Winklerova metoda/oxymetr

Analyzy lahvicek

Rozpustény kyslik (mg-l™)

Doba kultivace (d)

Zkousend che-

nl nl
Slepd zkouska 1 C
(bez chemické
latky) 2 C,
Rere
Primér b= 2
1 a

micka latka

a; +ap
0 o me =——5—
Pramér

Poznamka: podobny formuldf lze pouzit i pro referencni litku a pro kontroly toxicity.
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6.

KOREKCE NA NITRIFIKACI (viz piiloha V)

Doba kultivace

i) Koncentrace dusi¢nanti (mg N na litr)

ii) Zména koncentrace dusi¢nant (mg N na litr)
iii) Kyslikovy ekvivalent (mg1™)

iv) Koncentrace dusitant (mg N na litr)

v) Zména koncentrace dusitant (mg N na litr)
vi) Kyslikovy ekvivalent (mg1™)

iii + vi) Celkovy kyslikovy ekvivalent (mg1™)

N

UBYTEK ROZPUSTENEHO KYSLIKU: ROZKLAD V PROCENTECH

Ubytek po n dnech (mg™)

nl nl n?

LAHVICKA 1: (m,—m)— (m, —m)
LAHVICKA 2: (m, - m) — (m, —m,)
LAHVICKA 1:

%D, — [(mto - mtx) - (mbo - mbx)] x 100

! konc. zkus. chem x ThOD latky

LAHVICKA 2:

%D, = [(myo — mix) — (My, — myy)] x 100

konc. zkus. chem x ThOD latky

D, +D
pramér(') % D = Lt

oo

Hodnoty nelze priimérovat, je-li mezi nimi vyrazny rozdil.

hodnota pro zkusebni lahvicku v case 0

m_ = hodnota pro zkuSebni lahvicku v case x
m,, = hodnota pro slepy pokus v case 0
m,_ = hodnota pro slepy pokus v case x

Pouziji se rovnéz korekce na nitrifikaci z bodu iii + vi v oddilu 6.

Spotieba kysliku ve slepém pokusu je (m,, — m,,)

zkousky. Méla by byt mensf nez 1,5 mgl".

. UBYTEK ROZPUSTENEHO KYSLIKU VE SLEPEM POKUSU

v mgl™. Tato spotieba je dilezitd pro platnost
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CAST VII ZKOUSKA MITI (Metoda C.4-F)

VIL1

VIL2

VIL2.1

VIL.2.2

VIL2.3

PODSTATA METODY

Meéfeni spotieby kysliku v michaném roztoku nebo suspensi zkousené chemické litky v minerdlnim médiu
inokulovaném specidlni kulturou neadaptovanych mikroorganismil se provadi automaticky po dobu 28 dnti
za tmy v uzavieném respirometru pii 25 =1 °C. Uvoliovany oxid uhlicity se jimd v hydroxidu sodném.
Biologickd rozlozitelnost se vyjadii jako spotfeba kysliku (korigovand na slepy pokus) vyjidiend
v procentech teoretické spotieby kysliku (TSK). Primarni biologicka rozloZitelnost vyjadfend v procentech
se rovnéZ vypocte z doplitkové specifické chemické analyzy provedené na zacdtku a na konci kultivace,
popiipadé z analyzy DOC.

POPIS METODY

Piistroje a pomiicky

a) Automaticky elektrolyticky méfi¢ BSK nebo respirometr standardné vybaveny 6 bafikami na 300 ml
opatfenymi uzdvéry obsahujicimi absorbent CO,;

b) mistnost s konstantni teplotou nebo vodni ldzen nastavend na 25 =1 °C;

¢) zafizeni pro membrinovou filtraci (nepovinné);

d) analyzdtor uhliku (nepovinné).

Piiprava minerdlniho média

Za pouziti reakénich Cinidel Cistoty p.a. se piipravi tyto zdsobni roztoky (L.6.1.):

a) Dihydrogenfosforecnan draselny, KH PO, 8,50
Hydrogenfosforecnan didraselny, K,HPO, 21,75 g
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrét, Na,HPO,-12H,0 44,60 g
Chlorid amonny, NH CI 1,70 g

Rozpusti se ve vodé a doplni na 1 litr.
pH roztoku musi byt 7,2.

b) Siran hofecnaty heptahydrat, MgSO,-7H,0 22,50 g
Rozpusti se ve vodé a doplni na 1 litr.

0 Chlorid vépenaty bezvody, CaCl, 27,50 g
Rozpusti se ve vodé a doplni na 1 litr.

d) Chlorid Zzelezity hexahydrat, FeCl-6H,0 025¢g

Rozpusti se ve vodé¢ a doplni na 1 litr.

Spoji se po 3 ml roztokd a), b), ¢), a d) a doplni se na 1 litr.

Piiprava inokula

Odeberou se Cerstvé vzorky nejméné z deseti lokalit, kde se pouzivaji a vypoustéji rtizné chemické latky.
Z mist, jako jsou Cistirny méstskych a pramyslovych odpadnich vod, feky, jezera a mote se odeberou
litrové vzorky kalu, povrchovych ptd, vody atd., které se peclivé smichaji. Po odstranéni vyplavenych latek
a ustdleni se pH supernatantu upravi na 7 *1 hydroxidem sodnym nebo kyselinou fosfore¢nou.
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VIL2.4

VIL2.5

VIL3.

VIL3.1

Vhodnym objemem filtrovaného supernatantu se naplni nddoba na aktivaci kalu a kapalina se 23% h
provzdusnuje. Tricet minut po ukonceni provzdusiiovani se odlije pfiblizné jedna tietina celkového objemu
supernatantu a k usazenému materidlu se piidd stejny objem roztoku (pH 7), ktery obsahuje vzdy po
0,1 % glukosy, peptonu a dihydrogenfosforenanu draselného, a obnovi se provzdusnovéni. Tento postup
se opakuje jednou denné. Kalovd jednotka musi byt provozovand podle zdsad sprévné laboratorni praxe:
odtok md byt ¢iry, teplota md byt udrzovdna pii 25 £2 °C, pH md byt 7 %I, kal se ma dobfe usazovat,
provzdusnovani musi byt za vSech okolnosti dostate¢né, maji byt pfitomni prvoci a aktivita kalu se md
kontrolovat pomoci referencni litky nejméné kazdé tii mésice. Inokulum se nepouzivd dfive nez po
1 mésici kultivace, ale ne pozdéji nez po ¢tyfech mésicich. Proto se v pravidelnych intervalech jednou za tfi
mésice odebiraji vzorky z 10 mist.

K udrzeni stejné aktivity Cerstvého a starého kalu se filtrovany supernatant aktivovaného pouzitého kalu
misi se stejnym objemem filtrovaného supernatantu Cerstvé odebraného kalu pochdzejictho z deseti zdroju
a smés se kultivuje podle vyse uvedeného postupu. Kal se pouZije jako inokulum az 18 — 24 h po
uvedeném zpracovani.

Piiprava banék

Pripravi se téchto 6 banék:

Barka ¢. 1: zkouSend chemicka latka v fedici vodé, 100 mgl"

Banky ¢. 2, 3, 4: zkouSend chemickd ldtka v minerdlnim médiu, 100 mgl™!
Banka ¢. 5: referencni ldtka (napf. anilin) v minerdlnim médiu, 100 mg™
Banka ¢. 6: pouze minerdlni médium

Spatné rozpustné chemické litky se odvézi nebo odméii, nebo se zpracuji podle pidlohy III, s v§jimkou
téch, u nichz nesméji byt pouzita rozpoustédla ani emulgdtory. Do specidlnich uzavéra vech lahvi se pfidd
absorbent oxidu uhlicitého. pH v bankdch ¢. 2, 3 a 4 se upravi na 7,0.

Provedeni zkousky

Bariky ¢. 2, 3, 4 (zkuSebni suspense), ¢. 5 (kontrola aktivity), ¢. 6 (slepy pokus s inokulem) se inokuluji
malym mnozstvim inokula tak, aby byla vyslednd koncentrace kalu 30 mgl1™. Do lahve ¢. 1 se inokulum
nepridavd, slouzi jako abiotickd kontrola. Zafizeni se sestavi, pfezkousi se na vzduchotésnost, spusti se
michacka a v temnu se zahdji méfeni spotieby kysliku. Denné se kontroluje teplota, michdni, coulometricky
zapisovaC spotieby kysliku a zaznamenaji se vSechny zmény barvy obsahu banék. Spotieba kysliku pro
6 banck se odecitd piimo, napf. Sestikandlovym zapisovacem, ¢imz se ziskd kiivka BSK. Na konci kultivace,
obvykle po 28 dnech, se zméfi pH v bankich a stanovi se zbytkovad koncentrace zkousené chemické latky
a jejich produktii rozkladu a v piipadé zkouseni ltek rozpustnych ve vodé také koncentrace DOC (postup
podle bodu 4 piilohy II). Zvlastni pozornost je tfeba vénovat tékavym latkdim. Pokud se pfedpoklidd
nitrifikace, stanovi se podle moznosti koncentrace dusicnanti a dusitand.

DATA A PREDKLADANI ZPRAV
Zpracovéni vysledka

Spotieba kysliku (mg) zkouSenou litkou za danou dobu (korigovand na spotiebu inokulem za stejnou
dobu ve slepém pokusu) se podéli hmotnosti pouzité zkousené latky. Ziskd se tak hodnota BSK vyjadiend
v mg kysliku na mg zkousené latky:

BOD — spoti. Oy zk. chem. ldtkou v mg — spotf. O, ve slepé zkousce v mg

hmotnost zkousené chem. ltky v banice v mg

= mg O, na mg zkousené chemické latky.

Biologicky rozklad v procentech se potom vypoéte z rovnice:
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VIL3.2

VIL3.3

VIL4

BOD(mg O,BSK (mg O2 na mg chem. litky))

ThOD (mg O,TSK (mg O2 na mg chem. litky)) X 100

biolog. rozklad v % = % ThOD =

Pro smési se TSK vypocte z elementdrni analyzy, tak jako pro jednoduché slouceniny. PouZije se od-
povidajici hodnota TSK (TSK,,, nebo TSK ) podle toho, zda se ocekdvd nitrifikace, ¢i nikoli (bod 2
piflohy 1I). Jestlize k nitrifikaci dochdzi, avsak neni dplnd, vypocte se korekce na spotiebu kysliku pfi
nitrifikaci ze zmén koncentrace dusitant a dusi¢nana (pfiloha V).

Vypocte se primdrni biologicky rozklad v procentech z tbytku specifické (vychozi) chemické ldtky
(viz 1.7.2):

5,8
b

1% 100%

Zjistili se pii méfeni fyzikdlné-chemického dbytku ztrdta zkousené chemické ldtky v barnce ¢. 1, zaznamend
se to a jako koncentrace zkousené litky (S,) po 28 dnech se pro vypocet biologické rozlozitelnosti dosadi
tato koncentrace.

Stanovuje-li se koncentrace DOC (nepovinné), vypocite se koneénd hodnota biologického rozkladu
v procentech podle vztahu:

jak je uvedeno v bodé L.7.1. Zjistili se pfi méfeni fyzikdlné-chemického dbytku ztrita DOC v barce ¢. 1,
pouzije se pii vypoctu biologického rozkladu v procentech tato koncentrace DOC.

Vsechny vysledky se zaznamenaji do prehledu dat.
Platnost vysledkd

Obvykld spotieba kysliku inokulem je 20-30 mg O, na litr a neméla by byt vétsi nez 60 mg-l" za 28 dni.
Hodnoty vétsi nez 60 mgl? vyzaduji kritické pfehodnoceni vysledkd a experimentdlni techniky. Je-li pH
mimo rozpéti 6-8,5 a spotfeba kysliku zkousenou litkou je mensi nez 60 %, méla by byt zkouska
opakovéna s nizsi koncentraci zkousené latky.

Viz také 1.5.2.

V piipadé¢, Ze rozklad anilinu vypocteny ze spotieby kysliku neprekro¢i po 7 dnech 40 % a po 14 dnech
65 %, povazuje se zkouska za neplatnou.

Zpravy

Viz 1.8.

PREHLED DAT

Dile je uveden pfiklad pichledu dat:
ZKOUSKA MITI (1)

1. LABORATOR

2. DATUM ZAHAJEN[ ZKOUSKY
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3. ZKOUSENA LATKA
Nazev:
Koncentrace chemické latky v zdsobnim roztoku:... mgl1™
Pocitecni koncentrace chemické litky v médiu, C:... mgl™
Objem reakéni smési, V:... ml
TSK:... mg O, na litr

4. INOKULUM

Mista odbéru kalu:

1) . 6)
2) . 7)
3) . 8)
4 . 9)
5 . 10) .

Koncentrace suspendovanych litek v aktivovaném kalu po aklimatizaci se syntetickymi
splasky =... mgl™.
Objem aktivovaného kalu v litru kone¢ného média =... ml
Koncentrace kalu v kone¢ném médiu =... mg!1!
5. SPOTREBA KYSLIKU: BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST
Typ pouzitého respirometru:
Cas (dny)
0 14 21 28
al
Spotieba O, (mg)
zkousenou ldtkou 4
a3
Spotieba O, (mg) ve b
slepé zkousce
‘ ) " (a, = b)
Korigovand spotfeba O, (a, - b)
(mg)
(a, = b)
Banka 1
BSK na mg zkousené (a-b) Banka 2
latky GV
Barika 3
1
Rozklad v % 2
BOD x 100 3
ThOD
Pramér (')

Pozndmka: podobny formuldf Ize pouzit i pro referencni ldtku.

(') Hodnoty nelze pramérovat, je-li mezi nimi vyrazny rozdil.
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ANALYZA UHLIKU (podle volby)

Analyzdtor uhliku:

DOC ibvick
Banka Duo?ev % Primér
0
Naméfend hodnota Korigovand hodnota

Voda + zkousend ldtka a — —
Kal + zkousend ldtka b, b —c
Kal + zkousend ldtka b, b, —c
Kal + zkousend ldtka b, b, —c
Kontrolni slepd zkouska c — — —

—(b-
odstranény DOC v % : % x 100

7. DATA ZE SPECIFICKE CHEMICKE ANALYZY

Zbytkové mnozstvi zkousené chemické latky na

konci zkousky Rozklad v %

Slepd zkouska s vodou S

Inokulované médium

Sp — S
rozklad v % =% x 100
b

Rozklad v % se vypocte pro barky al, a2, a3.
8. POZNAMKY

Pripoji se kiivka zdvislosti BSK na case, je-li k dispozici.
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Priloha 1

ZKRATKY A DEFINICE

DO: Rozpustény kyslik (dissolved oxygen) (mg-l") je koncentrace kysliku, ktery je rozpustén ve
vodném vzorku.

BSK: Biochemickd spotieba kysliku (biochemical oxygen demand, BOD) (g) je mnozstvi kysliku, jez je
v prubéhu metabolizace zkousené latky spotiebovano mikroorganismy; vyjadiuje se také jako
spotieba kysliku v gramech na gram zkousené latky. (Viz metoda C.5).

CHSK: Chemickd spotieba kysliku (chemical oxygen demand, COD) (g) je mnozstvi kysliku, jez je
spotfebovdno v priubéhu oxidace zkousené litky horkym kyselym dichromanem; je méfitkem
mnozstvi pfitomnych oxidovatelnych ldtek; vyjadituje se také v gramech kysliku spotfebovaného
na gram zkousené latky. (Viz metoda C.6).

DOC: Rozpustény organicky uhlik (dissolved organic carbon) je celkovy organicky uhlik, ktery je
piitomny v roztoku nebo projde pies filtr o velikosti port 0,45 pm nebo zistane
v supernatantu po odstfedovani po dobu 15 min pii zrychleni 40 000 ms? (asi 4 000 g).

TSK: Teoretickd spotieba kysliku (theoretical oxygen demand, ThOD) (mg) je celkové mnozstvi kysliku
nezbytné pro tplnou oxidaci chemické latky; vypocte se z molekulového vzorce latky
(viz bod 2 piilohy II) a vyjadiuje se také jako mnozstvi kysliku v mg nezbytné na mg
zkousené latky.

TCO,: Teoreticky oxid uhlicity (theoretical carbon dioxide, ThCO) je mnozstvi oxidu uhlicitého, které by
mélo vzniknout ze zndmého nebo zméfeného obsahu uhliku ve zkousené ldtce za pfedpokladu
jeji Gplné mineralizace; vyjadiuje se v mg oxidu uhli¢itého uvolnéného z 1 mg zkousené ldtky.

TOC: Celkovy organicky uhlik (total organic carbon) ve vzorku je souctem organického uhliku
v roztoku a v suspensi.

IC: Anorganicky uhlik (inorganic carbon).

TC: Celkovy uhlik (total carbon) je souctem organického a anorganického uhliku ve vzorku.

Primdrni biologicky rozklad:

jsou zmény chemické struktury ldtky zpasobené biologickym pusobenim, vedouci ke ztrdté specifickych
vlastnosti latky.

Uplny biologicky rozklad (aerobni):

je stupen rozkladu latky dosazeny po jejim dplném zuzitkovani mikroorganismy, vedouci k produkci oxidu
uhlicitého, vody, minerdlnich soli a nové mikrobidlni bunééné hmoty (biomasy).

Snadno biologicky rozlozZitelnd:

je dohodnutd Kklasifikace chemickych latek, které prosly screeningovymi zkouskami tplné biologické
rozlozitelnosti; tyto zkousky jsou tak pfisné, ze lze piedpoklddat, Ze se litky budou ve vodném prostredi
za aerobnich podminek rychle a tplné biologicky rozkladat.

Biologicky rozloZitelnd:

je klasifikace chemickych ldtek, pro néZ existuje nepochybny dikaz o jejich biologické rozlozitelnosti
(primarni nebo konecné) v kterékoli uzndvané zkousce biologické rozlozitelnosti.

Odstranitelnost:

je naklonnost latek k jejich odstranéni pii biologickém c¢isténi odpadnich vod, aniz by byl nepiiznivé
ovlivnén normélni pribéh disticich pochodu. Litky snadno biologicky rozlozitelné jsou obecné odstrani-
telné, aviak ne vechny rozlozitelné latky jsou odstranitelné. Mohou zde pusobit také abiotické procesy.
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Fdze iniciace:

je doba, ve zkousce na tbytek rozpusténého organického uhliku, od inokulace do dosazeni alesponn 10%
biologického rozkladu. Fize iniciace je Casto rizné dlouhd a $patné reprodukovatelnd.

Doba rozkladu:
je doba od konce fize zdrzeni do dosazeni 90 % maximdlni dosazitelné trovné rozkladu.
10denni obdobi rozkladu:

je 10 dnt, které ndsleduji bezprostiedné po dosazeni 10% rozkladu.

PRILOHA Il

VYPOCET A STANOVENI NEKTERYCH SOUHRNNYCH PARAMETRU

V zavislosti na zvolené zkusebni metodé se vyzaduje urceni nékterych souhrnnych parametrt. V ndsledujicim
oddile je popsdn vypocet téchto hodnot. Vyuziti téchto parametrii je popsdno u jednotlivych metod.

1. Obsah uhliku

Obsah uhliku se pocitd ze zndmého elementdrniho slozeni nebo se stanovi analyzou prvka ve zkousené
latce.

2. Teoretickd spotieba kysliku (TSK)

Teoretickou spotiebu kysliku (TSK) Ize vypocitat ze znalosti elementarniho sloZeni nebo z vysledki analyzy
prvka. Pro latku

CH,CI,N.Na OPS,

na o p

bez nitrifikace,

162c+ 12 (h-cd-3n)+ 3s+ 52p+ 1/2na—o]m
MW

ThODnps = g/mg

nebo s nitrifikaci,

162c+ 1/2 (h=c)+ 5/2n+ 3 s+ 52 p+ 1/2 na— o]
MW

ThODyys = mg/mg

3. Chemickd spotieba kysliku (CHSK)
Chemickd spotieba kysliku (CHSK) se stanovi metodou C.6.
4. Rozpustény organicky uhlik (DOC)

Rozpusténym organickym uhlikem je podle definice organicky uhlik pfitomny ve vodném roztoku
chemické ldtky nebo smési, ktery projde pies filtr o velikosti pért 0,45 pm.
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Odeberou se vzorky ze zkusebnich nddob a ihned se filtruji pomoci filtratntho zafizeni s vhodnym
membrdnovym filtrem. Prvnich 20 ml (toto mnozstvi maze byt pii pouziti malych filtréi zmenseno) se
odstrani. 10-20 ml, nebo v pifpadé néstiiku mensi objem (objem zévisi na mnoZstvi potfebném pro
analyzu), se uschovd pro analyzu uhliku. Koncentrace DOC se stanovi pomoci analyzitoru organického
uhliku, ktery umoznuje presné stanoveni koncentrace uhliku, kterd je mensi nebo rovna 10 % pocite¢ni
koncentrace DOC pouzité ve zkousce.

Zfiltrované vzorky, které neni mozné analyzovat ve stejny pracovni den, se uchovévaji v ledni¢ce 48 h pii
2-4 °C nebo delsi dobu pii teploté niz$f nez —-18 °C.

Pozndmky:

Membrdnové filtry jsou Casto impregnovany povrchové aktivnimi ldtkami za Gcelem jejich hydrofilizace. Filtr
tedy mize obsahovat az nékolik mg rozpustného organického uhliku, ktery mtze ovlivnit stanoveni
biologické rozlozitelnosti. Povrchové aktivni latky a jiné rozpustné organické litky se z filtrG odstranuji
vyvafenim tiikrdt jednu hodinu v deionizované vodé. Filtry lze poté skladovat 1 tyden ve vodé. PFi pouziti
filtracnich patron pro jedno pouziti se musi u kazdé Sarze ovéfit, zda neobsahuje rozpustny organicky
uhlik.

V zdvislosti na typu membranového filtru mize dochdzet k adsorpci zkousené latky na filtru. Doporucuje
se ovéfit, zda k adsorpci zkousené chemické litky na filtru nedochdzi.

Misto filtrace lze pouzit k rozliseni TOC od DOC odstfedovani pii 40 000 m-s? (4 000 g) po dobu
15 min. Tato metoda vSak neni spolehlivd pii pocdtecni koncentraci DOC < 10 mgl™, protoze bud nelze
odstranit vSechny bakterie, nebo se zpétné rozpousti uhlik, ktery je soucdsti bakteridlni plasmy.

LITERATURA

— Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 12th ed., Am. Publ. Hlth. Ass.,
Am. Wat. Poll. Control Fed., Oxygen Demand, 1965, p 65.

— Wagner, R. von Wasser, 1976, 46, 139.

— DINEntwurf 38 409, Teil 41 — Deutsches Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammunter-
suchung, Summarische Wirkungs- und Stoffkenngrossen (Gruppe H). Bestimmung des Chemischen
Sauerstoffbedarfs (CSB) (H 41), Normenausschuss Wasserwesen (NAW) in DIN Deutsches Institut fiir
Normung e.V.

— Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, 13(1),
169.

PRILOHA III

VYHODNOCENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI SPATNE ROZPUSTNYCH LATEK

Pii zkouskdch biologické rozlozitelnosti $patné rozpustnych latek si zaslouzi zvlastni pozornost nésledujici
aspekty.

Zatimco odbér vzorkd homogennich kapalin je problémem jen ziidka, u pevnych litek se doporucuje
provést homogenizaci vhodnymi prostiedky, aby v disledku nehomogenity nedoslo k chybdm. Zvlastni
pozornost musi byt vénovdna odbérim reprezentativnich vzorki o nékolika miligramech ze smési latek,
které obsahuji velké mnozstvi necistot.

V pribéhu zkousek lze pouzit riizné zpiisoby michdni. Je tfeba vénovat pozornost tomu, aby michdni bylo
piiméfené pravé pro udrzeni litky v disperzi a nedochdzelo k prehfivani, nadmérnému pénéni
a nadmérnym tfecim sildm.

Miaze se pouzit emulgdtor vytvarejici stdlé disperzi chemické latky. Nesmi byt toxicky pro bakterie a nesmi
se biologicky rozklddat nebo pénit za zkuSebnich podminek.
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Stejnd kritéria jako pro emulgdtory plati i pro rozpoustédla.

U pevnych zkouSenych latek se nedoporucuje pouzivat pevné nosice, mohou viak byt vhodné v pripadé
olejovitych latek.

Pouzijili se pomocné ldtky, jako jsou emulgitory, rozpoustédla a nosice, musi byt proveden slepy pokus
s pomocnou latkou.

Pro studium biologické rozloZitelnosti Spatné rozpustnych latek lze pouzit kteroukoli ze tf respirome-
trickych zkousek (zkouska na dbytek CO,, na BSK, zkouska MITI).

LITERATURA

— De Morsier, A. et al. Biodegradation tests for poorly soluble compounds. Chemosphere, 1987, 16, 833.

— Gerike, P. The Biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, 13, 169.

PRILOHA IV

VYHODNOCEN{ BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI LATEK POTENCIALNE TOXICKYCH PRO IN-
OKULUM

Je-li chemickd litka podrobena zkouSeni snadné biologické rozlozitelnosti a jevi se jako biologicky
nerozlozitelnd, doporucuje se postupovat pii pozadavku rozlisit inhibi¢ni piisobeni od odolnosti ldtky vaci
rozkladu ndsledujicim zptsobem (Reynolds et al., 1987).

Ve zkouskdch toxicity i ve zkouskach biologické rozlozitelnosti se pouziji podobnd nebo stejnd inokula.

K posouzeni toxicity chemickych latek zkousenych ve zkouskdch snadné biologické rozloZitelnosti se
doporucuje pouzit zkousku inhibice dychdni aktivovaného kalu (smérnice 88/302/EHS), stanoveni BSK
nebo metodu inhibice riistu nebo kombinaci téchto metod.

Nemdli dojit k inhibici z divodu toxicity, méla by byt koncentrace zkousené litky pouzitd ve zkouskich
snadné biologické rozlozitelnosti mensi nez 1/10 hodnoty EC,, (nebo mensi nez EC,) zjisténé zkouskou
toxicity. Latky s EC,) > 300 mgl" pravdépodobné nemaji pfi zkouskdch snadné biologické rozlozitelnosti
toxické ucinky.

Hodnoty EC,; < 20 mgl" mohou pii ndsledném zkouseni pisobit potize. Mély by byt pouzity nizké
koncentrace, coZ vyzaduje pouzit I;()Hsné a citlivé zkousky v uzavienych lahvickich nebo materidl znaceny
14C. Pouziti vyssich koncentraci zkousené litky mize byt popiipadé umoznéno nasazenim aklimatizova-
ného inokula. V tomto piipadé se vSak ztrdci specifické kritérium zkousky snadné biologické rozlozitel-
nosti.

LITERATURA

Reynolds, L. et al., Evaluation of the toxicity of substances to be assessed for biodegradability. Chemosphere,
1987, 16, 2259.

PRILOHA V

KOREKCE NA SPOTREBU KYSLIKU PRI NITRIFIKACI

Chyby zpiisobené tim, Ze pii stanoveni spotieby kysliku ve zkouskdch ldtek, které neobsahuji dusik, neni
vzata v tvahu nitrifikace, nejsou vyznamné (nejsou veétsi nez 5 %), i kdyz je oxidace amoniakélniho dusiku ve
zkuebnich nddobéch a ve slepém pokusu nepravidelnd. U zkousenych ltek obsahujicich dusik mize dojit ke
znaénym chybdm.
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Dochdzili k nitrifikaci, aviak nikoli dplné, musi byt spotieba kysliku reakéni smési korigovdna na mnozstvi
kysliku spotfebovaného na oxidaci amoniaku a amonnych iontd na dusitany a dusicnany, jsouli zmény
koncentrace dusitant a dusi¢nant béhem kultivace stanoveny pomoci téchto rovnic:

2NHCl + 30, =2HNO, + 2 HCl + 2 HO (1)
2 HNO, + 0, = 2 HNO, )
Celkové:

2 NH,Cl + 4 0, = 2 HNO, + 2 HCl + 2 H,O 3)

Podle rovnice 1 je spotieba kysliku pfi oxidaci 28 g dusiku obsazené¢ho v NH,Cl na dusitan 96 g, tzn,, Ze
prepocitavaci faktor je 3,43 (96/28). Stejné tak je podle rovnice 3 spotieba kysliku pii oxidaci na dusi¢nan
128 g, tzn. prepocitivaci faktor je 4,57 (128/28).

Protoze popsané reakce ndsleduji po sobé, pficemZz jsou realizovany odlisnymi druhy bakterii, muze
koncentrace dusitanti stoupat i klesat; pfi poklesu roste odpovidajicim zpisobem koncentrace dusi¢nand.
Spotieba kysliku pii tvorbé dusi¢nant se tedy vypocte vyndsobenim pifristku koncentrace dusi¢nant
faktorem 4,57, zatimco spotieba kysliku pii tvorbé dusitanii se vypocte vyndsobenim piirtstku koncentrace
dusitanti faktorem 3,43, nebo pii poklesu obsahu dusitant se ztrity kysliku vypoctou vynasobenim poklesu
koncentrace faktorem —3,43.

To znamena:

0O, spotfebovany pii tvorbé dusicnanti = 4,57 x piirtistek koncentrace dusi¢nan (4)
a

0O, spotiebovany pii tvorbé dusitanti = 3,43 x piiristek koncentrace dusitanti (5)
a

ztrdta O, pii Gbytku dusitand: = -3,43 x pokles koncentrace dusitant (6)
Tedy

spotfeba O, pii nitrifikaci = +3,43 x zména koncentrace dusitant + 4,57 x zména koncentrace
dusi¢nanti (7)
a tedy

spotieba O, pii oxidaci uhliku = celkovd zjisténd spotfeba — spotieba pfi nitrifikaci (8)

Jestlize se stanovi pouze celkovy oxidovany dusik, bude se v prvnim piiblizeni rovnat spotfeba kysliku pii
nitrifikaci hodnoté 4,57 x priristek koncentrace oxidovaného dusiku.

Korigovand hodnota spotieby kysliku pfi oxidaci uhltku se poté porovnd s TSK . vypoctenou podle
piilohy IL
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1.4

1.5

1.6

C.5 ROZKLAD - BIOCHEMICKA SPOTREBA KYSLIKU

METODA

UvVOoD

Metoda je urcena pro méfeni biochemické spotieby kysliku (BSK) pevnych nebo kapalnych organickych
latek.

Data ziskand pfi této zkousce plati pro litky rozpustné ve vodé; tékavé latky a latky s nizkou rozpustnosti
ve vodé lze touto metodou alespori v zdsadé rovnéz zkouset.

Metodu lze pouzit pouze pro organické ldtky, které nemaji v koncentracich pouzivanych pii zkousce
inhibi¢ni G¢inek na bakterie. Neni-li dand ldtka p#i koncentracich pouzivanych ve zkousce rozpustnd, muze
byt nezbytné pouzit pro dosazeni dobré dispergace zkouseného materidlu zvldstni postupy, napf. dispergaci
ultrazvukem.

Informace o toxicité¢ chemické litky mohou byt uZite¢né pii interpretaci nizkych hodnot vysledku zkousky
a pii volbé vhodnych zkousenych koncentraci.

DEFINICE A JEDNOTKY

Biochemickd spotieba kysliku (BSK) je definovdna jako mnozstvi rozpusténého kysliku, které je nutné
k biochemické oxidaci urcitého objemu roztoku ldtky za predepsanych podminek.

Vysledky se vyjadtuji v gramech spotieby kysliku (BSK) na 1 g zkousené latky.

REFERENCNI LATKY

Je zddouci pouzit vhodnou referen¢ni litku pro kontrolu aktivity inokula.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Predem stanovené mnozstvi latky rozpusténé nebo dispergované ve vhodném, dobfe provzdusnéném médiu
se inokuluje mikroorganismy a kultivuje se v temnu za stdlé, definované teploty.

BSK se stanovi z rozdilu mezi obsahem rozpusténého kysliku na zacitku a na konci zkousky. Zkouska
musi trvat nejméné pét dni a nejdéle 28 dni.

Soubézné musi byt provedena slepd zkouska bez obsahu zkousené latky.

KRITERIA JAKOSTI

Stanoveni BSK nelze povazovat za ovéfené stanoveni biologické rozloZitelnosti litky. Tuto zkousku lze
povazovat pouze za screenigovou zkousku.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Pripravi se predbézny roztok nebo disperse zkousené litky o koncentraci vhodné pro pouzitou metodu.
Poté se stanovi BSK nékterou vhodnou nédrodni nebo mezindrodni standardizovanou metodou.
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1.1

1.2

DATA A HODNOCENI

BSK predbézného roztoku se vypocte vybranou normalizovanou metodou a pfepocte se na BSK vyjadfenou
v gramech na 1 g zkousené latky.

ZPRAVY

Uvede se pouzitd metoda.

Biochemickd spotieba kysliku se vypocte jako pramér vysledka alespon tii platnych méfeni.

Musi byt uvedeny vsechny informace a pozndmky, které jsou dulezité pro interpretaci vysledkd a které by
mohly ovlivnit vysledek, zejména pokud jde o necistoty, fyzikilni stav, toxické Gcinky a vlastni slozeni
zkousené latky.

Pouziti piisad pro inhibici biologické nitrifikace musi byt uvedeno.

LITERATURA

Seznam piikladii standardizovanych metod:

NF T 90103: Determination of the biochemical oxygen demand.

NBN 407: Biochemical oxygen demand.

NEN 3235 5.4: Bepaling van het biochemisch zuurstofverbruik (BZV).

The determination of biochemical oxygen demand, Methods for the examination of water and associated
materials, HMSO, London.

ISO 5815: Determination of biochemical oxygen demand after n days.

C.6 ROZKLAD - CHEMICKA SPOTREBA KYSLIKU

METODA

UvoD

Metoda je urcena pro méfeni chemické spotieby kysliku (CHSK) pevnych nebo kapalnych organickych latek
provadéné standardnim dohodnutym zptsobem za pevné stanovenych laboratornich podminek.

Pro provedeni této zkousky a pro interpretaci vysledki jsou uzite¢né informace o chemickém vzorci latky
(napf. zda jde o soli halogend, Zeleznaté soli organickych sloucenin, organické slouceniny chloru).

DEFINICE A JEDNOTKY

Chemickd spotieba kysliku (CHSK) je mirou oxidovatelnosti létky, kterd se vyjadiuje jako ekvivalentni
mnozstvi kysliku oxida¢niho ¢inidla spotiebovaného litkou za pevné stanovenych laboratornich podminek.

Vysledek se vyjadiuje jako mnozstvi spotiebovaného kysliku (COD) v gramech na 1 g zkousené létky.
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1.4.

1.5

1.6

3 REFERENCN[ LATKY

Pfi vySetfovani nové litky neni nutné vidy pouzivat referencni litky. Mély by v prvni fadé slouzit
k obcasné kontrole provedeni metody a ke vzdjemnému porovndvani vysledkt ziskanych jingmi metodami.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Predem stanovené mnozstvi ldtky rozpusténé nebo dispergované ve vodé se za piftomnosti siranu
stifbrného jako katalyzdtoru oxiduje dichromanem draselnym v prostiedi koncentrované kyseliny sirové
pod zpétnym chladicem. Pfebyte¢ny dichroman se stanovi titraci odmérnym roztokem siranu amonno-
zeleznatého.

U latek obsahujicich chlér se pro omezeni ruseni chloridy pfiddvé siran rtutnaty (¥).

KRITERIA JAKOSTI

Vzhledem k dohodnutym podminkdm stanoveni je CHSK ,ukazatelem oxidovatelnosti“ a jako takovy se
pouzivd pro hodnoceni organickych létek.

Ve zkousce mohou rusit chloridy; na stanoveni CHSK mohou mit rovnéz vliv anorganické redukéni a
oxida¢ni latky.

U nékterych cyklickych sloucenin a u fady tékavych sloucenin (napf. u nizsich mastnych kyselin) nedochazi
v této zkousce k tplné oxidaci.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Pripravi se pocdtecni roztok nebo disperse latky tak, aby bylo dosazeno CHSK od 250 do 600 mgl™.

Poznamky:

U 3patné rozpustnych nebo nedispergovatelnych litek lze jemné rozmélnénou litku nebo kapalinu
v mnozZstvi odpovidajicim 5 mg CHSK odvazit a vpravit piimo do experimentdlni aparatury s vodou.

Casto je vyhodné, zejména v pifpadé $patné rozpustnych létek, stanovit CHSK upravenou metodou,
tj. v uzavieném systému s vyrovndvacem tlaku (H. Kelkenberg, 1975). Touto upravenou metodou Ize ¢asto
uspésné kvantifikovat i latky, u nichZ je stanoveni konven¢ni metodou obtizné — napf. kyselinu octovou.
Metoda viak také selhdvd v pifpadé pyridinu. Zvysili se koncentrace dichromanu draselného predepsand
v (1), na 0,25 N (0,0416 M), usnadni se pfimé navazovani 5-10 mg latky, coz je dulezité pro stanoveni
CHSK ldtek obtizné rozpustnych ve vodé (2).

Jinak se CHSK stanovi vhodnou ndrodni nebo mezindrodni metodou.

DATA A HODNOCENI

CHSK obsahu experimentdln{ banky se vypocte vybranou normalizovanou metodou a pfepocte se na CHSK
vyjadienou v gramech na 1 g zkousSené ldtky.

(*) S roztoky obsahujicimi rtut se po pouziti naklddd tak, aby nedoslo k priniku rtuti do zivotniho prostiedi.
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ZPRAVY
Uvede se odkaz na pouzitou metodu.

Chemickéd spotfeba kysliku se vypocte jako primér vysledki alespon tif méfeni. Jsouli zndmy, musi byt
uvedeny viechny informace a pozndmky, které jsou dulezité pro interpretaci vysledkd a které by mohly
ovlivnit vysledek, zejména pokud jde o necistoty, fyzikdlni stav a zdkladni vlastnosti zkousené latky.

Uvede se pouziti siranu rtutnatého za G¢elem omezeni ruseni chloridy.
LITERATURA

(1) Kelkenberg, H. Z. von Wasser und Abwasserforschung, 1975, 8, 146.

(2) Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, 13, 169.
Seznam pitkladd normovanych metod:

NBN T 91201 Determination of the chemical oxygen demand.

ISBN O 11 7512494 Chemical oxygen demand (dichromat value) of polluted and waste waters.

NF T 90101 Determination of the chemical oxygen demand.

DS 217 — Water analysis —Determination of the chemical oxygen demand.

DIN 38409H41 Determination of the chemical oxygen demand (COD) within the range above 15 mg per
litre.

NEN 3235 5.3 Bepaling van bet chemisch zuurstofverbruik.

ISO 6060 Water Quality: Chemical oxygen demand dichromate methods.

C.7 ABIOTICKY ROZKLAD - HYDROLYZA JAKO FUNKCE pH

METODA
Metoda je zalozena na Pokynech OECD pro zkouseni (1).
UvoD

Hydrolyza je dulezitd reakce ovliviujici abioticky rozklad. Tato reakce md zvldstni vyznam u latek, které
jsou mdlo biologicky rozlozitelné; maze ovlivnit stélost ltky v Zivotnim prostiedi.

Vétsina reakel hydrolyzy probihd jako reakce pseudoprvniho fidu, a polocasy jsou tedy nezdvislé na
koncentraci. To zpravidla dovoluje extrapolaci vysledki ziskanych s laboratornimi koncentracemi na
podminky v Zivotnim prostiedi.

Mimoto byly u nékolika typt chemickych sloucenin publikovany pitklady uspokojivé shody vysledkt
naméfenych v Cisté vodé a v pifrodnich voddch (2).



13/sv. 11 Utedni véstnik Evropské unie 487

Pri provddéni této zkousky je uzite¢né zndt hodnotu tlaku par dané latky.
Metoda je pouzitelnd pouze pro litky rozpustné ve vodé. Necistoty mohou ovlivnit vysledky.

Chovani latek pfi hydrolyze by mélo byt zkoumdno pii hodnotich pH, které se obvykle vyskytuji
v zivotnim prostiedi (pH 4 — 9).

1.2 DEFINICE A JEDNOTKY

Hydrolyzou se rozumi reakce litky RX s vodou. Tuto reakci lze zndzornit prostou vyménou skupiny X za
skupinu OH:

RX +HOH — ROH + HX 1)

Rychlost, kterou klesa koncentrace litky RX, je ddna vztahem:

rychlost =k [H,0] -[RX] (2)

Protoze je voda pfitomna vici zkousené ldtce ve velkém piebytku, oznacuje se obvykle tento typ reakce
jako reakce pseudoprvniho fadu, ve které je pozorovand rychlostni konstanta ddna vztahem:

kobs =kx [HZO] (3)

Tuto konstantu lze ur¢it pro danou hodnotu pH a teplotu T z vyrazu:

ko 0 xlog @
kde
t = (Cas,
C, = koncentrace litky v case 0,
C, = koncentrace latky v case t,
2,303 = piepoditaci faktor mezi pfirozenym logaritmem a dekadickym logaritmem.

Koncentrace se vyjadi{ v g1 nebo v moll™.

Konstanta k ma rozmér [Cas]™.

pozorov.

,Polocas* t, je definovan jako doba potiebnd pro sniZeni koncentrace litky o 50 %,

C=1/2-C (5)

Z rovnic (4) a (5) plyne, ze

ti2 = 0,693 /Kgps (6)
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1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

REFERENCNI LATKY

Pfi vySetfovani nové litky neni nutné vidy pouzivat referencni litky. Mély by v prvni fadé slouzit
k obcasné kontrole provedeni metody a ke vzdjemnému porovndvani vysledkt ziskanych jinymi metodami.

Jako referencni ltky byly pouzity tyto latky (1):

Kyselina acetylsalicylové (aspirin),
0,0-diethyl-O-(2-isopropyl-6-methylpyrimidin-4-yl)fosforothiodt (dimpylét, diazinon).
PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Litka se rozpusti ve vodé v nizké koncentraci; pH a teplota se reguluji.

Vhodnou analytickou metodou se sleduje pokles koncentrace latky v zdvislosti na Case.

Sestroji se graf zdvislosti logaritmi koncentraci na case, a je-li zavislost linedrni, lze zjistit rychlostni
konstantu reakce prvniho fddu ze smérnice pimky (viz bod 2).

Neni-li mozné stanovit rychlostni konstantu pro danou teplotu pfimo, je obvykle mozné odhadnout ji
pomoci Arrheniovy rovnice, kterd uddvad teplotni zdvislost rychlostnich konstant. Z prabéhu linedrni
zdvislosti logaritmt rychlostnich konstant, ziskanych pii vhodnych teplotich, na pfevricené hodnoté
absolutni teploty (K) lze extrapolaci ziskat hodnotu rychlostni konstanty, kterou nebylo mozné stanovit
piimo.

KRITERIA JAKOSTI

V odkazu (2) se uvadi, Ze méfeni rychlostnich konstant hydrolyzy Ize u 13 tfid organickych sloucenin
provadét s vysokou piesnosti.

Reprodukovatelnost zdvisi zejména na regulaci pH a teploty a maze byt ovlivnéna pitomnosti mikroorga-
nismu a ve specidlnich pfipadech koncentraci rozpusténého kysliku.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Reakéni Cinidla

Pufracni roztoky
Zkouska se provadi pfi tfech hodnotich pH: 4,0, 7,0 a 9,0.

K tomuto dcelu se za pouziti chemikdlif Cistoty p.a. a destilované nebo deionizované vody piipravi pufracni
roztoky. Nékteré piiklady pufra¢nich roztokd jsou uvedeny v dopliku.

Pouzity pufraéni roztok méize mit vliv na rychlost hydrolyzy; je-li tomu tak, je tfeba zvolit jiny pufracni
roztok. V odkazu (2) se doporucuje pouzit namisto fosfore¢nanovych pufracnich roztokii boritanové
a acetatové pufracni roztoky.

Neni-li zndma hodnota pH pufracnich roztoka pii zkusebni teploté, lze ji stanovit s pfesnosti na 0,1 pH-
metrem kalibrovanym pii zvolené teploté.

Zkusebni roztoky

Zkousend ldtka se rozpusti ve zvoleném pufracnim roztoku a koncentrace by neméla piekrocit 0,01 moll*
nebo polovinu koncentrace nasyceného roztoku, podle toho, kterd z téchto hodnot je nizsi.
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1.6.2

1.6.3

1.6.4

1.6.5

1.6.5.1

1.6.5.2

Pouziti organickych rozpoustédel misitelnych s vodou se doporucuje jen u latek s nizkou rozpustnosti ve
vodé.

Mnozstvi tohoto rozpoustédla by mélo byt mensi nez 1 % a nemélo by mit vliv na proces hydrolyzy.

Aparatura

Pouziji se sklenéné banky se zabrouSenymi zdtkami, pro néz neni vhodné pouzivat mazaci tuk.

Pokud jsou chemickd litka nebo pufracni roztok tékavé, nebo provadili se zkouska pii zvySené teploté,
upfednostiuji se banky zatavené nebo jinak uzaviené a s omezenym prostorem nad roztokem.

Analytickd metoda

Pouzitd metoda musi byt specifickd pro stanoveni zkousené latky pfi zkuSebnich koncentracich a mize byt
i kombinaci vhodnych analytickych technik.

Pouzitd analytickd metoda bude zdviset na povaze litky a musi byt dostatecné piesnd a citlivd pro zjistén{
tbytku pocitecni koncentrace o 10 %.

Zkusebni podminky

Zkousky se provadi v termostatovaném prostoru nebo za pouziti termostatované lizné nastavené na
zvolenou teplotu s toleranci +0,5 °C. Teplota se udrZuje a méH s piesnosti na 0,1 °C. Vhodnymi
opatfenimi je tieba zabranit fotolyze.

U snadno oxidovatelnych ldtek je nezbytné odstranit rozpustény kyslik (napf. 5minutovym probubldvanim
roztoku dusikem nebo argonem pred piipravou roztoku).

ZkuSebni postup

Predbéznd zkouska

U vsech litek se provede predbéznd zkouska pii teplot¢ 50 £0,5 °C pro tii hodnoty pH: 4,0, 7,0 a 9,0.
Provede se dostatecny pocet méfeni, aby bylo mozné pro kazdé pH odhadnout, zda je p# 50 °C
polocas (t,) mensi nez 2,4 hodiny nebo zda po 5 dnech dojde k hydrolyze méné nez 10 %. (Lze odvodit,
ze tyto hodnoty odpovidaji za podminek, které se nejcastéji vyskytuji v Zzivotnim prostiedi (25 °C),
polocasu kratsimu nez jeden den, resp. delsimu nez 1 rok).

Jestlize se v piedbézném experimentu ukdze, Ze pfi 50 °C dojde pii viech tfech hodnotich pH (4, 7, 9) za
2,4 hodiny k hydrolyze 50 nebo vice procent zkousené latky, nebo Ze po 5 dnech dojde k hydrolyze méné
nez 10 % zkousené latky, nejsou dalsi experimenty nezbytné.

V ostatnich piipadech a pro hodnoty pH, u nichz vySe uvedené podminky nenastanou, se provede
zkouska 1.

Zkouska 1

Zkouska 1 se provede pii jedné teploté, nejlépe pii 50 £0,5 °C, a pokud mozno za sterilnich podminek pfi
pH, pro néz se v predbézné zkousce ukdzala nutnost dalsich zkousek.

Zvoli se dostatecny pocet vzorki, aby byl pokryt stupen hydrolyzy 20 az 70 % a bylo tak mozné ovéfit,
ze jde pii specifikovaném pH o reakci pseudoprvniho fadu.

Pro kazdé pH, pfi némz se zkouska 1 provede, se stanovi fdd reakce.
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1.6.5.3

1.6.5.4

Odhad rychlostni konstanty pii 25 °C:

Rozhodnuti o dalsim experimentdlnim postupu zdvisi na tom, zda lze ze zkousky 1 usuzovat na reakci
pseudoprvniho fadu, ¢ nikoliv.

Pokud nelze ze zkousky 1 s jistotou usuzovat na reakci pseudoprvniho Fidu, je tieba provést dalsi
experimenty podle zkousky 2.

Vyplyva-li s jistotou ze zkousky 1, Ze jde o reakci pseudoprvniho Fddu, provedou se dalsi experimenty
podle zkousky 3. (Za specidlnich okolnosti lze vypocitat rychlostni konstanty pii 25 °C z konstant pii
50 °C vypoctenych s pouzitim vysledka zkousky 1, viz bod 3.2).

Zkouska 2

Tato zkouska se provede pii kazdém pH, pro néz se jeji provedeni ukdzalo na zdkladé vysledkii zkousky 1
nezbytnym, a to:

— bud pii teploté nizsi nez 40 °C,
— nebo pii dvou teplotich nad 50 °C, které se od sebe lisi nejméné o 10 °C.

Pfi kazdém pH a pii kazdé teploté, pfi nichz se md provést zkouska 2, se v pfiméfenych intervalech zvoli
nejméné 6 bodu tak, Ze stupent hydrolyzy je v oblasti 20 az 70 %.

Pro jedno pH a pro jednu teplotu se provede méfeni dvakrdt. Pokud se zkouska 2 provadi pii dvou
teplotdch nad 50 °C, provede se méfeni dvakrit nejlépe pfi nizsi z téchto dvou teplot.

Pii kazdém pH a pii kazdé teploté, pii nichz se provede zkouska 2, se podle mozZnosti uvede graficky
odhad polocasu (t,).

Zkouska 3

Tato zkouska se provede pii kazdém pH, pro néz se jeji provedeni ukdzalo na zdkladé vysledkd zkousky 1
nezbytnym, a to:

— bud pii teploté nizsi nez 40 °C,
— nebo pii dvou teplotich nad 50 °C, které se od sebe lisi nejméné o 10 °C.

Pri kazdém pH a pii kazdé teploté, pii nichz se md provést zkouska 3, se zvoli tfi body, prvni v case 0,
druhy a tfeti pfi stupni hydrolyzy vys$im nez 30 %; vypocte se konstanta k a polocas t,.

DATA

Jdeli o reakci pseudoprvniho fddu, lze vypocitat hodnoty konstanty k-~ pro kazdé pH a kazdou
zkusebni teplotu z grafu zdvislosti hodnot logaritm® koncentraci na ¢ase pomoci rovnice:

kgps = — smérnice x 2,303 (7)

Dile je mozné z rovnice (6) vypocitat t,.
Podle potieby se s pouZitim Arrheniovy rovnice stanovi k. ...

Pokud chovani neodpovidd reakci pseudoprvniho fddu, viz bod 3.1.
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3.1

3.2

ZPRAVA
PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat tyto tdaje:
— specifikaci latky,

— viechny vysledky ziskané s referenénimi latkami,

— podstatu a podrobnosti pouzité analytické metody,

— pro kazdou zkousku: teplotu, pH, sloZeni pufratniho roztoku, tabulku se vSemi daty o koncentraci a
Case,

— u reakef pseudoprvniho fadu hodnoty k , a t,, véetné metody jejich vypoctu,

— u reakee, kterd neodpovidd pseudoprvnimu fadu, graf pribéhu zdvislosti logaritmu koncentrace na case,

— viechny informace a pozorovani nezbytné pro interpretaci vysledka.
INTERPRETACE VYSLEDKU

Mize existovat moznost vypocitat piijatelné hodnoty rychlostnich konstant (pfi 25 °C) zkousenych ldtek za
piedpokladu, Ze pro homology chemické litky jiz existuji experimentdlni Gdaje pro aktivacni energii a za
piedpokladu, Ze Ize rozumné ocekdvat, Ze aktivaéni energie zkousené litky je stejného Fadu.
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Doplnék

PUFRACNI ROZTOKY

CLARK A LUBS

Hodnoty pH uvedené v nésledujicich tabulkich byly vypocteny na zdkladé méfeni potencidlu za pouziti
Sérensenovych standardnich rovnic. Skute¢né hodnoty pH jsou o 0,04 vys$si nez hodnoty v tabulce.

Slozeni pH
kaliumhydrogenftaldt (0,1 mol1™") a HCl (0,1 moll") pfi 20 °C

2,63 ml HCl + 50 ml ftaldtu doplnit do 100 ml 3,8
kaliumhydrogenftalat (0,1 mol'l") a NaOH (0,1 moll") pii 20 °C

0,40 ml NaOH + 50 ml ftaldtu doplnit do 100 ml 4,0
3,70 ml NaOH + 50 ml ftaldtu doplnit do 100 ml 4,2
dihydrogenfosforecnan draselny (0,1 moll") a NaOH (0,1 moll™) p#i 20 °C

23,45 ml NaOH + 50 ml fosforecnanu doplnit do 100 ml 6,8
29,63 ml NaOH + 50 ml fosforecnanu doplnit do 100 ml 7,0

35,00 ml NaOH + 50 ml fosforenanu doplnit do 100 ml 7,2
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H,BO, (0,1 moll") v KCI (0,1 mol1") a NaOH (0,1 mol-l") pii 20 °C

16,30 ml NaOH + 50 ml kyseliny borité doplnit do 100 ml
21,30 ml NaOH + 50 ml kyseliny borité doplnit do 100 ml
26,70 ml NaOH + 50 ml kyseliny borité doplnit do 100 ml

KOLTHOFF A VLEESHOUWER

Slozeni

Monokaliumcitrdt (0,1 moll') a NaOH (0,1 mol'l"?) pii 18 °C (je tieba pfidat maly

krystalek thymolu, aby nevznikaly plisné)

2,0 ml NaOH + 50 ml citrdtu doplnit do 100 ml
9,0 ml NaOH + 50 ml citrdtu doplnit do 100 ml
16,3 ml NaOH + 50 ml citrdtu doplnit do 100 ml

SORENSEN

Borax (0,05 mol1?) a HCI (0,1 moll™)

8,8
9,0
9,2

pH

3,8
4,0
4,2

Slozeni pH
Walbum
ml boraxu ml HCl Sorensen 18 °C
10 °C 40 °C 70 °C
8,0 2,0 8,91 8,96 8,77 8,59
8,5 1,5 9,01 9,06 8,86 8,67
9,0 1,0 9,09 9,14 8,94 8,74
9,5 0,5 9,17 9,22 9,01 8,80
10,0 0,0 9,24 9,30 9,08 8,86
Borax (0,05 moll?) a NaOH (0,1 mol-l™)
Slozeni pH
Walbum
ml boraxu ml HCl Sorensen18 °C
10 °C 40 °C 70 °C
10,0 0,0 9,24 9,30 9,08 8,86
9,0 1,0 9,36 9,42 9,18 8,94
8,0 2,0 9,50 9,57 9,30 9,02
7,0 3,0 9,68 9,76 9,44 9,12




