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septynioliktajj karta su technikos pazangos derinanti Tarybos direktyva 67/548/EEB dél jstatymy ir
kity teisés akty, reglamentuojandiy pavojingy medziagy klasifikavimg, pakavimg ir Zenklinimg
etiketémis, suderinimo

EUROPOS BENDRIJUJ KOMISJJA,

atsizvelgdama | Europos ekonominés bendrijos steigimo sutartj,

atsizvelgdama | 1967 m. birzelio 27 d. Tarybos direktyva
67/548[EEB dél istatymy ir kity teisés akty, reglamentuojanciy
pavojingy medziagy klasifikavima, (') pakavimg ir Zenklinima
etiketémis, suderinimo su paskutiniais pakeitimais, padarytais
Direktyva 92/32[EEB, (%) ypac | jos 28 ir 29 straipsnius,

kadangi Direktyvos 67/548/EEB 3 straipsnio 1 dalyje ir
1988 m. birzelio 7 d. Tarybos direktyvos 88/379/EEB dél
valstybiy nariy jstatymy ir kity teisés akty, reglamentuojanciy
pavojingy preparaty klasifikavimg, pakavimg ir Zenklinima eti-
ketémis, suderinimo su paskutiniais pakeitimais, () padarytais
Komisijos direktyva 90/492/EEB, () 3 straipsnyje numatyta, kad
medziagy ir preparaty fizikocheminés savybés, toksiskumas ir
ekologinis toksiskumas nustatomas Direktyvos 67/548/EEB V
priede nurodytais metodais,

kadangi Direktyvos 67/548EEB V priedo tekstas $iuo metu yra
paskelbtas dviem dalimis, kuriy viena yra Komisijos direktyvos
84/449[EEB (°) priedas, o kita — Komisijos direktyvos
88/302/EEB (°) priedas;

kadangi, siekiant atsizvelgti  technikos plétra, biitina perzitréti
Komisijos direktyvos 84/449/EEB priede pateiktus bandymy
metodus;
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kadangi, siekiant atsizvelgiant i technikos plétra, taip pat biitina
perziaréti jiros dumbliy inhibicijos tyrimo metoda, kurj $iuo
metu galima rasti Komisijos direktyvos 88/302/EEB priede ir
§ia proga perkelti §j tyrimo metodg i Direktyvos 84/449/EEB
prieds;

kadangi pagal Tarybos direktyva 86/609/EEB dél valstybiy
nariy jstatymy ir kity teisés akty, susijusiy su eksperimentiniais
ir kitais mokslo tikslais naudojamy gyviiny apsauga, suderini-
mo () reikéty iki minimumo sumazinti bandymams naudoja-
my gyviny skaifiy;

kadangi $ios direktyvos nuostatos atitinka Direktyvy dél techni-
niy klit¢iy panaikinimo pavojingy medziagy ir preparaty pre-
kybos srityje derinimo su technikos pazanga komiteto nuomo-
ne,

PRIEME SIA DIREKTYVA:

1 straipsnis

Direktyvos 84/449[EEB priedas keiciamas $ios direktyvos prie-
du.

() OLL 358, 1986 12 18, p.1.
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2 straipsnis
Sia direktyva panaikinamas Direktyvos 88/302/EEB priede api-
budintas jaros dumbliy inhibicijos tyrimo metodas.

3 straipsnis

Valstybés narés priima jstatymus ir kitus teisés aktus, kurie,
isigalioje iki 1993 m. spalio 30 d., igyvendina $ig direktyva.
Apie tai jos nedelsdamos pranesa Komisijai.

Valstybés narés, priimdamos $ias nuostatas, daro jose nuoroda i
Sig direktyva arba tokia nuoroda daroma jas oficialiai skelbiant.

Tokios nuorodos darymo tvarka nustato valstybés narés.

4 straipsnis

Si direktyva skirta valstybéms naréms.

Priimta Briuselyje, 1992 m. liepos 31 d.

Komisijos vardu
Karel VAN MIERT

Komisijos narys
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PRIEDAS

1992 m. liepos 31 d. Komisijos direktyvos Nr. 92/669/EEB, septynioliktaji karta dél technikos paZangos
derinanc¢ios Tarybos direktyvg 67/548/EEB dél jstatymy ir kity teisés akty, reglamentuojanciy pavojingy
medziagy klasifikavimg, pakavimg ir Zenklinimg etiketémis, suderinimo, priedas (')

() OLL 383,1992 12 29, p.113.
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[VADAS

Priede pateikti bandymo metodai Direktyvos 79/831/EEB VII ir VIII prieduose i§vardytoms fizikocheminéms, toksikolo-
ginéms ir ekotoksikologinéms savybéms nustatyti. Metodai pagristi kompetentingy tarptautiniy institucijy (ypa¢ OECD)
pripazintais ir rekomenduotais metodais.

Kai tokiy metody néra, buvo pritaikyti nacionaliniai standartai arba mokslininky sutarti metodai. Paprastai bandymai
turéty bati daromi su medziaga kaip apibréita Direktyvoje. Reikéty kreipti démesj i priemaidy ijtaka bandymy
rezultatams.

Kai $io priedo metodai netinka tirti tam tikra savybe, praneséjas turi pagristi taikyta pakaitinj metoda.

Bandymai ir tyrimai su gyvinais daromi pagal nacionalines nuostatas ir turi bti atsizvelgiama i Zmonisko elgesio su
gyvinais principus ir j naujausius pasiekimus gyviiny gerovés srityje tarptautiniu mastu.

I3 keliy lygiaverciy bandymo metody pasirenkamas metodas, kuriame naudojamas maziausias gyviiny skaicius.
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A DALIS: FIZIKINIY IR CHEMINIY SAVYBIY NUSTATYMO METODAI

A.1. LYDYMOSI/UZSALIMO TEMPERATURA

1. METODAS

Didzioji dauguma apibidinty metody yra pagristi OECD Test Guidelines (1). Pagrindiniai principai yra
pateikti 2 ir 3 nuorodoje.

1.1. [VADAS

Apbudintieji metodai ir prietaisai turi bati taikomi nustatant medziagy lydymosi temperatiira, netaikant
jokiy apribojimy jy grynumo laipsniui.

Metodo parinkimas priklauso nuo svarbiausiy tiriamos medziagos savybiy. Todél ribinis koeficientas
priklausys nuo to, ar galima, ar negalima ta medZziaga lengvai, sunkiai pulverizuoti, ar visai nejmanoma.

Kai kurioms medziagoms labiau tinka nustatyti uz3alimo arba kietéjimo temperatiira, jy nustatymo
standartai taip pat yra jtraukti i §j metoda.

Jeigu dél tam tikry medZziagos savybiy minéty parametry nejmanoma tinkamai iSmatuoti, gali tikti
skystéjimo temperatiira.

1.2 APIBREZIMAI IR VIENETAI

Lydymosi temperatiira — tai temperatiira, kuriai esant fazinis virsmas i§ kietosios baisenos j skystaja vyksta
atmosferos slégyje ir §i temperatiira tiksliai atitinka uz3alimo temperatiirg.

Kadangi daugumos medziagy fazinis virsmas vyksta vir§ temperatiiry ribos, ji daznai apibadinama kaip
lydymosi riba.

Vienety atitikmenys (i§ K | 'C)

t=T- 27315

t: Celsijaus temperataira, Celsijaus laipsniai ('C).

T: termodinaminé temperatiira, Kelvinai (K).
1.3. ETALONINES MEDZIAGOS

Nebiitina naudoti etalonines medZiagas visais tais atvejai, kai tiriama nauja medziaga. Pirmiausia jos turéty
biti naudojamos kartkartémis tikrinant Sio metodo veikimg ir siekiant palyginti gautus rezultatus su kity
metody rezultatais.

Kai kurios kalibravimo medziagos yra pateiktos nuorodose (4).
1.4. TYRIMO METODO ESME

Nustatoma fazinio virsmo i§ kietosios buisenos j skystaja arba i§ skystosios bisenos i kietaja temperatiira
(temperatiiry riba). Praktikoje $ildant/ausinant bandomos medZiagos méginj atmosferos slégyje, yra nusta-
toma pradiné lydymosijuzsalimo temperatiira ir galutinés lydymosijuzsalimo stadijos temperatiira. Apibadi-
nami penki metody tipai, batent: kapiliarinis metodas, karStosios pakopos metodai, uzsalimo temperatiiros
nustatymas, terminés analizés metodai ir skystéjimo temperatiiros nustatymas (pvz., naftos riebaly).
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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.

Tam tikrais atvejais vietoje lydymosi temperatiiros yra patogu matuoti uzsalimo temperatira.

Kapiliarinis metodas

Lydymosi temperatiiros matavimo prietaisai su skysciy vonia

Nedidelis kiekis gerai susmulkintos medziagos dedamas i kapiliarinj vamzdelj ir tvirtai uZspaudziamas.
Kapiliarinis vamzdelis $ildomas kartu su termometru, lydymosi metu nustatomas mazesnis nei apytikriai 1
K/min. temperatiiros pakitimas. Nustatoma pradiné ir galutiné lydymosi temperatiira.

Lydymosi temperatiiros matavimo prietaisai su metaliniu bloku

Taip kaip apibudinta 1.4.1.1 punkte, iSskyrus tai, kad kapiliarinis vamzdelis ir termometras dedami j
pasildytg metalinj bloka, ir jie stebimi per bloke esancias skylutes.

Detekcija fotoelementu

Kapiliariniame vamzdelyje esantis méginys yra automatiskai sildomas metaliniame cilindre. Sviesos spindu-
lys nukreipiamas pro medziaga per cilindre esancig skylute i tiksliai kalibruota fotoelements. Daugumos
besilydanciy medziagy optinés savybés keiCiasi nuo matiniy iki skaidriy. ] fotoelementa patenkancios
$viesos intensyvumas didéja ir siuncia sustabdymo signalg i skaitmeninj indikatoriy, kuris rodo kaitinimo
kameroje esanéio platininio varZinio termometro temperatiira. Sis metodas netinka kai kurioms ryskia
spalvg turin¢ioms medziagoms.

Lydymosi pakopos

Kofler karstasis strypas

Kofler karstajame strype naudojami du metalo gabalai, turintys skirtinga terminj laiduma, Sildomi elektra,
kur strypas sukonstruojamas taip, kad temperatiiros gradientas biity beveik linijinis per visa jo ilgj. Karstojo
strypo temperatiira gali svyruoti nuo 283 iki 573 K kartu su specialiu prietaisu temperatiirai parodyti, kurj
sudaro judantis velenélis su rodykle ir kilpelé, skirta konkreciam strypui. Kad bity nustatyta lydymosi
temperatiira, labai plonas medZiagos sluoksnis dedamas tiesiai ant karSto strypo pavirsiaus. Po keliy
sekundziy tarp skystosios ir kietosios fazés pasirodo ryski skiriamoji linija. Temperatira skiriamojoje linijoje
yra uzrasoma rodykle nustatant taip, kad ji bty ant linjos.

Lydymosi temperatiiros mikroskopas

Keletas mikroskopo karstyjy stadijy yra naudojamos nustatant lydymosi temperatiirg esant labai mazam
medziagos kiekiui. Daugumoje karStyjy stadijy temperatiira yra matuojama jautriu termoelementu, bet
kartais naudojami ir gyvsidabrio termometrai. Tipiskame mikroskopiniame karstosios pakopos lydymosi
temperatiiros nustatymo aparate yra kaitinimo kamera, kurig sudaro metaliné plokstelé, virs kurios ant
Sliauziklio yra dedamas méginys. Metalinés plokstelés centre yra skylé, per kurig patenka 3viesa nuo
mikroskopo apsvietimo veidrodélio. Naudojimo metu kamera uzdengiama stiklo plokstele, kad | erdve,
kurioje yra méginys, nepatekty oro.

Méginio kaitinima reguliuoja reostatas. Atlickant labai tikslius matavimus optinémis anizotropinémis
medziagomis, gali biti naudojama poliarizuota §viesa.

Menisko metodas
Sis metodas yra visy pirma naudojamas poliamidams.

Temperattira, kurioje i$nyksta silikoninés alyvos meniskas, esantis tarp karstosios pakopos ir uzdengianciojo
stiklo, prie kurio pridétas poliamidinis pavyzdys, yra nustatoma vizualiai.

UZzsalimo temperatiiros nustatymo metodas

Meéginys dedamas | specialy meégintuvelj, kuris jdedamas | aparata uZzSalimo temperatirai nustatyti.
Ausinimo metu meéginys atsargiai ir nuolatos maiSomas, o jo temperatiira yra matuojama atitinkamais
intervalais. Kai kelis kartus uzrasius rodmenis temperatiira nusistovi, § temperatiira (su pakoreguota
termometro paklaida) yra uzraSoma kaip uzsalimo temperatiira.
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1.4.4.

1.4.4.1.

1.4.4.2.

1.4.5.

1.5.

PerSaldymo turi bati vengiama norint iSlaikyti pusiausvyra tarp kietosios ir skystosios fazés.

Terminé analizé

Diferenciné terminé analizé (DTA)

Pagal $ia metodika medziagos ir etaloninés medZiagos temperatiiry skirtumas yra uzraSomas kaip tempe-
ratiros funkcija, kai tai medziagai ir etaloninei medziagai yra naudojama ta pati kontroliuojamos
temperatiiros programa. Jeigu méginyje jvyksta virsmas, kurio metu pakinta entalpija, tokj pasikeitima
parodo endoterminis (lydymosi) arba egzoterminis (uzsalimo) nukrypimas nuo uZrasytos temperatiiros
pagrindinés linijos.

Diferenciné skenuojamoji kalorimetrija (DSK)

Pagal $ia metodikg jvesties energijy skirtumas medziagoje ir etaloninéje medZiagoje uzraSomas kaip
temperatiiros funkcija, kai tai medziagai ir etaloninei medZiagai yra naudojama ta pati kontroliuojamos
temperatfiros programa. Si energija — tai energija, reikalinga nustatyti medziagos ir etaloninés medziagos
nuliniam temperatiiry skirtumui. Jeigu méginyje jvyksta virsmas, kurio metu pakinta entalpija, tokj
pasikeitima parodo endoterminis (lydymosi) arba egzoterminis (uzsalimo) nukrypimas nuo uzrasyto Silumos
srauto pagrindinés linijos.

Skystéjimo temperatiira

Sis metodas buvo sukurtas naudoti naftos alyvoms, jis taip pat tinka aliejinéms medziagoms, kuriy
lydymosi temperatiira yra Zema.

I§ anksto pasildytas méginys atvésinamas ypac greitai ir yra tikrinamas 3 K intervalais srauto charakteristi-
koms nustatyti. Zemiausia temperatiira, kuriai esant nustatytas medZiagos judé¢jimas, yra uzraSoma kaip
skystéjimo temperatiira.

KOKYBES KRITERIJAI

[vairiy metody, naudojamy lydymosi temperattrai/lydymosi intervalui nustatyti, pritaikomumas ir tikslumas
yra pateikti Sioje lenteléje:

LENTELE: METODY TAIKOMUMAS

A. Kapiliarinis metodas

Matavimo meto- rr\il"lazdi;?igrﬁz‘ klllll-_ ?:ﬁi?g:sl’eku\rgf Temperatiiry in- Apskaiciuotas Galiojantis stan-
das vgerizuotip %ulverizuo%i tervalas tikslumas (') dartas
Lydymosi
temperatiros . X
prietaisai  su Taip Tik keletas 273 - 573 K + 03K JIS K 0064
skysciy vonia
Lydymosi
temperatiiry
priemonés su Taip Tik keletas | 2777 £ 05K | 10 1218 (E)
metaliniu blo-
ku
Detekcija  fo- Keletas, nau-
toelementu Taip dojant prie- 253 - 573 K + 0,5 K
taisus s
() Priklauso nuo prietaiso risies ir medziagos grynumo.
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1.6.

1.6.1.

B. Karstosios stadijos ir uzsalimo metodai

Matavimo meto-

Medziagos, ku-
rias galima pul-

Medziagos, kuriy
negalima lengvai

Temperatiiry in-

Apskaiciuotas

Galiojantis stan-

rias galima pul-

negalima lengvai

das Lo A tervalas tikslumas (') dartas
verizuoti pulverizuoti
Kofler karsta- . 283 — > 573 ANSI/ASTM D
sis strypas Taip Ne K + 10K 3451-76
Lydymosi 273 - >573
temperatiiros Taip Tik keletas X + 05K DIN 53736
mikroskopas
Menisko me- N Ypa¢ poliami- | 293 - >573 £ 05K 15O 1218 (E
todas ¢ dams K =0 (E)
Uzsalimo
t tu
nustatymo. Taip Taip 223-573K | £ 05K | Pvz, BS 4695
metodai
() Priklauso nuo prietaiso risies ir medziagos grynumo.
C. Terminé analizé

Matavimo meto- Medziagos, ku- | Medziagos, kuriy Temperatiiry in- Apskaiciuotas Galiojantis stan-

rias galima pul-

negalima lengvai

das Lo A tervalas tikslumas (') dartas
verizuoti pulverizuoti
Diferenciné ki 600 K
terminé anali- Tai Tai 173 - 1273 + 0,5 K iki ASTM E 537
zé p P K 1273 K 76
+ 20K
Diferenciné ki 600 K
skenuojamoji Tai Tai 173 - 1273 + 05Kiki | ASTM E 537-
kalorimetrija aip aip K 1273 K 76
+ 20K
() Priklauso nuo prietaiso riisies ir medziagos grynumo.
D. Skystéjimo temperatiira
Matavimo meto- Medziagos, ku- | Medziagos, kuriy Temperatiiry in- Apskaic¢iuotas Galiojantis stan-

néms medzia-
goms

néms medZia-
goms

das Lo A tervalas tikslumas (') dartas
verizuoti pulverizuoti
Skystéjimo Naftos aly- Naftos aly-
femperatira | voms ir alyvi- | voms ir alyvi- | 553 353 ¢ | 430k | ASTM D 97-66

() Priklauso nuo prietaiso risies ir medziagos grynumo.

METODUY APIBUDINIMAS

Beveik visy tyrimo metody darbo eiga yra apraSyta tarptautiniuose ir nacionaliniuose standartuose (zr. 1

priedélj).

Kapiliariniai metodai

Jeigu smulkiai pulverizuoty medziagy temperatiira yra didinama pamaZzu, paprastai biina lydymosi pakopos,

parodytos 1 pav.
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1 paveikslas

o ~

C U

A pakopa B pakopa C pakopa D pakopa E pakopa

A pakopa (lydymosi pradzia): smulkiis laSeliai vienodai prilimpa prie vidinés kapiliarinio vamzdelio siene-
lés.
tarp meéginio ir vidinés sienelés atsiranda tarpas del lydinio susliigimo.

B pakopa:
C pakopa: susltiges méginys pradeda smukti Zemyn ir skystéti.
D pakopa: pavirSiuje susidaro meniskas, bet matomo kiekio méginys licka kietas.
E pakopa: (baigiamoji lydymosi pakopa): kietyjy daleliy nebéra.
Lydymosi temperatiiros nustatymo metu temperatiira yra uzraSoma lydymosi pradZioje ir baigiamojoje
stadijoje.
1.6.1.1. Lydymosi temperatiiros prietaisai su skysciy vonios aparatu

2 pav. parodytas standartizuotas stiklinis lydymosi temperatiiros nustatymo aparatas, (JIS K 0064); visos
charakteristikos pateiktos milimetrais.

2 pav.

230

: Matavimo indas

Kamstis

: Ventiliatorius

Termometras

: Papildomas termometras

: Vonios skystis

: Stiklinis kapiliaras, 80 — 100 mm ilgio,
vidinis skersmuo — 1,0 + 0,2 mm sienelés
storis — 0,2-0,3

H: Soninis vamzdelis

aEmMmUNwR

+*20 4+— 40
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1.6.1.2.

Vonios skystis:

Turi bti parenkamas atitinkamas skystis. Skysc¢io pasirinkimas priklauso nuo lydymosi temperatiiros, kuria
reikia nustatyti, pvz. parafininé alyva — temperatira ne aukstesné kaip 473 K, silikoniné alyva -
temperatiira ne aukstesné kaip 573 K.

Jei lydymosi temperatiira aukstesné negu 523 K, gali biiti naudojamas misinys i3 trijy daliy sieros riigsties ir
dviejy daliy kalio sulfato (pagal masiy santykj). Jeigu naudojamas toks miSinys, reikia imtis atitinkamy
atsargumo priemoniy.

Termometras:

Turi bati naudojami tik tokie termometrai, kurie atitinka Zemiau toliau pateikty arba lygiaverciy standarty
reikalavimus:

ASTM E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001.

Darbo eiga:

Sausoji medziaga grustuvéje sutrinama | smulkius miltelius ir dedama i kapiliarinj vamzdelj, kurio vienas
galas uzlydytas, kad ji uzpildzius, medziagos sluoksnis, stipriai ja suslégus, bty 3 mm storio. Norint gauti
tolygiai suslégta méginj, kapiliarinj vamzdelj i§ apytikriai 700 mm auksc¢io reikéty vertikalia kryptimi

paleisti per stiklinj vamzdelj ant laikrodzio stiklo.

Uzpildytas kapiliarinis vamzdelis dedamas | vonia taip, kad viduriné gyvsidabrio termometro galiuko dalis
liesty vamzdelj toje vietoje, kur yra méginys. Paprastai kapiliarinis vamzdelis dedamas i aparatg, kurio
temperatiira yra apie 10 K Zemesné negu lydymosi temperatiira.

Vonios skystis Sildomas taip, kad temperatiira didéty apie 3 K/min. Skystj reikia maiSyti. Kai temperatara
yra 10 K Zemesné negu laukiama lydymosi temperatiira, temperatiiros didéjimo greitis yra nustatomas taip,
kad nevir§yty 1 K/min.

Apskaiciavimas:
Lydymosi temperatiira apskaiciuojama taip:

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

kai:

T - = koreguota lydymosi temperatira, K

T, - = D termometro parodymai, K

T, - = E termometro parodymai, K

n - = D termometro gyvsidabrio stulpelio padaly skaicius ant iSkilusios jo dalies.

Lydymosi temperatiiros nustatymo prietaisai su metaliniu bloku
Aparatiira:
Jg sudaro:

— cilindrinis metalinis blokas, kurio virSutiné dalis yra tuicia ir sudaro ertme¢ (Zr. 3 pav.).

— metalinis kaistis su dviem ar keliomis skylutémis, per kurias kapiliaras jstatomas i metalinj bloka,

— metalinio bloko kaitinimo sistema, kuri, pavyzdziui, yra tiekiama per bloke itaisyta elektrine varza,

— reostatas energijos padavimui reguliuoti, jeigu kaitinimui naudojama elektra,

— keturi langeliai i§ Silumai atsparaus stiklo iSorinése kameros sienose, esantys visiskai priesingose pusése
statmenai vienas kitam. Prieais vieng i3 $iy langeliy yra mikroskopo okuliaras kapiliariniam vamzdeliui

stebéti. Kiti trys langeliai naudojami aparato vidui ap$viesti lempomis,

— kaitrai atsparaus stiklo kapiliarinis vamzdelis vienu uzdaru galu (zr. 1.6.1.1).
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Termometras:

Ziaréti 1.6.1.1 punkte nurodytus standartus. Taip pat naudojami panaSaus tikslumo termoelektriniai
matavimo prietaisai.

3 paveikslas

r‘r-

Termometras

Kapiliaras

Metalinis kaistis

\Okuliaras

Elektriné
varza

Metalinis kaitinimo blokas

1.6.1.3. Detekcija fotoelementu

Aparatira ir darbo eiga:

Aparatiira sudaro metaliné kamera su automatizuota kaitinimo sistema. Trys kapiliarai uzpildomi pagal
1.6.1.1 ir dedami j krosnj.

Aparatui kalibruoti galima kelis kartus linijiniu bidu padidinti temperatira, o atitinkamai padidinta
temperatiira yra elektriniu badu suderinama pagal i§ anksto pasirinkta konstanta ir tiesinj koeficients.
Savirasiai parodo tikraja krosnies temperatiirg bei kapiliaruose esancios medziagos temperatiirg.
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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.

Karstosios stadijos

Kofler karstasis strypas

Zr. priedél.

Lydymosi temperatiiros mikroskopas

7. priedéli.

Menisko metodas (poliamidai)

7. priedéli.

Kaitinimo sparta lydymosi temperatiroje turéty biti mazesné kaip 1 K/min.
Uzsalimo temperatiiros nustatymo metodai

Zr. priedéli.

Terminé analizé

Diferenciné terminé analizé

Zr. priedél;.

Diferenciné prazvalgos kalorimetrija

Zr. priedéli.

Skystéjimo temperatiiros nustatymas

7. priedéli.

DUOMENYS

Kai kuriais atvejais reikalinga termometro korekcija.
ATASKAITOS PATEIKIMAS

Tyrimo ataskaitoje, jei jmanoma, turi bati pateikiama tokia informacija:
— naudotas metodas,

— tikslios medziagos charakteristikos (identiSkumas ir priemaiSos) ir iSankstinio gryninimo pakopa, jeigu
tokia yra,

— tikslumo apskaiciavimas.

Ne maziau kaip dviejy matavimy, esanciy apskai¢iavimo tikslumo diapazone (zr. lenteles), vidurkis
ataskaitoje pateikiamas kaip lydymosi temperatiira.

Jeigu temperatiiry skirtumas pradingje ir baigiamojoje lydymosi pakopoje atitinka tam metodui nustatytas
tikslumo ribas, baigiamosios lydymosi pakopos temperatiira yra lydymosi temperatira; kitais atvejais
pateikiamos dvi temperatiiros reik§més.

Jeigu medziaga suyra arba sublimuojasi dar nepasiekus lydymosi temperatiiros, fiksuojama temperatira,
kuriai esant toks reiskinys vyksta.
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1.1.

1.2

2.1.

2.2

2.3.

Turi bati pateikiama visa informacija ir pastabos, kurios gali bti svarbios duomeny aiskinimui, ypa¢ apie
medziagoje esancias priemaisas ir jos fiziking biseng.

LITERATURA

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

2) IUPAC, B. Le Neindre, B. Vodar, eds. Experimental thermodynamics, Butterworths, London 1975, vol. II,
803-834.

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

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

Priedelis
Papildomos techninés informacijos galima ieskoti toliau nurodytuose standartuose.
Kapiliariniai metodai

Lydymosi temperatiiros nustatymo prietaisai su skysciy vonia

ASTM E 324-69 Standard test method for relative initial and final melting points and
the melting range of organic chemicals

BS 46-34 Method for the determination of melting point andfor melting range

DIN 53181 Bestimmung des Schnelzintervalles von Harzen nach Kapillarverfah-
ren

JIS K 00-64 Testing methods for melting point of chemical products

Lydymosi temperatiiros nustatymo prietaisai su metaliniu bloku

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmeltztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen
ISO 1218 (E) Plastics — polyamides — determination of ,melting point*

Karstosios stadijos
Kofler karstasis strypas

ANSI/ASTM D 3451-76 Standard recommended practices for testing polymeric powder coa-
tings

Lydymosi temperatiiros mikroskopas

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmeltztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen.

Menisko metodas (poliamidai)

ISO 1218 (E) Plastics — polyamides — determination of ,melting point*

ANSI/ASTM D 2133-66 Standard specification for acetal resin injection moulding and extru-
sion materials

NF T 51-050 Resines de poliamides. Determination du ,point de Fusion* Metode
du menisque
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4.2.

Uzsalimo temperatiiros nustatymo metodai

BS 4633
BS 4695

DIN 51421

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

ISO 1392

Terminé analizé
Diferenciné terminé analizé

ASTM E 537-76

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

Method for determination of crystallizing point

Method for Determination of Melting Point of petroleum wax (Coo-
ling Curve)

Bestimmun des Gefrierpunktes von Flugkraftstoffen, Ottokraftstoffen
und Motorenbenzolen

Cires de petrole: determination de la temperature de figeage
Bestimmung des Erstarrungspunktes von Fettsauren
Point de fusion des paraffines

Metode de determination du point de cristallisation (point de conge-
lation)

Method for the determination of the freezing point

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

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

Thermische Analyse, Begriffe

Diferenciné skenuojamoji kalorimetrija

ASTM E 537-76

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

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

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

Thermische Analyse, Begriffe

Skystéjimo temperatiiros nustatymas

ASTM D 97-66

ASTM D 97-66
ISO 3016

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

Standard tes methos for pour point of petroleum oils

Petroleum oils — Determination of pour point
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1.1.

1.2

A.2. VIRIMO TEMPERATURA

METODAS

Dauguma apibadinty metody yra pagristi OECD Test Guideline (1). Pagrindiniai principai pateikti 2 ir 3
nuorodoje.

[VADAS

Cia apibiidinti metodai ir prietaisai gali biiti naudojami skystoms ir blogai besilydancioms medziagoms, jei
cheminiy reakcijy, kuriose jos naudojamos, temperatiira néra Zemesné nei virimo temperatirg (pvz.,
autooksidacija, persigrupavimas, skilimas ir pan). Siuos metodus galima taikyti grynoms ir priemaisy
turin¢ioms skystosioms medziagoms.

Ypatingas démesys atkreiptinas | tuos metodus, kuriuose naudojama detekcija fotoelementu ir terminé
analiz¢, kadangi $iais metodais galima nustatyti tiek lydymosi, tiek virimo temperatiirg. Be to, matavimus
galima atlikti automatiskai.

Dinaminis metodas geras tuo, kad jj taip pat galima naudoti nustatant gary slégj ir nebdtina virimo
temperatiira koreguoti iki normalaus slégio (101,325 kPa), kadangi normalus slégis matavimy metu gali
bati nustatomas manostatu.

Pastabos:

Priemai$y jtaka nustatant virimo temperatiira labai priklauso nuo priemaiSy svarbiausiy savybiy. Jeigu
méginyje yra lakiyjy priemaiSy, kurios galéty turéti jtakos rezultatams, medziaga reikia igryninti.

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Normali virimo temperatiira yra apibréziama kaip temperatiira, kurioje skysciy gary slégis yra lygus
101,325 kPa.

Jeigu virimo temperatiira matuojama ne normaliame atmosferos slégyje, temperatiiros priklausomybé nuo
gary slégio gali buti apibidinama Clausius- Clapeyron lygtimi:

logp=- Hy + const
&P =T 93 RT
kai:
p- = medziagos gary slégis paskaliais
AH, — = garavimo Siluma, ] mol’
R - = universalioji moliné dujy konstanta = 8,314 ] mol! K
T- = termodinaminé temperatiira, K

Virimo temperatiira yra nustatoma atsizvelgiant j matavimo metu esantj aplinkos slégj.
Vienety atitikmenys:
Slegis (vienetai: kPa)
100 kPa = 1 baras = 0,1 MPa
(wbaras“ vis dar leistinas, bet nerekomenduojamas)
133 Pa =1 mm Hg = 1 Torr
(neleistini vienetai ,mm Hg“ ir ,Torr®)
1 atm = standartiné atmosfera = 101 325 Pa

(neleistinas vienetas ,atm®)
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.4.5.

1.4.6.

Temperatiira (vienetai: K)

t=T- 27315

t: Celsijaus temperatiira, Celsijaus laipsniai ('C)

T: termodinaminé temperatiira, kelvinai (K)

ETALONINES MEDZIAGOS

Nebiitina naudoti etalonines medziagas visais tais atvejai, jeigu tiriama nauja medZiaga. Pirmiausia jos turéty
biti naudojamos kartkartémis tikrinant $io metodo veikima ir gauty rezultaty lyginimui su kity metody
rezultatais.

Kai kurias kalibravimo medzZiagas galima rasti priede iSvardytuose metoduose.

TYRIMO METODO ESME

Penki virimo temperattiros (virimo intervalo) nustatymo metodai yra pagristi virimo temperatiiros matavi-
mu, kiti du pagristi termine analize.

Nustatymas ebulioskopu

I§ pradziy ebulioskopai buvo sukurti molekuliniam svoriui nustatyti didinant virimo temperatiira, bet jie
taip pat tinka tiksliems virimo temperatiiros matavimams atlikti. Labai paprastas aparatas yra apibadintas
ASTM D 1120-72 (zr. priedélj). Siame aparate skystis Sildomas aplinkos salygomis atmosferos slégyje, kol
uzverda.

Dinaminis metodas

Sj metoda sudaro gary pakartotino suskystinimo temperatiiros matavimas atitinkamu termometru esant
deflegmacijai verdant. Taikant §j metoda galima keisti slégj.

Distiliacijos metodas virimo temperatiirai nustatyti

Si metoda sudaro skyscio distiliavimas ir gary pakartotino suskystinimo temperatiiros matavimas bei
distiliato kiekio nustatymas.

Siwoloboff metodas

Meéginys Sildomas mégintuvélyje, panardintame | kaitinimo vonioje esantj skystj. Uzlydytas kapiliarinis
vamzdelis, kurio apatinéje dalyje yra oro burbuliukas, panardinamas j ta patj mégintuvelj.

Detekcija fotoelementu

Pagal Siwoloboff metoda atliekamas automatinis fotoelektrinis matavimas, naudojant kylancius burbuliukus.

Diferenciné terminé analizé

Pagal 3ia metodika yra uzraSomi medziagos ir etaloninés medziagos temperatiry skirtumai kaip tempera-
tiros funkcija, kai medziagai ir etaloninei medZiagai yra taikoma ta pati kontroliuojama temperatiiry
programa. Jeigu méginyje jvyksta virsmas, kurio metu pasikeicia entalpija, ta pokytj parodo endoterminis
nuokrypis (virimas) nuo pagrindinés uZrasyty temperatiiry linijos.
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1.4.7.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

Diferenciné skenuojamoji kalorimetrija

Sia metodika skirtumas tarp energijos ivesties j medziaga ir j etaloning medziaga yra uzrasomas kaip
temperatiiros funkcija, kai medziagai ir etaloninei medziagai yra taikoma ta pati kontroliuojama tempera-
tiiry programa. Si energija — tai energija, reikalinga nustatyti medziagos ir etaloninés medziagos nulinj
temperattiry skirtumg. Jeigu méginyje jvyksta virsmas, kurio metu pasikeiia entalpija, ta pokytj parodo
endoterminis nuokrypis (virimas) nuo pagrindinés uZzrasyty temperattry linijos.

KOKYBES KRITERIJAI

Skirtingy metody, naudojamy virimo temperatiirai/virimo intervalui nustatyti, taikymas ir tikslumas yra

pateikti 1 lenteléje.

1 LENTELE

: METODU PALYGINIMAS

Matavimo metodas

Apskaiciuotas tikslumas

Galiojantis standartas

Ebulioskopas

Dinaminis metodas

Distiliavimo ~ procesas ~ (virimo
intervalas)

Pagal Siwoloboff

Detekcija fotoelementu
Diferenciné terminé kalorimet-
rija

Diferenciné skenuojamoji kalo-
rimetrija

+ I+

I+

+

+

+ 1+

=+ I+

1,4 K (ki 373 K) () ()
2,5 K (iki 600 K) () ()

0,5 K (iki 600 K) ()

0,5 K (iki 600 K)

0,2 K (iki 600 K) ()
03K (373 K) ()

0,5 K
0,2 K

0,5 K
0,2 K

iki 600 K)
iki 1273 K)
iki 600 K)
iki 1273 K)

—~— — —

ASTM D 1120-72 ()

ISO/R 918, DIN 53171,

4591/71

ASTM E 537-76

ASTM E 537-76

BS|

() Sis tikslumas tinka tik labai paprastai priemonei, pavyzdziui, aprasytai ASTM D 1120-72; ji gali
bati patobulinta sudétingesniais ebulioskopiniais prietaisais.
(%) Tinka tik grynoms medziagoms. Naudojant kitokiomis salygomis, reikéty pagristi.

METODY APIBUDINIMAS

Kai kuriy méginio metody darbo eiga yra apibudinta tarptautiniuose ir nacionaliniuose standartuose (Zr.

priedg).
Ebulioskopas
7. priedéli.

Dinaminis metodas

Zr. A4 tyrimo metodg. Gary slégio nustatymas.

UzraSoma stebétoji virimo temperatira, kai slégis — 101,325 kPa.

Distiliavimo procesas (virimo intervalas)

Zr. priedéli.
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1.6.4. Siwoloboff metodas

Méginys kaitinamas mégintuvélyje, kurio skersmuo apie 5 mm, lydymosi temperatiiros nustatymo aparate
(1 pav)

1 pav. pavaizduotas standartizuotas lydymosi ir virimo temperatiiros nustatymo aparatas (JIS K 0064)
(stiklinis, visi duomenys nurodyti milimetrais).

1 paveikslas

230

: Matavimo indas

Kamstis

: Ventiliatorius

: Termometras
Papildomas termometras
Vonios skystis

: Meégintuvélio vamzdelis, didZiausias iSorinis
skersmuo — 5 mm; kuriame yra apie 100 mm
ilgio kapiliaras, vidinis skersmuo apie 1 mm,
o sienelés storis — apie 0,2 — 0,3 mm

H: Soninis vamzdelis

QOTFEHONFE >

Kapiliarinis vamzdelis (virinimo kapiliarinis vamzdelis), kuris uzlydytas 1 cm vir§ apatinio galo, dedamas j
meégintuvélio vamzdelj. Méginio yra dedama tiek, kad uzlydytoji kapiliarinio vamzdelio dalis blity Zemiau
skys¢io pavirSiaus. Mégintuvéelio vamzdelis su virinimo kapiliariniu vamzdeliu yra pritaisomas arba prie
termometro gumine juostele, arba pritvirtinamas laikikliu i§ Sono (zr. 2 pav.)

2 pav. 3 pav.
Pagal Siwoloboff Modifikuotas variantas

o ol | = —

a) b) ¢)
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1.6.5.

1.6.6.

1.6.6.1.

1.6.6.2.

Vonios skystis parenkamas pagal virimo temperatiirg. Kai temperatiira sickia 573 K, gali bati naudojama
silikoniné alyva. Parafininé alyva gali biiti naudojama tik iki 473 K. Vonios skystis kaitinamas taip, kad
temperatiira i§ pradziy didéty 3 K/min. Vonioje esantis skystis turi bati maiSomas. Kai temperatiira siekia
apie 10 K Zemiau laukiamos virimo temperatiiros, kaitinimas sumazinamas taip, kad temperatiiros didéjimo
greitis bty 1 K/min. Pasiekus virimo temperatiirg, i§ virinimo kapiliarinio vamzdelio pradeda kilti
burbuliukai.

Virimo temperatiira yra ta temperatiira, kai staiga atvésinus burbuliuky nebelicka, o skystis staiga pradeda
kilti kapiliariniu vamzdeliu. Termometras atitinkamai rodo medziagos virimo temperatiira.

Modifikuotame variante (3 pav.) virimo temperatiira nustatoma lydymosi temperatiiros nustatymo kapilia-
riniame vamzdelyje. Jis yra i$ploninamas iStempiant apie 2 cm (a), iSsiurbiamas nedidelis kiekis meéginio.
Atvirasis plonojo vamzdelio galiukas yra uzlydomas taip, kad jo gale likty mazas oro burbuliukas. Kaitinant
aparatg lydymosi temperatiroje (b), oro burbuliukas pleciasi. Virimo temperatiira atitinka temperatiir,
kurioje medziagos gumulélis pasiekia vonioje esancio skyscio pavirsiy (c).

Detekcija fotoelementu
Kapiliariniame vamzdelyje esantis méginys kaitinamas ikaitintame metaliniame bloke.

Sviesos spindulys nukreipiamas pro bloke esancias tam tinkancias skylutes per medziagg i tiksliai kalibruota
fotoelementg.

Didéjant méginio temperatiirai virinimo kapiliariniame vamzdelyje atsiranda pavieniy oro burbuliuky.
Pasiekus virimo temperatiirg, burbuliuky labai padaugéja. Dél to pasikeicia $viesos intensyvumas, kurj
uzregistruoja fotoelementas, ir paduodamas sustabdymo signalas i indikatoriy, parodantj bloke esancio
platininio varZinio termometro parodymus.

Sis metodas yra ypa¢ naudingas, kadangi leid7ia nustatyti iki 253,15 K (-20° C) Zemesne negu kambario
temperatiira nedarant jokiy pakeitimy aparate. Prietaisas paprasciausiai turi bati dedamas i ausinimo vonia.

Terminé analizé

Diferenciné terminé analizé

7. priedéli.

Diferenciné skenuojamoji kalorimetrija
Zr. priedél;.
DUOMENYS

Esant nedideliems nukrypimams nuo normalaus slégio (daugiausiai £ 5 kPa), virimo temperatiira norma-
lizuojama iki T naudojantis tokiomis Sidney Young skaitmeniniy verciy lygties vidutinémis vertémis:

T, =T+ (£x Ap)
kai:

Ap - = (101,325 - p) [pastaba]

p — = slégio matavimas, kPa

f — = virimo temperatiiros pokycio greitis, slégis K/kPa
T P poxycio g g

T - = iSmatuota virimo temperatiira, K

T — = virimo temperatiira, koreguota iki normalaus slégio, K



13/11 ¢ Europos Sajungos oficialusis leidinys 277

Daugumos mediiagl; temperatiiros _korel.<c.ijos koeficientai f ir jy aproksimavimo lygtys yra jtrauktos §
pirmiau minétus tarptautinius ir nacionalinius standartus.

Pavyzdziui, DIN 53171 metodas nurodo tokias apytikres korekcijas dazuose esantiems tirpikliams:

2 LENTELE: TEMPERATURA - KOREKCIJOS KOEFICIENTAI f.

Temperatiira T (K) Korekcijos koeficientas f, (K[kPa)
323,15 0,26
348,15 0,28
373,15 0,31
398,15 0,33
423,15 0,35
448,15 0,37
473,15 0,39
498,15 0,41
523,15 0,44
548,15 0,45
573,15 0,47

3. ATASKAITOS PATEIKIMAS

| méginio ataskaita, jeigu jmanoma, jtraukiama tokia informacija:
— naudotas metodas,

— tikslios medziagos charakteristikos (identikumas ir priemaiSos) ir iSankstinio gryninimo, jeigu toks
naudojamas, stadija,

— tikslumo apskaiciavimas.

Ne maziau kaip dviejy matavimy, patenkanciy i apskaiCiuotg tikslumo intervala (Zr. 1 lentele), vidutiné
temperatiira nurodoma kaip virimo temperatiira.

Nurodomos i$matuotos virimo temperatiiros ir jy vidurkiai, o slégis(iai), kuriame buvo atlikti Sie matavimai,
nurodomas kPa. Pageidautina, kad slégis biity artimas normaliam atmosferos slégiui.

Visa informacija ir pastabos, svarbios duomeny aiskinimui, turi bati pateikiamos ataskaitoje, ypa¢ atsizvel-
giant | priemaiSas ir medziagos fiziking bisena.

4. LITERATURA

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

2. IUPAC, B. Le Neindre, B. Vodar, editions. Experimental thermodynamics, Butterworths, London, 1975,
volume 1II.

3) R. Weisserberger edition: Technique of organic chemistry, Physical methods of organic chemistry, Third
Edition, Interscience Publications, New York, 1959, volume I, Part I, Chapter VIIL

Priedélis
Papildomos techninés informacijos, pavyzdziui, galima ieskoti $iuose standartuose:
1. Ebulioskopas

ASTM D 1120-72 Standard test method for boiling point of engine anti-freezes



278

Europos Sajungos oficialusis leidinys

13/11 t.

1.1.

1.2

1.3.

1.4.

Distiliavimo procesas (virimo intervalas)

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 determination of distillation characteristics

DIN 53171 Losungsmittel fur Anstrichstoffe, Bestimmung des Siedeverlaufes

NF T 20-608 Distillation: determination du rendement et de Iintervale de distilla-
tion

Diferenciné terminé analizé ir diferenciné skenuojamoji kalorimetrija

ASTM E 537-76 Standard method for assessing the thermal stability of chemicals by
methods of differencial thermal analysis

ASTM E 473-85 Standard definitions of terms relating to thermal analysis

ASTM E 472-86 Standard practice for reporting thermaanalytical data

DIN 51005 Thermische Analyse: Begriffe

A.3. SANTYKINIS TANKIS

METODAS
Apibudintieji metodai yra pagristi OECD Test Guideline (1). Pagrindiniai principai yra pateikti 2 nuorodoje.
[VADAS

Apibudintieji santykinio drégnumo nustatymo metodai yra be apribojimy taikomi kietosioms ir skystosioms
medziagoms atsizvelgiant j jy grynumo laipsnj. Naudotini metodai pateikti 1 lenteléje.

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Kietyjy kiiny arba skysciy santykinis tankis D2 yra tikrinamos medziagos tirio masés, nustatytos 20 °C
temperatiiroje, santykis su tokio paties tirio vandens mase, nustatyta 4° C temperattroje. Santykinis tankis
dimensijos neturi.

Medziagos tankis p yra jos masés m ir tirio v dalmuo.
Tankis p nurodomas SI vienetais — kg/m’.
ETALONINES MEDZIAGOS (1) (3)

Nebitina etalonines medZiagas naudoti visais atvejais, kai tyrinéjama nauja medziaga. Pirmiausia jos turéty
bati naudojamos kartkartémis tikrinant metodo veikima ir lyginant gautus rezultatus su kitais metodais
gautais rezultatais.

METODU ESME

Naudojamos keturios metody klasés.
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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.

Pladrumo metodai

Areometras (skystosioms medziagoms)

Tankis gali bati pakankamai tiksliai ir greitai nustatomas pladuriuojanciu areometru, kuriuo jmanoma
nustatyti skyscio tankj pagal imersijos gylj remiantis graduotos skalés parodymais.

Hidrostatiné pusiausvyra (skystosioms ir kietosioms medziagoms)

Meéginio, pasverto ore ir atitinkamame skystyje (pvz., vandenyje) svoriy skirtumas gali biiti naudojamas
tankiui nustatyti.

Kietiesiems kfinams matuojamas tankis — tai vienintelis naudoto konkretaus méginio pavyzdys. Nustatant
skysciy tankj, zZinomo tlirio v kiinas yra sveriamas i§ pradziy ore, po to — skystyje.

Panardinty kiiny metodas (skystosioms medziagoms) (4)

Pagal § metodg skyscio tankis yra nustatomas pagal duomeny, gauty sveriant skystj prie§ Zinomo tirio
kiino panardinimg | jj, panardinus i jj ir iStraukus i§ jo, skirtuma.

Piknometro metodai

Kietiesiems kinams ir skysciams gali bati naudojami jvairiy formy ir Zinomo tirio piknometrai. Tankis
apskaiciuojamas paémus pilno ir tus¢io piknometro svorio ir jo Zinomo tirio skirtuma.

Oro palyginimo piknometras (kietiesiems kiinams)

Bet kokios formos kietojo kimo tankj galima iSmatuoti kambario temperatiiroje su dujy palyginimo
piknometru. Medziagos tiiris matuojamas jvairiai kalibruotame tirio cilindre ore arba inertinése dujose.
Uzbaigus tirio matavimg, tankio apskai¢iavimams vieng karta matuojama masé.

Virpesiy densitometras (5) (6) (7)

Skys¢io tankis gali bati matuojamas virpesiy densitometru. U raidés formos mechaninis osciliatorius
vibruojamas osciliatoriaus rezonanso dazniu, kuris priklauso nuo jo masés. Dedant méginio, keiciasi
osciliatoriaus rezonanso daznis. Aparatas turi buti kalibruojamas pagal dvi Zinomo tankio skystasias
medziagas. Geriau Sias medziagas parinkti taip, kad jy tankiai apimty matuoting intervala.

KOKYBES KRITERIJAI

Skirtingy metody, naudojamy santykiniam tankiui nustatyti, pritaikymo galimybé pateikta lentel¢je.

METODY APIBUDINIMAS

Standartai, kuriuose, pavyzdziui, reikéty ieskoti informacijos apie papildomus techninius ypatumus, yra
pateikti priede.

Tyrimai turi vykti 20° C temperatiiroje, atliekant ne maziau kaip du matavimus.



280

Europos Sajungos oficialusis leidinys

13/11 t.

DUOMENYS

Zr. standartus.

ATASKAITOS PATEIKIMAS

Ataskaitoje apie tyrimg, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:
— naudotas metodas,

— tikslios medziagos charakteristikos (identiskumas ir priemaiSos) bei iSankstinio gryninimo, jeigu toks
naudojamas, stadija.

Santykinis tankis D2° pateikiamas kaip apibrézta 1.2 punkte, kartu pateikiant duomenis apie matuotos
medziagos fizing busena.

Pateikiama visa informacija ir pastabos, svarbios aiskinant rezultatus, kuriuos reikia pateikti ataskaitoje, ypac
atsizvelgiant | priemaiSas ir medziagos fizing biisena.

LENTELE: METODY PRITAIKYMAS

Tankis Didziausia
Matavimo metodas galima dina- | Galiojantis standartas
Kietieji Skystosios | miné klampa
1.4.1.1. Areometras Taip 5Pas ISO 387
ISO 649-2
NF T 20-050
1.4.1.2. Hidrostatiné pusiausvyra
a) kietieji kinai Taip ISO 1183 (A)
b) skysciai Taip 5Pas | ISO 901 ir 758
1.4.1.3. Panardinty kiiny metodas Taip 20 Pas | DIN 53217
1.4.2.  Piknometras ISO 3507
a) kietieji kinai Taip ISO 1183(B)
NF T 20-053
b) skysciai Taip 500 Pas | ISO 758
1.4.3.  Oro palyginamasis piknometras Taip DIN 55990 Teil 3
DIN 53243
1.4.4.  Virpesiy densitometras Taip 5Pas

LITERATORA

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, 3" ed.,
Chapter IV, Interscience Publ., New York, 1959, vol. I, Part 1.

3) IUPAC< recommended reference materials for realization of physico-chemical propertie, Pure and
applied chemistry, 1976, vol. 48, 508.

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

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

6) Baumgarten, D., Fullmengenkontrolle bei vorgepackten Erzeugnissen — Verfahten zur Dichtebestimmung
bei flussingen Produkten und ihre praktische Anwendung, Die Pharmazeutische Industrie, 1975, vol. 37,
717-726.

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

1.2

1.3.

2.1.

Priedelis
Papildomos techninés informacijos, pavyzdziui, galima ieskoti iuose standartuose:

KLAMPUMO METODAI

Areometras

DIN 12790, ISO 387
DIN 12791

ISO 49-2
NF T 20-050

DIN 12793

Hidrostatiné pusiausvyra

Kietosioms medziagoms

ISO 1183

NF T 20-049

ASTM-D-792

DIN 53479
Skystosioms medziagoms
ISO 901

DIN 51757

ASTM D 941-55, ASTM D 1296-67

ASTM D 1298

BS 4714

Panardinty kiiny metodas

DIN 53217

PIKNOMETRIJOS METODAI

Skystosioms medziagoms

ISO 3507
ISO 758
DIN 12797
DIN 12798

Areometras; bendrosios instrukcijos

[ dalis: Tankio areometrai; konstrukcija, reguliavimas ir naudojimas
II dalis: Tankio areometrai; standartizuoti matmenys, paskirtis

1T dalis: Naudojimas ir tyrimas

Laboratoriniai stikliniai indai:Bendros paskirties tankio areometrai

Cheminiai produktai pramoniniam naudojimui — skysciy tankio nus-
tatymas — Areometrinis metodas

Laboratoriniai stikliniai indai: intervalo nustatymo areometrai

A metodas: Plastiky tankio ir santykinio tankio nustatymo metodai,
isskyrus akytyjy plastiky

Cheminiai produktai pramoniniam naudojimui — Kietyjy kiiny, issky-
rus milteliy ir akytyjy medziagy, tankio nustatymas — Hidrostatinés
pusiausvyros metodas

Plastmasiy savitasis sunkis ir tankis

Plastmasiy ir elastiniy medziagy tyrimas; tankio nustatymas

ISO 758
Mineraliniy alyvy ir susijusiy medziagy tyrimas; tankio nustatymas
ir ASTM D 1481-62

Nevalytos naftos ir skysty naftos produkty tankio, savitojo sunkio
arba API sunkio nustatymas areometrijos metodu

Nevalytos naftos ir skysty naftos produkty tankio, savitojo sunkio
arba API sunkio nustatymas areometrijos metodu

Dazy, laky ir panasiy dengianciyjy medziagy tyrimas; tankio nusta-
tymas; panardinty kiiny metodas

Piknometrai
Skystieji cheminiai produktai; tankio nustatymas 20° C temperatiiroje
Gay-Lussac piknometras (nelakiems skys¢iams, kurie néra per klampis

Lipkin piknometras (skysc¢iams, kuriy kinematiné klampa mazesné
kaip 100 x 10° m* s* 15 °C temperatiiroje)
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2.2.

DIN 12800
DIN 12801

DIN 12806

DIN 12807
DIN 12808
DIN 12809

DIN 53217
DIN 51757

ASTM D 297
ASTM D 2111
BS 4699

BS 5903

NF T 20-053

Kietosioms medziagoms

ISO 1183

NF T 20-053

DIN 19683

Sprengel piknometras (skysciams kaip DIN 12798)

Reischauer piknometras (skys¢iams, kuriy kinematiné klampa mazesné
kaip 100 x 10° m? s' 20° C temperatiiroje, taip pat taikoma
hidrokarbonatams angliavandeniams ir vandeniniams tirpalams, bei
skysciams su didesniu gary slégiu, apie 1 barg 90° C temepratiiroje))

Hubbard piknometras (visy rasiy klampiems skysciams, kuriy slégis
néra per aukstas, ypa¢ dazams, lakams ir bitumui)

Bingham piknometras (skysciams, kaip DIN 12801)
Jaulmes piknometras (ypa¢ etanoliui ir vandens tirpalui)

Piknometras su pagrindiniu termometru ir kapiliariniu Soniniu vamz-
deliu (skysciams, kurie néra per klampiis)

Dazy, laky ir panasiy produkty tyrimas; tankio nustatymas pikno-
metru

7 punktas: mineraliniy alyvy ir susijusiy medZiagy tyrimas; tankio
nustatymas

15 skirsnis: Gumos produktai — cheminé analizé
C metodas: Halogenizuoti organiniai junginiai

Naftos produkty savitojo sunkio ir tankio nustatymo metodas (gra-
duoto bikapiliarinio piknometro metodas)

Naftos produkty santykinio tankio ir tankio nustatymo metodas
kapiliariniu — uzkimstu piknometru

Cheminiai produktai pramoniniam naudojimui — Milteliuose ir skys-
Ciuose esanciy kietyjy medziagy tankio nustatymas — Piknometrinis
metodas

B metodas: Plastiky, iSskyrus akytyjy, tankio ir santykinio tankio
nustatymo metodai

Cheminiai produktai pramoniniam naudojimui — Milteliuose ir skys-
Ciuose esanciy kietyjy kiiny tankio nustatymas — Piknometrinis
metodas

Dirvozemiy tankio nustatymas

ORO PALYGINIMO PIKNOMETRAS

Din 55990

DIN 53243

3 dalis: Prufung von Anstrichstoffen und ahnlichen Beschichtungss-
toffen; Pulverlack; Bestimmung der Dichte

Anstrichstoffe; Chlorhaltige Polymere; Prufung
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1.1.

1.2.

A4. GARY SLEGIS

METODAS

Dauguma apibudinty metody yra pagristi OECD Test Guideline (1). Pagrindiniai principai pateikti 2 ir 3
nuorodoje.

[VADAS

Naudinga turéti iSanksting informacija apie $iam tyrimui reikalingos medziagos struktira, lydymosi
temperatiirg ir virimo temperatiirg.

Néra vienintelés matavimy eigos, taikytinos jvairiems gary slégiams. Todél gary slégiui nuo < 10+ iki 10° Pa
matuoti rekomenduojama naudoti kelis metodus.

Paprastai priemaisos turi jtakos gary slégiui ir tai visy pirma priklauso nuo priemaisy rusies.

Jeigu bandinyje yra lakiy priemaidy, kurios galéty turéti jtakos rezultatams, medziaga gali bati gryninama.
Taip pat tikty nustatyti gary slégj techninéms medziagoms.

Kai kuriuose ¢ia apibiidintuose metoduose naudojamas aparatas su metalinémis dalimis; | tai turéty bati
atsizvelgiama tiriant ésdinancias (ardancias) medziagas.

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Medziagos gary slégis yra apibréziamas kaip sociyjy gary slégis vir§ kietosios arba skystosios medziagos.
Esant termodinaminei pusiausvyrai grynos medziagos gary slégis — tai tik temperatiiros funkcija.

Naudotinas slégio vienetas SI turéty biiti paskalis (Pa).

Vienetai, kurie buvo istoriskai naudojami, kartu su atitikmeny koeficientais:

1 toras (1 mm Hg) 1,333 x 10? Pa

1 atmosfera 1,013 x 10° Pa

1 baras 10° Pa

Temperattiros vienetas SI sistemoje — kelvinas (K).
Universalioji moliné dujy konstanta R = 8,314 ] mol* K.

Dujy slégio temperatiiriné priklausomybés yra apibiidinta Clausius-Clapeyron lygtimi:

1 A Hy + const
0 = - —— con.
P =T O3 RT

kai:

p- = medziagos gary slégis paskaliais

AH, — = garinimo $iluma, ] mol!

R - = universalioji moliné dujy konstanta, ] mol™ K
T - = termodinaminé temperatiira, K
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

ETALONINES MEDZIAGOS

Nebiitina naudoti etaloniniy medziagy visais tais atvejais, kai tiriama nauja medziaga. Pirmiausia jos turéty
bati naudojamos kartkartémis tikrinant $io metodo veikima ir gautiems rezultatams palyginti su kity
metody rezultatais.

TYRIMO METODU ESME

Gary slégiui nustatyti yra siglomi septyni metodai, kuriuos galima taikyti skirtingiems gary slégio
intervalams. Kiekvienu metodu gary slégis yra nustatomas jvairiose temperatiirose. Kai temperatiry
intervalas ribotas, grynosios medziagos gary slégio logaritmas yra temperatiiros inversijos tiesiné funkcija.

Dinaminis metodas

Dinaminiu metodu yra matuojama virimo temperatira, kuri priklauso nuo apibrézto slégio.

Rekomenduojamas intervalas:

10° - 10° Pa.

Sis metodas taip pat rekomenduojamas nustatant normalig virimo temperatiirg ir yra patogus, kai
temperatiira yra iki 600 K.

Statinis metodas

Statiniuose procesuose, esant termodinaminei pusiausvyrai, uzdaroje sistemoje susidares gary slégis yra
nustatomas apibréztoje temperatiiroje. Sis metodas tinka vienkomponentéms ir daugiakomponentéms
kietosioms ir skystosioms medziagoms.

Rekomenduojamas intervalas:

10 - 10° Pa.

Sis metodas taip pat gali biiti naudojamas 1 — 10 Pa intervale, jeigu atsargiai elgiamasi.

Izoteniskopas

Sis standartizuotas metodas taip pat yra statinis metodas, bet paprastai netinka daugiakomponentéms
sistemoms. Papildomos informacijos galima gauti: ASTM metodas D-2879-86.

Rekomenduojamas intervalas:

Nuo 100 iki 10° Pa.

Efuzijos metodas: gary slégio pusiausvyra

Medziagos kiekis, iSeinantis i§ elemento per laiko vieneta per Zinomo dydZio apertiira, yra nustatomas
vakuume taip, kad medziagos sugrizimas i elementg biity nedidelis (pvz., matuojant impulsg, generuotg
jautrioje pusiausvyroje gary Ciurksle arba matuojant prarastg svorj).

Rekomenduojamas intervalas:

10° - 1 Pa.
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1.4.5.

1.4.6.

1.4.7.

1.5.

Efuzijos metodas: svorio praradimu arba sugaudant iSgaravusias medzZiagas

Metodas pagristas tiriamos medziagos, gary pavidalu iSlekiancios i§ Knudsen elemento (4) per laiko vieneta
per angg ultravakuumo salygomis, masés apskaiciavimui. IStekéjusiy gary mase galima gauti nustatant
elemento prarasty mase arba kondensuojant garus Zemoje temperatiiroje ir nustatant i§garintos medziagos
kiekj chromatografinés analizés budu. Gary slégis apskaiciuojamas naudojant Hertz-Knudsen priklausomybe.
Rekomenduojamas intervalas:

107 - 1 Pa.

Dujy soties metodas

Inertiniy neSanciyjy dujy srové leidziama vir§ medziagos taip, kad ji isisotina jy garais. MedzZiagos,
pernestos zinomu nesanéiyjy dujy kiekiu, kiekis yra matuojamas arba surenkant i tinkamg gaudykle, arba
betarpiska analizine technika. Tai naudojama gary slégiui apskaiciuoti esant tam tikrai temperatirai.
Rekomenduojamas intervalas:

10* - 1 Pa.

Sj metoda taip pat galima naudoti 1 — 10 Pa intervale, jeigu atsargiai elgiamasi.

Sukamasis rotorius

Sukamojo rotoriaus manometre tikrasis matavimo elementas — plieno rutuliukas, kybantis magnetiniame
lauke ir besisukantis labai dideliu grei¢iu. Dujy slégis yra nustatomas pagal nuo slégio priklausantj plieno
rutuliuko lét¢jima.

Rekomenduojamas intervalas:

10* - 0,5 Pa.

KOKYBES KRITERIJAI

[vairis gary slégio nustatymo metodai yra palyginami pagal jy taikytinuma, pasikartojamuma, atkuriamumg,
matavimo intervala, galiojantj standarta. Tai padaryta Sioje lentel¢je.

KOKYBES KRITERIJAI

Medziagos Apskaiciuo- Anskaici
- pskaic¢iuo- | Rekomen- T
. tas pasikar- . . Galiojantis
Matavimo metodas ; tas atkuria- | duo-jamas
L . toja-mu- ) - standartas
kietosios skystosios mas () mumas (') intervalas
1.4.1. Dinaminis metodas | Mazai tir- Taip Iki 25% ki 25% |10°Pa — 2 x —
pios 10°Pa
1-5% 1-5% [2x10°Pa - —
10° Pa
1.4.2. Statinis metodas Taip Taip 5-10% 5-10% (10 Pa — 10°|NFT 20-048
Pa () ©)
1.4.3. Izoteniskopas Taip Taip 5-10% 5-10% (10 Pa - ASTM-D
10° Pa 2879-86
1.4.4. Efuzijos metodas - Taip Taip 5 - 20% ki 50% |10 Pa — 1 |NFT 20-047
Gary slégio pusiausvyra Pa (6)
1.4.5. Efuzijos metodas - Taip Taip 10 - 30% | ki 50% |10*Pa -1 —
Svorio praradimas Pa
1.4.6. Dujy soties meto- Taip taip 10 - 30% | Iki 50% |10 Pa — 1 —
das Pa?
1.4.7. Sukamojo rotoriaus Taip taip 10 - 20% | 1ki 50% [10* Pa — —
metodas 0,5 Pa

() Priklauso nuo grynumo laipsnio
(%) Siuos metodus taip pat galima naudoti 1 — 10 Pa intervale, jeigu atsargiai elgiamasi.
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1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

METODU APIBUDINIMAS

Dinaminis matavimas

Aparatiira

Paprastai matavimo aparatiirg sudaro virinimo indas su stikliniu arba metaliniu auintuvu (1 pav.),
temperatiiros matavimo jrenginys ir slégio reguliavimo ir matavimo jrenginys. Paveiksle parodytas paprastas
matavimo aparatas yra padarytas i§ kar$¢iui atsparaus stiklo ir sudarytas i§ penkiy daliy:

Didelj, i§ dalies dviguby sieneliy vamzdj sudaro matinio gaubto jungtis, ausintuvas, auSinimo indas ir
jsiurbimo anga.

Stiklo cilindras su Cottrell ,siurbliu® yra jtaisomas vamzdyje virinimo dalyje, o smulkinto stiklo pavirsius yra
nelygus, kad bty i$vengiama ,kunkuliavimo® virinimo metu.

Temperatiira matuojama atitinkamu temperatiiros jutikliu (pvz., varziniu termometru, gaubto termoelemen-
tas, panardintas aparate iki matavimo padalos (1 pav., Nr. 5) per atitinkamg jsiurbimo anga (pvz., vidinj
slifa).

Reikalingos jungtys yra padarytos taip, kad buty galima reguliuoti slégj ir tikty matavimo jrenginiui.

Kolba, kuri veikia kaip buferinis tiiris, su matavimo aparatu yra sujungta kapiliariniu vamzdeliu.

Virinimo indas kaitinamas kaitinimo elementu, i§ apacios jdétu i stiklinj aparatg. Kaitinimui reikalinga srové
nustatoma ir reguliuojama termoelementu.

Vakuuminiu siurbliu sudaromas bitinas vakuumas tarp 10 Pa ir apytikriai 10° Pa.

Slégiui reguliuoti naudojamas atitinkamas voZtuvas orui arba azotui matuoti (matavimo intervalas apytikriai
10% = 10° Pa) ir ventiliuoti.

Slégis matuojamas manometru.

Matavimo eiga

Gary slégis matuojamas nustatant méginio temperatiira jvairiuose apibréztuose slegiuose, apie 10> —10° Pa.
Nekintanti temperatiira esant pastoviam slégiui rodo, kad pasiekta virimo temperatira. Sio metodo
negalima naudoti putoksliams matuoti.

Medziaga dedama | $vary sausa indg. Gali bati sunkumy naudojant nemiltelinius kietuosius kinus, bet jy
kartais nelicka pasildant ausinimo gaubta. Kai tik indas uzpildomas, aparato jungé uZsandarinama, o
medziaga degazuojama. Tada nustatomas Zemiausias norimas slégis ir jjungiamas kaitinimas. Tuo paciu
metu temperatiiros jutiklis sujungiamas su savirasiu.

Pusiausvyra pasickiama, kai esant pastoviam slégiui uZregistruojama pastovi temperatiira. Reikia biti ypac
atsargiems ir virinimo metu vengti kunkuliavimo. Be to, ant audintuvo turi vykti kondensacija. Nustatant
blogai besilydanciy medziagy gary slégj, stebéti, kad neuzsikimsty kondensatorius.

Uzregistravus pusiausvyros taska, nustatomas didesnis slégis. Si darbo eiga tesiama, kol pasiekiama 10° Pa
(i$ viso apie 5 — 10 matavimo tasky). Kontrolei matavimo taskai turi bati kartojami slégiui mazéjant.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Statinis matavimas

Aparatiira

Aparata sudaro indas su méginiu, kaitinimo ir auSinimo sistema méginio temperatirai reguliuoti ir
temperatiirai matuoti. | aparatg taip pat jeina prietaisai slégiui nustatyti ir matuoti. 2a ir 2b paveiksluose
parodyti pagrindiniai naudoti principai.

Prie meéginio kameros (2a pav.) i§ vienos pusés yra pritvirtinamas atitinkamas didelio slégio voztuvas. U
formos vamzdelis, kuriame yra atitinkamas manometro skystis, yra pritvirtinamas i§ kitos pusés. Vienas U
formos vamzdelio galas atsiSakoja j vakuuminj siurblj, azoto cilindrg arba ventiliacijos voztuva ir mano-
metrg.

Vietoje U formos vamzdelio gali bati naudojamas manometras su slégio indikatoriumi (2b pav.).

Meéginio temperatiirai reguliuoti, méginio indas su voztuvu ir U formos vamzdeliu arba manometru
dedamas | vonia, kurioje palaikoma pastovi *+ 0,2 K temperatiira. Temperatiira matuojama isorinéje indo,
kuriame yra méginys, sienelés puséje arba paciame inde.

Vakuuminis siurblys su pries srove veikianc¢iu ausinimo sifonu naudojamas sudaryti vakuumg aparate.

2a metodu medziagos gary slégis yra matuojamas netiesiogiai naudojant nulinj indikatoriy. Tokiu badu
atsizvelgiama | tai, kad U formos vamzdelyje esancio skyscio tankis pasikeicia, jeigu temperatiira smarkiai
keiciasi.

Manometre gali biti naudojamas gyvsidabris, esant jprastam slégiui iki 10> Pa, o silikatinés alyvos bei
ftalatai tinka naudoti, kai slégis yra Zemesnis nei 10* Pa, bet ne Zemesnis nei 10 Pa. Kai slégis Zemesnis nei
10" Pa, galima naudoti netgi manometrus su kaitinamosiomis membranomis. Kai slégis Zemesnis nei 102
Pa, naudojami ir kitokie manometrai.

Matavimy eiga

Prie§ matuojant visos 2 pav. pavaizduoto prietaiso dalys turi bati kruopsciai i§valytos ir idziovintos.

Pagal 2a metodg U formos vamzdelis uzpildomas pasirinktu skys¢iu, kuris prie§ uzrasant parodymus gali
bati degazuotas aukstesnéje temperatiroje.

Tiriamoji medziaga dedama j aparata, kuris po to uzdaromas, o temperatira sumazinama tiek, kad baty
galima atlikti degazavimg. Temperatiira turi bati pakankamai Zema, kad bty uZztikrintas oro iSsiurbimas,
bet daugiakomponendiy sistemy atveju tai neturi pakeisti medziagos struktiiros. Jeigu reikia, maiSant galima
greiciau nustatyti pusiausvyra.

Meéginj galima perSaldyti, pvz., skystu azotu (stengiantis, kad nejvykty oro arba siurblyje esancio skyscio
kondensacija) arba etanolio ir sauso ledo misiniu. Zemai temperatirai matuoti naudojama reguliuojamos
temperatiiros vonia, sujungta su ypa¢ Zemos temperatiiros matuokliu.

Atidarius méginio indo voztuva, siurbiama kelias minutes, kad bty pasalintas oras. Po to voZtuvas
uzdaromas, o méginio temperatiira sumazinama iki Zemiausio norimo lygio. Prireikus degazavimo veiksmai
turi bati pakartojami kelis kartus.

Meéginj kaitinant gary slégis kyla. Tai pakeicia U formos vamzdelyje esancio skys¢io pusiausvyra. Jai atstatyti
i aparatg per voztuva leidZiama azoto arba oro, kol slégio indikatoriaus skystis vel bus ties nuline padala.
Tam reikalinga slégj gali kambario temperatiiroje parodyti precizinis manometras. Sis slégis atitinka
medziagos gary slégj tam tikroje matuojamoje temperatiiroje.

2b metodas yra panasus, bet gary slégio parodymai nuskaitomi tiesiogiai.
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1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

Gary slégio priklausomybé nuo temperatiiros yra nustatoma mazais intervalais (i§ viso apytikriai 5-10
matavimo tasky) iki norimo maksimumo. Zemos temperatiiros parodymus reikia pakartotinai i$matuoti.

Jeigu i§ pakartotiniy matavimy gautos vertés nesutampa su esanciomis kreivéje, gautoje padidinus tempe-
ratiirg, tai gali bati dél vienos i§ $iy priezasciy:

1. Méginyje tebéra oro (pvz., didelio klampumo medziagose) arba liko medziagy, kuriy virimo temperatiira
yra Zema ir kuri/kurios issiskiria kaitinimo metu. Jos gali bati pasalinamos issiurbiant po papildomo
persaldymo.

2. Auginimo temperatiira yra nepakankamai Zema. Siuo atveju skystasis azotas naudojamas kaip ausalas.

Tiek 1, tiek 2 atveju matavimai turi bati pakartojami.

3. Medziagoje vyksta cheminé reakcija tyrinégjamame temperatiiry intervale (pvz., skilimas, polimerizacija).

Izoteniskopas

Issamy $io metodo aprasyma galima rasti 7 nuorodoje. Sio matavimo prietaiso principas pavaizduotas 3
paveiksle. Panasiai kaip statinis metodas, apibuidintas 1.6.2, izoteniskopas tinka tyrinéti kietuosius ir
skystuosius kainus.

Jeigu tai skystieji kiinai, pati medziaga naudojama kaip skystis pagalbiniame manometre. ] izoteniskopa
dedamas toks kiekis skyscio, kurio pakanka kolbai uzpildyti, ir prie izoteniskopo pritaisoma trumpoji
manometro kojelé. Izoteniskopas pritaisomas prie vakuuminés sistemos, i§ jos issiurbiamas oras, po to
uzpildoma azotu. Sistemos iSsiurbimas ir i§valymas kartojamas du kartus, kad biity pasalinamas liekamasis
deguonis. UZzpildytas izoteniskopas dedamas horizontaliai, kad méginys méginio kolboje ir manometro
sekcijoje (U dalis) pasklisty plonu sluoksniu. Slégis sistemoje sumazinamas iki 133 Pa, o meéginys yra i3
lengvo Sildomas, kol ima virti (iStirpusiy sujungtyjy dujy pasalinimas). Tada izoteniskopas dedamas taip,
kad méginys vél atsirasty kolboje ir trumpojoje manometro kojeléje ir abu bty pilni skyscio. Palaikomas
toks pat slégis kaip degazuojant; issikiSes méginio kolbos galiukas sildomas nedideléje liepsnoje, kol
iSsiskyre méginio garai gerai pasklis ir iSstums dalj méginio i§ virSutinés kolbos dalies ir manometro kojelés
i izoteniskopo manometro sekcijg, sudarydami gary pripildyta be azoto erdve.

Po to izoteniskopas dedamas j pastovios temperatiiros vonig, azoto slégis derinamas tol, kol jo slégis tampa
lygus méginio slégiui. Slégio pusiausvyrg parodo izoteniskopo manometro sekcija. Pusiausvyros salygomis
azoto gary slégis yra lygus medziagos gary slégiui.

Kietosioms medziagoms, atsizvelgiant j slégj ir temperatiiry intervalg, yra naudojami manometro skysciai,
nurodyti 1.6.2.1. Tokiu atveju kietasis kinas, kurj reikia istirti, dedamas i kolbg ir degazuojamas padidintoje
temperatiiroje. Degazuotas manometro skystis pilamas | ilgosios izoteniskopo kojelés kolbele. Po to
izoteniskopas palenkiamas taip, kad manometre esantis skystis nutekéty | U formos vamzdelj. Gary slegis,
kaip temperattros funkcija, yra matuojamas pagal 1.6.2.

Efuzijos metodas: gary slégio pusiausvyra

Aparatiira

[vair@is aparatiiros variantai yra apibtdinti literatiros 1 nuorodoje. Joje apibidintas aparatas iliustruoja
bendrg naudojama principg (4 pav.). 4 paveiksle parodytos pagrindinés aparato sudedamosios dalys: tai
didelio vakuumo nertidijancio plieno arba stiklo indas, jranga vakuumui sudaryti ir matuoti bei jmontuotos
sudedamosios dalys gary slégiui matuoti svarstyklémis. | aparatg jmontuotos $ios sudedamosios dalys:

— garinimo krosnis su junge ir sukamgja isiurbimo anga. Garinimo krosnis — tai cilindrinis indas,
pavyzdziui, i§ vario arba chemikai atsparaus, gero Siluminio laidumo lydinio. Taip pat galima naudoti
stiklinj indg vario sienelémis. Krosnies skersmuo apie 3-5 cm, aukstis — 2-5 cm. Gary srové isleidZiama
per skirtingo dydZio angas, kuriy biina nuo vienos iki trijy. Krosnis Sildoma apacioje esancia kaitinimo
plokste arba i3 iSorés apvyniota spirale. Kad Siluma nebity veltui eikvojama pagrindinei plokstei kaitinti,
Sildytuvas ant pagrindinés plokstes tvirtinamas mazo terminio laidumo metalu (melchioras arba
chromnikelinis plienas), pvz., melchioro vamzdelis pritaisomas prie sukamosios angos, jeigu naudojama
krosnis su keliomis angomis. Sio jtaiso privalumas — galima jtaisyti varinj strypa. Taip galima auginti i
iSorinés pusés naudojant ausinimo vonig,
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1.6.4.2.

— jeigu varinés krosnies dangtelyje yra trys skirtingo skersmens angos, viena nuo kitos esancios 90’
kampu, galima apimti jvairius gary slégio intervalus per visa matavimy intervalg (angy skersmuo
apytikriai 0,30-4,50 mm). Didelés angos naudojamos mazam gary slégiui ir atvirkiciai. Sukant krosnj
galima nustatyti norimg angg arba tarping padétj gary srovéje (krosnies skylé — skydas — svarstykliy
1ekste), issiskiria molekuliy srautas arba jis nukreipiamas per krosnies angg i svarstykliy lékste. Kad bty
iSmatuota medziagos temperatlira, termoelementas arba varZinis termometras dedamas tinkamoje
vietoje,

— vir§ skydo yra labai jautriy mikrosvarstykliy léksté (Zr. toliau). Svarstykliy lékstés skersmuo yra apie 30
mm. Paauksuotas aliuminis yra tam tinkanti medziaga,

— svarstykliy 1éksté yra apgaubta cilindrine Zalvarine arba varine Saldymo déze. Atsizvelgiant i svarstykliy
1 joje yra angos svarstykliy svirtelei ir anga dangtyje molekuliy srovei, kuri turéty garantuoti visiska
gary kondensacijg ant svarstykliy lékstés. Silumos igsiskyrimas j iSore, pavyzdziui, yra uztikrinamas vario
strypeliu, sujungtu su Saldymo déze. Strypelis yra iStraukiamas per pagrinding plokste ir nuo jos
termiskai izoliuojamas, pavyzdziui, chromnikelio plieno vamzdeliu. Strypelis panardinamas i Diuaro
indg su skystu azotu, esanciu po pagrindine plokste, arba skystasis azotas cirkuliuoja strypeliu. Taip
Saldymo dézé yra laikoma apytikriai —120 °C temperatiiroje. Svarstykliy léksté ausinama tik spindulia-
vimu, kurio pakanka, kad tiriamasis slégio intervalas bity pakankamas (ausinama apie 1 valandg iki
matavimy pradzios),

— svarstyklés dedamos vir§ Saldymo dézés. Tinka, pavyzdziui, labai jautrios svarstyklés, 2 peciy elektroni-
nés mikrosvarstyklés (8) arba labai jautrus judamosios rités prietaisas (zr. OECD Test Guideline 104,
Edition 12.05.81),

— pagrindin¢je plokstel¢je taip pat yra elektrinés jungtys termoelementams (arba varZiniams termomet-
rams) ir kaitinimo ritéms,

— vakuumas inde sudaromas naudojant dalin}[ vakuuminj siurblj (reikalingas vakuumas apytikriai 1-2 x 10
* Pa, gaunamas po 2 valandy siurbimo). Slégis reguliuojamas atitinkamu jonizacijos manometru.

Matavimy eiga

Indas uzpildomas tiriamaja medziaga ir uzdaromas dangteliu. Gaubtas ir $aldytuvo dézé jstumiami i krosnj.
Aparatas uzdaromas ir jjungiami vakuumo siurbliai. Slégis prie§ pradedant matavimus turéty bati apie 10+
Pa. Saldymo dézés ausinimas pradedamas esant 107 Pa.

Kai pasiekiamas reikalingas vakuumo lygis, pradedama kalibravimo serija Zemiausioje reikalaujamoje
temperatiiroje. Nustatoma atitinkama anga dangtelyje, gary srové teka per gaubta tiesiai vir§ angos, i
atausinta svarstykliy lekste. Svarstykliy 1éksté turi bati pakankamai didelé, kad visa per gaubta nukreipta
srové patekty | ja. Gary srovés savo jéga veikia j svarstykliy 1ékste, ir molekulés kondensuojasi ant vésaus
pavirsiaus.

Dél vienkartinés ir vienalaikés kondensacijos reaguoja savirasis. [vertinus signalus gaunama dviejy rsiy
informacija:

1. Cia apibiidintame aparate gary slégis yra nustatomas tiesiogiai pagal gary postiimio kiekj j svarstykliy
lekste (Cia nereikia Zinoti molekulinio svorio (2)). Kai vertinami parodymai, turi bati atsizvelgiama j
tokius geometrinius veiksnius, kaip krosnies anga ir molekulinio srauto kampas.

2. Tuo paciu metu kondensato mas¢ galima matuoti ir taip galima apskaiciuoti garavimo koeficients. Taip
pat galima apskaiciuoti gary slégj pagal garavimo koeficienta ir molekulinj svorj pagal Herzo lygti (2).

2 RT x 10°
=Gy
P \ M
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1.6.5.1.

1.6.5.2.

kai:

G - = garavimo koeficientas (kg s' m?)

M - = moliné¢ masé (g mol”)

T - = temperatira (K)

R - = universalioji moliné dujy konstanta (] mol! K')
p — = gary slégis (Pa)

Pasiekus reikalingg vakuuma, pradedami matavimai Zemiausioje norimoje matavimy temperatiiroje.

Tolesniems matavimams temperatiira didinama maZais intervalais, kol pasickiama didziausia norima
temperatiros verté. Po to méginys auSinamas ir galima uZzraSyti antrg gary slégio kreive. Jeigu antro
matavimo metu nepavyksta patvirtinti pirmo matavimo rezultaty, gali bati, kad medziaga irsta matuojama-
me temperatiiros intervale.

Efuzijos metodas — pagal prarasta svorj

Aparatiira
Efuzijos aparata sudaro Sios pagrindinés dalys:

— rezervuaras, kuriame galima nustatyti pastovia temperatiira ir jj galima iSsiurbti ir kur sudéti efuzijos
elementai,

— didelio vakuumo siurblys (pvz., difuzinis siurblys arba turbomolekulinis siurblys) su vakuumo matuok-
liu,

— gaudykle, kurioje naudojamas suskystintas azotas arba sausasis ledas.

Kaip pavyzdys 5 paveiksle pavaizduotas elektra ildomas aliumininis vakuumo rezervuaras su 4 nertidijan-
¢io plieno efuzijos elementais. Apytikriai 0,3 mm storio neridijancio plieno folijoje yra 0,2-1,0 mm
skersmens efuzijos antgaliai, prie efuzijos elemento pritaisyti jsriegiamu dangteliu.

Matavimo eiga

Etalonine ir tiriamgja medziagomis uzpildomas kiekvienas efuzijos elementas, metaliné diafragma su
antgaliu yra apsaugota jsriegtu dangteliu, kiekvienas elementas pasveriamas 0,1 mg tikslumu. Elementas
dedamas | aparatg su nustatyta temperatiira, kuriame oras iSsiurbiamas tiek, kad slégis biity viena desimtaja
mazesnis negu reikalaujama. Apibréztais laiko intervalais nuo 5 iki 30 valandy i aparatg jleidZiama oro, o
efuzijos elemento masés nuostolis nustatomas pakartotinai ja pasveriant.

Norint uztikrinti, kad lakiosios priemaiSos neturéty jtakos rezultatams, elementas pakartotinai sveriamas
apibréztais laiko intervalais, kad bty patikrinama, ar garavimo sparta yra pastovi ne maziau kaip du tokius

laiko intervalus.

Gary slégis p efuzijos elemente gaunamas:

- m [2mnRT
P=xacV M

kai:

p — = gary slégis (Pa)

m — = medZiagos, i§einancios i§ elemento per laika t, masé (kg)
t — = laikas (s)

A - = skylés plotas (m?)

K - = korekcijos koeficientas

R — = universalioji dujy konstanta (J] mol® K7)

T - = temperatiira (K)

M - = molekuliné¢ masé¢ (kg mol?)
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1.6.6.

1.6.6.1.

Korekcijos koeficientas K priklauso nuo cilindrinio antgalio ilgio santykio su jo spinduliu:

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

Pirmiau pateikta lygtis gali bati uzraSoma taip:

_E m /T

P=5 VM
1

kai E = ﬁ\/ 2 m R ir tai yra efuzijos konstanta.

Si efuzijos elemento konstanta E gali biiti nustatoma su etaloninémis medziagomis (2,9) pagal 3ia lygti:

Pt M@
m T
kai:
p() — = ectaloninés medZiagos gary slégis (Pa)
M(r) - = etaloninés medZziagos molekuliné masé (kg mol?)

Dujy soties metodas

Aparatiira

Tipiska aparata, naudojama Siam tyrimui atlikti, sudaro keletas sudedamyjy daliy, nurodyty 6a paveiksle,
kurios apibtidinamos toliau (1).

Inertinés dujos:

Nesanciosios dujos neturi sukelti cheminés reakcijos su tiriamaja medZiaga. Paprastai $iam tikslui tinka
azotas, bet kartais gali bati reikalingos kitos dujos (10). Naudojamos dujos turi bati sausos (Zr. 6a
paveikslg, 4 punkta: santykinio drégnio jutiklis).

Srauto kontrolé:

Atitinkama dujy kontrolés sistema yra reikalinga tam, kad baty uZtikrinta, jog per soties kolonéle einantis
srautas biity pastovus ir toks, koks pasirinktas.

Gary surinkimo gaudyklés:

Tai priklauso nuo tam tikry bandinio ypatybiy ir pasirinkto analizés metodo. Gary turéty buti sugaunamas
toks kiekis ir taip, kad po to biity galima atlikti analize. Tam tikroms tiriamosioms medziagoms tinka
gaudyklés su tokiais skysciais kaip heksanas arba etilenglikolis. Kitoms medziagoms gali bati naudojami
kietieji absorbentai.

Kaip gary sugaudymo ir po to atliekamos analizés alternatyva gali bati naudojama betarpiska tyrimy
technika, pavyzdziui, chromatografas, gali biiti naudojama kiekybiskai nustatyti kiekj medziagos, pernestos
zinomu kiekiu nesanciyjy dujy. Be to, galima i$matuoti méginio masés nuostolius.

Silumokaitis:

Matuojant skirtingose temperatiirose gali reikéti i agregata jmontuoti Silumokaitj.

Sotintuvo kolonélé:

Meéginys i3 tirpalo dedamas ant atitinkamo nejudancio laikiklio. Apdengtas laikiklis dedamas i soties
kolonélg, kurios dydziai ir srauto greitis turéty bati tokie, kad buty uZtikrinta visiska nesanciyjy dujy sotis.

Soties kolonél¢je turi biti pastovi temperatiira. Matuojant aukstesnéje negu kambario temperatiiroje, vieta
tarp soties kolonélés ir gaudykliy turéty bati Sildoma, kad bty i$vengta tirlamos medziagos kondensacijos.
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1.6.6.2.

1.6.6.3.

Kad bty sumazintas masés pernesimas, pasireiskiantis difuzija, kapiliarinis vamzdelis gali bati jtaisomas uz
soties kolonélés (6b pav.)

Matavimo darbo eiga
Soties kolonélés paruosimas:

Tiriamos medziagos tirpalas labai lakiame tirpiklyje dedamas j atitinkamg laikiklio kiekj. Turéty bati
dedamas pakankamas kiekis méginio, kad tyrimo metu ilikty sotis. Visas tirpiklis i§garinamas ore arba
sukamajame garintuve, ir gerai iSmaiSyta medziaga dedama | sotintuvo kolonéle. Nustacius pastovig
bandinio temperatiirg, sausas azotas leidZziamas per aparata.

Matavimas:

Gaudyklés arba betarpiskai jtaisytas detektorius yra sujungti su kolonélés nutekamuoju vamzdeliu, uzraso-
mas laikas. Srauto greitis yra tikrinamas pradzioje ir reguliariais intervalais eksperimento eigoje, naudojant
barboterj (arba visa laikg — debitmaciu).

Turi bati matuojamas slégis prie sotintuvo id¢jimo angos. Tai gali bati daroma vienu i§ badu:

a) jmontuojant manometrg tarp sotintuvo ir gaudykliy (to gali nepakakti, kadangi taip padidéja jrangos
uzimama erdvé ir adsorbcinis pavirsius); arba

b) nustatant staigy slégio mazéjima visoje konkrecioje sugaudymo sistemoje, atskirame eksperimente
naudojama kaip srauto greicio funkcija (tai gali nelabai tikti skysciy gaudykléms).

Laikas, reikalingas surinkti tokj tiriamos medziagos kieki, reikalingg skirtingiems analizés metodams, yra
nustatomas atliekant iSankstinius matavimus arba apskaiciavimus. Medziagos surinkimas tolesniems mégi-
niams gali vykti naudojant betarpiskai jmontuots kiekio tyrimo technika (pvz., chromatografa). Prie§
apskai¢iuojant gary slégj tam tikroje temperatiiroje, turi bati atliekami iSankstiniai matavimai, norint
nustatyti didziausia srauto greitj, kuris visiskai jsotins nesancigsias dujas medziagos garais. Tai garantuojama,
jeigu nesanciosios dujos yra leidziamos per sotintuva pakankamai létai, kad mazesnis greitis nesukelty
didesnio apskai¢iuotojo gary slégio.

Specialus analizés metodas nustatomas pagal tiriamos medziagos prigimtj (pvz., dujy chromatografija arba
gravimetrija).

Nustatomas medziagos kiekis, pernestos zinomu neSanciyjy dujy tariu.

Gary slégio apskaiciavimas

Gary slégis apskaiciuojamas pagal gary slégj (W/V) tokia lygtimi:

W RT
PEV N
kai:
p — = gary slégis (Pa)
W — = iSgarinto méginio masé (g)
V - = jsotinty dujy taris (m’®
R — = universalioji moliné dujy konstanta (J] mol? K?)
T - = temperatiira (K)
M - = tirlamos medziagos moliné¢ masé¢ (g mol™)

Matuojamiems tiriams turi bati koreguojami debitmacio ir sotintuvo su nustatyta temperatira slégio bei
temperatiiry skirtumai. Jeigu debitmatis yra Zemiau gary gaudyklés, koregavimas gali bati reikalingas
atsizvelgiant | iSgarintos gaudyklés ingredientus (1).
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1.6.7.

1.6.7.1.

1.6.7.2.

Sukamasis rotorius (8, 11, 13)

Aparatiira

Sukamojo rotoriaus metodu gali baiti naudojamas sukamojo rotoriaus klampumo matuoklis, kaip parodyta
8 paveiksle. Eksperimentinés konstrukcijos schema parodyta 7 paveiksle.

Paprastai matavimo aparatas susideda i§ sukamojo rotoriaus matavimo galvutés, jdétos | apvalkalg su
nustatyta temperatira (reguliuvojama 0,1° C ribose). Konteineris su méginiu dedamas j apvalkalg su
nustatyta temperatiira (reguliuojama 0,1° C ribose), o visos kitos konstrukcijos dalys yra laikomos
aukstesnéje temperatiiroje, kad bity i§vengiama kondensacijos. Didelio vakuumo siurblys sujungiamas su
sistema didelio vakuumo voZtuvais.

Sukamojo rotoriaus matavimo galvute sudaro vamzdelyje esantis plieninis rutuliukas (4-5 mm skersmens).
Rutuliukas kybo magnetiniame lauke, jam stabilizuoti paprastai naudojamas nuolatinio magneto ir regulia-

vimo ric¢iy derinys.

Rutuliukas sukamas ri¢iy sukeliamu sukamuoju lauku. Griebianciosios rités, matuojancios visada egzistuo-
jantj Zema Soninj kamuoliuko jmagnetinima, naudojamos ismatuoti jo sukimosi greitj.

Matavimy eiga

Kai rutuliukas pasiekia tam tikrg sukimosi greitj v(o) (paprastai apie 400 sikiy per sekundg), tolesnis
energijos padavimas liaujasi ir dél dujy trinties jvyksta stabdymas.

Sukimosi grei¢io sumazéjimas matuojamas kaip laiko funkcija. Kadangi trintis dél magnetinio sustabdymo
palyginti su dujy trintimi yra nezymi, dujy slégis p apskaiciuojamas taip:

_mcp v(t)
P= GIOtXIHV(o)

kai:

[ = vidutinis dujy molekuliy greitis

r— = rutuliuko spindulys

p — = rutuliuko tankis

0 - = liestinio judesio kiekio perdavos koeficientas (¢ = 1, kai rutuliuko pavirsius idealiai sferinis)
t— = laikas

v(t) — = sukimosi greitis, pra¢jus laikui t

v(o) —= pradinis sukimosi greitis

Si lygtis gali biiti uzrasyta taip:

_merp  th—th-
T 100 Uty Xty

kai t, t_ yra laikas, reikalingas tam tikram apsisukimy skai¢iui N atlikti. Sie laiko intervalai ¢ ir t_ eina
vienas paskui kitg, ot >t .

Vidutinis dujy molekuliy greitis apskai¢iuojamas pagal:

_ 8RT 1
c=(8— )=
nM/) 2

kai:
T - = temperatiira
R - = universalioji moliné dujy konstanta

M - = molio masé
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DUOMENYS

Bet kuriame i§ ankstesniy metody gary slégis turéty biiti nustatomas naudojant maziausiai dvi temperati-
ras. Kai ribos yra nuo 0 iki 50 C, norint patikrinti gary slégio kreivés tiesiskuma, reikéty naudoti tris arba
daugiau temperatiiras.

ATASKAITOS PATEIKIMAS

Tyrimo ataskaitoje, jei jmanoma, turi bati pateikiama tokia informacija:
— taikytas tyrimo metodas;

— tikslios medziagos charakteristikos (identiskumas ir priemaiSos) ir i§ankstinio gryninimo pakopa, jeigu
tokia yra,

— maziausiai du gary slégio ir temperatiiros dydziai, pageidautina 0-50 C ribose,
— visi neapdoroti duomenys,

— log p ir 1/T kreivés santykis,

— gary slégio apskaiciavimas ribose, esant 20 arba 25 C.

i pastebimas keitimasis (btklés keitimasis, skilimas), reikia pazyméti $ia informacija:

~—
(¢}

— keitimosi pobidis,
— temperatiira, kurioje esant atmosferiniam slégiui prasideda keitimasis,

— gary slégis 10 ir 20 C Zemiau keitimosi temperatiros ir 10 ir 20 C auksCiau Sios temperattiros (jei
keitimasis néra i§ kietos i dujing biisena).

Visa rezultaty aiSkinimui svarbi informacija ir pastabos turi biti pateikiamos ataskaitoje, ypac reikia pateikti
informacija apie medziagos priemaisas ir fizing bukle.
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4) Knudsen, M. Ann. Phys. Lpz., 1909, vol. 29, 1979; 1911, vol. 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 10 1 to 105 Pa - Static method.

6) NF T 20-047 AFNOR (Sept. 85). Chemical products for industrial use - Determination of vapour
pressure of solids and liquids within range from 10 3 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.
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1 priedélis

Apskaic¢iavimy metodas
IVADAS
Apskaiciuotosios gary slegio vertés gali biti naudojamos:
— nusprendziant, kuris eksperimentinis metodas tinkamas,

— pateikiant apskaiciavimus arba ribing verte tais atvejais, kai eksperimentinio metodo negalima taikyti dél
techniniy priezasciy (taip pat ir kai gary slégis labai Zemas),

— padéti nustatyti tuos atvejus, kai pagristai neatlickami eksperimentiniai matavimai, kadangi aplinkos
temperatiiroje gary slégis gali bati < 10° Pa.

APSKAICIAVIMO METODAS

Skystyjy ir kietyjy kiiny gary slégis gali bati apskai¢iuojamas naudojant pakeista Watson koreliacija (a).
Vieninteliai reikalingi eksperimentiniai duomenys — tai normali virimo temperatiira. Metodas turi bati
taikomas visame slégiy intervale nuo 10° Pa iki 10~ Pa.

I$sami informacija apie metody pateikta leidinyje Handbook of Chemical Property Estimation Methods (b).

APSKAICIAVIMU TVARKA

Pagal b nuoroda gary slégis apskaiciuojamas taip:

T m
AH (3 - 2T_> T\" ' T
In Py =2 |1~ % -2m(3-2—) In—
A Z,RT, T T T
Ty
kai:
T- = norima temperatiira
T, - = normali virimo temperattira
P - = gary slégis temperatiroje T
AH, - = garinimo siluma
AZ - = spidumo koeficientas (apskaiciuotas esant 0,97)
m — = empirinis koeficientas, priklausantis nuo fizikinés biisenos norimoje temperatiiroje.
Toliau
AHy

Ke(8,75 + R In Ty)
Ty

kai K. — empirinis koeficientas atsizvelgiant j medZiagos poliskuma. Keliy junginiy rasims K koeficientai
yra i$vardyti b nuorodoje.

Gana daznai galima gauti duomenis, kur virimo temperatiira pateikiama sumazintame slégyje. Tokiu atveju
pagal b nuoroda gary slégis apskaic¢iuojamas taip:

AH, T\™T T\" ' T
In Py, =1In P, + Lli-(3-2—) &= -2m(3-2=) In—
A Z,RT, T,) T T, T

kai T, — virimo temperatiira sumaZintame slégyje P,.
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ATASKAITA

Naudojant apskai¢iavimo metodg, ataskaitoje pateikiama i§sami apskaiciavimy dokumentacija.
LITERATURA

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

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

2 priedélis

1 paveikslas

Gary slégio kreivés nustatymo pagal dinaminj metodg aparattira

~

i

BN

Jr

ll

V\!?\
AWE U ¥

[_;\
2\

§

1 = Termoelementas

2 = Vakuumo buferinis t?ris
3 = Manometras

. 4 4 = Vakuumas

6 5 = Matavimo taskas
l — = 150 W 6 = Sildymo elementas circa 150 W
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2a paveikslas

Gary slégio kreivés nustatymo pagal statinj metoda (naudojant U formos manometrg) aparatiira

D

—

A BB

R
o =

-

—
7
—
—1{F—=1 3
S
—

|

1. Méginys
2. Gary fazé

3. Didelio vakuumo voZtuvas

4. U formos (papildomas) manometras

5. Manometras

6. Vonia su nustatoma temperatiira
7. Temperatiiros matavimo prietaisas
8. I vakuumo siurblj

9. Ventiliacija
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2b paveikslas

Gary slégio kreivés nustatymo pagal statinj metoda (naudojant slégio indikatoriy) aparatiira

J
-~

AN

f

1. Méginys 5. Slégio indikatorius
2. Gary fazé 6. Vonia su nustatoma temperatiira
3. Didelio vakuumo voZtuvas 7. Temperatiiros matavimo prietaisas

4. Slégio matuoklis
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3 paveikslas

[zoteniskopas (zr. 7 nuoroda)

1.1 slégio kontrolés ir matavimo sistema
2. 8 mm OD vamzdelis

3. Sausas azotas slégio sistemoje

4. Méginio garai

5. MaZas antgalis

6. Skystas méginys
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4 paveikslas

Gary slégio kreivés nustatymo pagal gary slégio pusiausvyros metodg aparatiira

0
gy
2

Y700, %, 70 249000005 7770045 %

P\
2 WY
%5

1. Méginys

2. Gary fazé su gary srove

3. Garinimo krosnis su sukamaja jsiurbimo anga
3a. Krosnies dangtis su anga

4. Krosnies 3ildymas (Saldymas)

5. Méginio temperatiiros matavimas

6. Saldymo dez?

11

12

7. Gaubtas

8. Saldymo dézés $aldymo strypas
9. Svarstykliy leksté

10. Mikrosvarstyklés

11.] savirasi

12.1 didelio vakuumo siurbli

10
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5 paveikslas

Aparatiiros garinimui Zemame slégyje efuzijos metodu, efuzijos celés tiris 8 cm’, pavyzdys

g

A N, . . . O, .

l'f'; %
q[.
Il

S
-

11

10 t S cm J‘ 5

. Jungtis su vakuumu

. Ertmés platinos varZiniams termometrams arba temperatiirai matuoti bei kontroliuoti (2)
Vakuumo rezervuaro dangtis

O formos Ziedas

. Aliumininis vakuumo rezervuaras

. Prietaisas efuzijos elementams jtaisyti ir iSimti
. Isriegiamas dangtis

. Sparnuotosios verZlés (6)

. VarZtai (6)

10. Neradijancio plieno efuzijos elementai

11. Kaitinimo elementai (6)
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6a paveikslas

Srauto sistemos pavyzdys gary slégiui nustatyti dujy soties metodu

/{\ 6 y

[—' r&'q (e —ry~y r—-—:. - Vent
8 9

Manfold v -—

Srauto reguliatorius
Silumokaitis

Adatiniai voztuvai
Santykinio drégnio jutiklis
Soties kolonélés

PTFE jungtys

Debitmatis

Gaudyklé (absorberis)

. Alyvos gaudyklé

0 Frituotasis barboteris

""‘°P°.\‘.°‘}".*‘P‘.“!“
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6b paveikslas

Gary slégo nustatymo dujy soties metodu pavyzdys su kapiliariniu vamzdeliu, jtaisytu uz jsotinimo kameros sistemos

7722277777077,

-
NS

O
T TS

NN
N

pplr

1. Terminis masés debitmatis 6. Dujy isotinimo kamera
2. Manometras 7. Kapiliarinis vamzdelis
3. Kamera su kontroliuojama temperatiira 8. Absorbcijos indai

4. Nesanciyjy dujy rité, nustatanti temperatiirg 9. Dujomatis

5. Termometras (Pt 100) 10. Saltoji gaudykle

7 paveikslas

Eksperimentinés jrangos pavyzdys sukamojo rotoriaus metodui

Gary slégio aparatas

A. Sukamojo rotoriaus jutiklio galvuté;
B. Méginio elementas;

C. Termostatas;

D. Vakuumo linija (turbosiurblys);

E. Oro termostatas.
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1.1.

1.2

8 paveikslas

Sukamojo rotoriaus matavimo galvutés pavyzdys

¥
N .
0

1. Rutuliukas;

2. 6 iSsiurbtas vamzdinis ilgintuvas;
3. Nuolatiniai magnetai (2);

4. Rités (2) vertikaliai stabilizacijai;
5. Varancéiosios rités (4);

6. Jungiamasis tarpiklis.

A.5. PAVIRSIAUS [TEMPTIS

METODAS

Apibudintieji metodai yra pagristi OECD Test Guideline (1). Pagrindiniai principai pateikti 2 nuorodoje.
[VADAS

Apibudintieji metodai turi bati taikomi vandeniniy tirpaly pavirSiaus jtempties matavimuose.

Naudinga prie§ atlickant $iuos bandymus i§ anksto turéti informacija apie medZiagos miceliy tirpuma
vandenyje, struktiira, hidrolizines savybes ir kritines koncentracijas.

Toliau i§vardyti metodai yra taikytini daugumai cheminiy medziagy, netaikant jokiy apribojimy jy grynumo
laipsniui.

PavirSiaus jtempties matavimuose cikliniu tenzometru apsiribojama vandeniniais tirpalais, kuriy dinaminis
klampumas mazesnis negu apytikriai 200 mPa s.

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Gibso pavirsiaus energija vienam pavirSiaus vienetui laikoma pavirSiaus jtemptimi.
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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.

Pavirsiaus jtemptis nurodoma:

N/m (SI vienetais) arba

mN/m (SI pogrupiais)

1 N/m = 10’ diny/cm

1 mN/m = 1 dinajcm nebevartojamoje cgs sistemoje
ETALONINES MEDZIAGOS

Etaloniniy medziagy nereikia naudoti visais tais atvejais, kai tyrinéjama nauja medziaga. Jos pirmiausia
turéty bati naudojamos kartkartémis tikrinant metody veikima ir lyginti rezultatus su kitais metodais
gautais rezultatais.

Etaloninés medziagos, kurios jeina | didele grupe pavirSiaus jtempciy, pateiktos 1 ir 3 nuorodose.
METODY ESME

Sie metodai yra pagristi matavimais didziausios jégos, reikalingos vertikaliai jtempti ant gselés arba ziedo,
esancio salytyje su matavimo stiklingje esancio tiriamojo skyscio pavirSiumi, norint skystj atskirti nuo to
pavirsiaus arba plokstelés, kurios krastas lieciasi su tuo pavirsiumi, kad bity pritraukta susidariusi plévele.

Vandenyje tirpios medziagos, kai jy koncentracija ne mazesné kaip 1 mg/l, yra tiriamos vandeniniuose
tirpaluose esant pavienei koncentracijai.

KOKYBES KRITERIJAI
Sie metodai yra zymiai tikslesni, negu tai gali biiti reikalinga aplinkosaugai jvertinti.
METODUY APIBUDINIMAS

Medziagos tirpalas paruosiamas distiliuotame vandenyje. Sio tirpalo koncentracija turéty sudaryti 90 %
medZiagos soties tirpumo vandenyje; jeigu $i koncentracija virsija 1 gfl, tyrimui naudojama 1 g/l kon-
centracija. Medziagy, kuriy tirpumas vandenyje mazesnis kaip 1 mg/l, nereikia tirti.

Anodinis metodas

Zr. 1SO 304 ir NF T 73-060 (Pavirsinio aktyvumo reagentai — pavirSiaus jtempties nustatymas tempiant
skystasias pléveles).

Agselés metodas

Zr. 1SO 304 ir NF T 73-060 (Pavirsinio aktyvumo reagentai — pavirSiaus jtempties nustatymas tempiant
skystasias pléveles).

Ziedo metodas

Zr. ISO 304 ir NF T 73-060 (Pavirsinio aktyvumo reagentai — pavirSiaus jtempties nustatymas tempiant
skystasias pléveles).

OECD suderintas cirkuliarinis metodas

Aparatiira
Parduodami tenzometrai tinka Siems matavimams. Juos sudaro Sie elementai:
— kilnojamasis méginio stalelis,

— matavimo sistema,
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— matavimo kiinas (Ziedas),

— matavimo indas.

1.6.4.1.1. Kilnojamasis méginio stalelis

Kilnojamasis méginio stalelis naudojamas kaip kontroliuojamos temperatiiros matavimo indo, kuriame yra
tiriamasis skystis, atrama. Kartu su jégos matavimo sistema jis dedamas ant stovo.

1.6.4.1.2. Jégos matavimo sistema

Jégos matavimo sistema éir. paveikslg) yra vir§ méginio stalelio. Jégos matavimo paklaida neturi virsyti +10-
¢ N, atitinkancig paklaidos riba + 0,1 mg matuojant mas¢. Daugeliu atvejy parduodamy tenzometry

matavimo skalé¢ yra kalibruota mN/m taip, kad pavirsiaus jtemptis gali bati tiesiogiai parodoma mN/m,
0,1 mN/m tikslumu.

1.6.4.1.3. Matavimo kianas (ziedas)

Paprastai Ziedas yra padarytas i§ platinos ir iridzio vielos, kurios storis 0,4 mm, o perimetras 60 mm.
Vielos Zziedas pakabinamas horizontaliai ant metalinés asies ir montazinio laikytuvo, kad biuty galima
sujungti su jégos matavimo sistema (zr. paveikslg).

Paveikslas
Matavimo kiinas

(Visos dimensijos nurodytos milimetrais)

Asis

~ 25

MontaZinis laikytuvas

~ 60

~ 25

@ ~ 04

-—

.

\ Ziedas

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.

Matavimo indas

Matavimo indas su tiriamu tirpalu, kuris turi bati i$matuotas — tai stiklinis indas su kontroliuojama
temperatiira. Jo konstrukcija turi bati tokia, kad matavimo metu tirlamo tirpalo skyscio temperatiira ir
dujy fazé vir§ jo pavirSiaus iSlikty pastovios ir kad méginys negaruoty. Tinka cilindriniai stikliniai indai,
kuriy vidinis skersmuo ne mazesnis kaip 45 mm.

Aparatiiros paruoSimas

Valymas

Stikliniai indai turi bati kruopsciai isvalomi. Jeigu reikia, jie i$plaunami karsta chromo sieros riigstimi, o po
to sirupo tir§tumo sieros riigstimi (83-98% H.PO, svorio) kruopiciai nuskalaujami vandeniu i§ Ciaupo ir
galiausiai nuplaunami du kartus distiliuotu vandeniu, kol bus gaunama neutrali reakcija, po to i$dZiovinama
arba nuskalaujama dalimi méginio tirpalo, kurj reikia iSmatuoti.

Ziedas i§ prdaziy turi biiti gerai nuskalaujamas vandeniu, kad biity pasalinamos bet kokios vandenyje
tirpios medziagos, trumpam pamerkiamas | chromo sieros rfigstj, nuplaunamas du kartus distiliuotu
vandeniu, kol bus gaunama neutrali reakcija, ir galiausiai lengvai pasildomas vir§ metanolio liepsnos.

Pastaba:

Tar§a medziagomis, kurios neitirpsta arba nesuyra veikiamos chromo sieros riigstimi arba fosforo rigstimi,
pavyzdziui, polisilosanai, yra pasalinama atitinkamais organiniais tirpikliais.

Aparato kalibravimas

Aparatas patvirtinamas patikrinant nulinj taska ir suderinant taip, kad prietaiso parodymai leisty patikimai
nustatyti mN/m.

MontaZas:

Aparatas iSlyginamas, pavyzdziui, pagal tenzometro pagrindo spirito lygj, suderinant pagrinde esancius
koreguojancius varztus.

Nulinio tasko derinimas:

[taisius Zieda ant aparato ir prie§ pamerkiant jj j skystj, tenzometro parodymai suderinami taip, kad rodyty
nulj, ir patikrinama, kad Ziedas kabéty lygiagreciai skyscio pavir$iui. Tam tikslui skyscio pavirSius gali bati
naudojamas kaip veidrodis.

Kalibravimas:

Tikrasis bandymo kalibravimas gali biiti atlickamas naudojant dvi darbo eigas:

a) naudojant mase: darbo eiga naudojant Zinomos masés, 0,1-1,0 g, pasvarélius, uzdedamus ant Ziedo.

Kalibravimo koeficientas @, i§ kurio turi bati padauginamas kiekvienas prietaiso parodymas, nustatomas
pagal 3ia lygtj (1):

Or
0, =2
0a 1
kai:
_ms
o= (mN/m)
m — = pasvarélio masé (g)
g — = sunkio greitéjimas (981 cm s? jiros lygyje)
b — = vidutinis Ziedo perimetras (cm)
0, — = tenzometro parodymai po to, kai ant Ziedo uzdedami pasvaréliai (mN/m).
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1.6.4.3.

1.6.5.

1.6.6.

b) naudojant vandenj: darbo eiga naudojant gryna vandeni, kurio pavirsiaus jtemptis, kai temperatiira,
pavyzdziui, lygi 23 °C, yra 72,3 mN/m. Si darbo eiga greitesné negu svorio kalibravimas, bet visuomet
yra pavojus, kad vandens pavirSiaus jtemptj iSkreips tarSos pavir§inio aktyvumo medziagomis pédsakai.

Kalibravimo koeficientas ®,, i$ kurio padauginami visi prietaiso parodymai, yra nustatomas pagal lygtj

(2):

o
Oy = —
Og )
kai:
0, — = nuorodoje apie vandens pavirsiaus jtemptj nurodyta verté (mN/m)
0 - = iSmatuota vandens pavirSiaus jtempties verté (mN/m),

abi tokioje pat temperatiiroje.

Meéginiy paruoSimas

Vandeniniai tirpalai paruoSiami i§ tirlamyjy medziagy naudojant reikalingas koncentracijas vandenyje, juose
neturi baiti jokiy neistirpusiy medziagy.

Tirpalas turi bati laikomas pastovioje temperatiiroje (+ 0,5° C). Kadangi tirpalo, esanc¢io matavimo inde,
pavirSiaus jtemptis kinta laike, atlickami keli matavimai skirtingu laiku ir bréZiama kreive, parodanti
pavirSiaus jtemptj kaip laiko funkcija. Jeigu niekas toliau nesikeicia, tai pusiausvyros bisena pasiekta.

Tar$a kity medziagy dulkémis ir dujomis trukdo matavimams. Todél darbas turi bati atlickamas po
apsauginiu gaubtu.

Bandymo sglygos

Matavimai atliekami apytikriai 20° C temperatiiroje ir kontroliuojami * 0,5° C ribose.

Bandymo vykdymas

Matuojami tirpalai perpilami i kruopsciai isvalyta matavimo inda, stengiantis, kad nesusidaryty puty, po to
matavimo indas dedamas ant bandymo aparato stalelio. Stalelio vir$us su matavimo indu keliamas aukstyn,
kol Zziedas panyra Zemiau matuojamo tirpalo pavirSiaus. Po to stalelio virSus pamazu ir tolydziai
nuleidZiamas (apie 0,5 cm/min. greiciu), atskiriant Zieda nuo pavirsiaus, kol bus pasiekta maksimali jéga.
Skyscio sluoksnis, besilieCiantis su Zziedu, neturi atsiskirti nuo Zziedo. UZbaigus matavimus, Ziedas vél
iSkeliamas | pavirSiy, matavimai kartojami tol, kol bus gauta pastovi pavirsiaus jtempties verté. Kiekvienam
nustatymui uzraSomas tirpalo perpylimo j matavimo inda laikas. Matavimai uZraSomi esant maksimaliai
jégai, reikalingai atskirti Ziedg nuo skyscio pavirsiaus.

DUOMENYS

Norint apskaiCiuoti pavirSiaus jtemptj, aparato parodyta vert¢ mN/m pirma dauginama i§ kalibravimo
koeficiento ®_arba @, (priklausomai nuo naudotos kalibravimo darbo eigos). Taip bus gaunama verte, kuri
taikoma tik apytikriai ir todél ja reikia koreguoti.

Harkins ir Jordan (4) pavir$iaus jtempties vertéms, matuotoms Ziedo metodu, empiriskai nustaté korekcijos
koeficientus, kurie priklauso nuo Ziedo dimensijy, skyscio tankio ir jo pavirSiaus jtempties.
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Kadangi korekcijos koeficiento nustatymas kiekvienam atskiram matavimui pagal Harkins ir Jordan lenteles
yra daug pastangy reikalaujantis darbas, vandeniniy tirpaly pavirSiaus jtempciai apskaiciuoti gali bati
naudojama supaprastinta koreguoty pavirsiaus jtempties verciy skaitymo tvarka tiesiogiai i§ Sios lentelés.
(Interpoliacija turi bati naudojama parodymams, svyruojantiems tarp lenteléje pateikty verciy).

LENTELE: MATUOTOS PAVIRSIAUS [TEMPTIES KOREKCIJA

Tik vandeniniams tirpalams, p = 1 gfem®

R = 9,55 mm (vidutinis Ziedo spindulys)
r = 0,185 mm (vidutinis laido spindulys)
Koreguotoji verté (mN/m)
Eksperimentiné verté (mN/m)
Svorio kalibravimas (zr. 1.6.4.2.2(a) | Vandens kalibravimas (zr. 1.6.4.2.2(b)
20 16,9 18,1
22 18,7 20,1
24 20,6 22,1
26 22,4 241
28 243 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 57,0
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 72,0
74 69,2 —
76 71,2 —
78 73,2 —

Si lentelé buvo sudaryta remiantis Harkins-Jordan korekcijomis. Ji panasi j vandens ir vandeniniy tirpaly
(tankis p = 1 gfem’) DIN standarta (DIN 53914) ir taikoma pardavinéjamam Zziedui, kurio dimensijos R =
9,55 mm (vidutinis Ziedo spindulys) ir r = 0,185 mm (ziedo laido spindulys). Lenteléje yra pateiktos
koreguotos pavirSiaus jtempties matavimy vertés, paimtos po kalibravimo su svoriais arba kalibravimo su
vandeniu.

Kitaip, be iankstinio kalibravimo, pavirsiaus jtemptis gali bati apskai¢iuojama pagal i formule:

fxF
0=
4mR
kai:
F - = jéga, matuota dinamometru plévelés nutriikimo taske
R - = ziedo spindulys

-
|
1

korekcijos koeficientas (1)
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3.2.

ATASKAITOS PATEIKIMAS
BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, kiek jmanoma, turi bati pateikiama tokia informacija:
— naudotas metodas,

— naudoto vandens arba tirpalo riisis,

— tikslus ir i$samus medziagos apibiidinimas (identiskumas ir priemaios),

— matavimo rezultatai: pavir$iaus jtemptis (parodymai), nurodant tiek atskirus parodymus ir jy aritmetinj
vidurkj, tieck koreguoty vidurkj (atsizvelgiant i jranga ir korekcijos lentelg),

— tirpalo koncentracija,

— bandymo temperatiira,

— naudoto tirpalo amzius; ypac laikas nuo paruosimo iki tirpalo matavimo,

— pavirSiaus jtempties priklausomybés nuo laiko perpylus tirpalg | matavimo indg apibaidinimas,

— visa informacija ir pastabos, svarbios rezultaty, apie kuriuos reikia pranesti, aiskinimui, ypa¢ atsizvel-
giant | priemaisas ir medziagos fiziking biisena.

REZULTATU AISKINIMAS

Laikant, kad 20° C temperatiiroje distiliuoto vandens pavirsiaus jtemptis lygi 72,75 mN/m, medzZiagos,
kuriy pavirSiaus jtemptis mazesné kaip 60 mN/m, pagal Sio bandymo salygas, turéty buti laikomos
pavir§inio aktyvumo medziagomis.

LITERATURA

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

2) R. Weissberger ed.: Technique of Organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3% ed.,
Interscience Publ,, New York, 1959, Vol. I, Part I, Chapter XIV.

3) Pure Appl. Chem., 1976, vol. 48, 511.
4) Harkins, W. D., Jordan, H. F, J. Amer. Chem. Soc., 1930, vol. 52, 1751.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

A.6. TIRPUMAS VANDENYJE

METODAS
Apibudintasis metodas yra pagristas OECD Test Guideline (1).
[VADAS

Siam bandymui atlikti naudinga turéti iSankstiniy duomeny apie medziagos struktiiring formule, gary slégj,
disociacijos konstantg ir hidrolize (pH funkcijg).

Néra atskiro metodo, apimancio visg tirpumo vandenyje interval.

Du toliau apibidinti bandymy metodai apima visa tirpumo intervalg, bet néra taikytini lakiosioms
medziagoms:

— vienas, taikomas i§ tikryjy grynoms mazo tirpumo medziagoms (<102 gramy viename litre), ir kurios
stabilios vandenyje, nurodytas kaip ,kolonélés eliuavimo metodas®,

— kitas, kuris taikomas i3 tikryjy grynoms didesnio tirpumo medziagoms (>102 gramy viename litre) ir
kurios yra pastovios vandenyje, nurodytas kaip ,kolbos metodas”.

Tiriamosios medzZiagos tirpumg vandenyje gali stipriai paveikti joje esancios priemaisos.
APIBREZIMAS IR VIENETAI

MedzZiagos tirpumas vandenyje yra apibréziamas medziagos soties masés koncentracija vandenyje tam
tikroje temperatiiroje. Tirpumas vandenyje yra apibréziamas masés vienetais tirpalo tiiryje. SI vienetai — tai
kg/m® (taip pat gali buti naudojama gramai litre).

ETALONINES MEDZIAGOS

Etaloniniy medziagy nereikia naudoti visais tais atvejais, kai tyrinégjama nauja medZiaga. Pirmiausiai jos
turéty bati naudojamos kartkartémis tikrinant metodo veikima ir palyginti gautus rezultatus su kitais
metodais gautais rezultatais.

BANDYMO METODO ESME

Apytikris bandinio kiekis ir laikas, reikalingas soties masés koncentracijai gauti, turéty biiti nustatomas
paprastu iSankstiniu bandymu.

Kolonélés eliuavimo metodas

Sis metodas pagristas bandomosios medziagos eliuavimu su vandeniu i§ mikrokolonélés, pakrautos inertine
indiferentine medziaga, pavyzdziui, stiklo rutuliukais arba sméliu, padengta bandomosios medziagos
pertekliumi. Tirpumas vandenyje yra nustatomas tada, kai eliuato masés koncentracija yra pastovi. Tai
parodoma koncentracijos kreivés plokscigja dalimi kaip laiko funkcija.

Kolbos metodas

Siuo metodu medziaga (kietosios medziagos turi biiti pulverizuojamos) istirpinama vandenyje, kurio
temperatiira Siek tiek aukstesné negu bandymo temperatiira. Pasiekus sotj, misinys atausinamas ir laikomas
bandymo temperatiiroje, maisant tiek, kiek to reikia pusiausvyrai pasiekti. Matavimas gali bati atlickamas ir
tiesiogiai bandymo temperatiiroje, jeigu tinkamu bandiniy parinkimu uZtikrinama, kad bus pasiekta soties
pusiausvyra. Po to medziagos masés koncentracija vandeniniame tirpale, kuriame neturi bati jokiy
neistirpusiy daleliy, yra nustatoma atitinkamu analitiniu metodu.
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1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

KOKYBES KRITERIJAI

Pakartojamumas

Kolonélés eliuavimo metodu pakartojamumas gali biti < 30 %; kolbos metodu turéty bati nustatoma <
15 %.

Jautrumas

Tai priklauso nuo analizés metodo, bet masés koncentracija gali bti nustatoma iki 10° gramy viename
litre.

METODO APIBUDINIMAS

Bandymo salygos

Bandyma geriau atlikti 20 £ 0,5° C temperatiiroje. Jeigu manoma, kad tirpumas priklauso nuo temperat-
ros (> 3 % vienam ‘C), turéty biti taip pat naudojamos dar dvi temperatiiros vertés, ne maziau kaip 10° C
didesné ir mazesné uz i§ pradziy pasirinkta temperatiirg. Tokiu atveju temperatira turéty bati kontro-
livojama % 0,1° C ribose. Pasirinktoji temperatiira turéty biti islaikoma pastovi visose svarbiose jrangos
dalyse.

ISankstinis bandymas

[ apytikriai 0,1 g bandinio (kietosios medziagos turi bati pulverizuojamos), esancio stikliniu kamsciu
uzkims$tame 10 ml graduotame cilindre kambario temperatiiroje, palaipsniui pilami vis didesni distiliuoto
vandens tiriai, nurodyti Zemiau pateiktoje lentel¢je:

0,1 g, istirpstantis ,x* 0,1 0,5 1 2 10 100 >100
ml vandens

Apytikris tirpumas > 1000 1000 200 — 100| 100 — 50 | 50 - 10 10 -1 <1
(gramai litre) - 200

Kiekvieng kartg jpylus nurodyta kiekj vandens, misinys stipriai kratomas 10 minuciy ir vizualiai tikrinama,
ar néra neiStirpusiy méginio daleliy. Jeigu, pridéjus 10 ml vandens, méginys arba jo dalys neistirpsta,
eksperimentas turi buti pakartojamas 100 ml matavimo cilindre su didesniais tiriais vandens. Jeigu
tirpumas mazesnis, laikas, reikalingas medZziagai iStirpinti, gali bGti Zymiai ilgesnis (turéty bati skiriamos
ne maziau kaip 24 valandos). Apytikris tirpumas lenteléje yra pateiktas tokiame jdedamo vandens taryje,
kuriame meéginys visiskai iStirpsta. Jeigu medziaga vis tiek yra akivaizdziai netirpi, turéty bati skiriama
daugiau negu 24 valandos (daugiausiai 96 val), arba reikéty toliau skiesti, iSsiaiskinant, ar turéty bati
naudojamas kolonélés eliuavimo arba tirpumo kolboje metodas.

Kolonélés elinvavimo metodas

Pagalbiné medziaga, tirpiklis ir eliuatas

Kolonélés eliuavimo metode pagalbiné medziaga turéty bati inertiska. Medziagos, kurias galima naudoti —
tai stiklo rutuliukai ir smélis. Atitinkamas lakus tirpiklis, atitinkantis analizinio reagento kokybe, turéty bati
naudojamas bandomajai medziagai uzdéti ant pagalbinés medziagos. Du kartus distiliuotas stikliniame arba
kvarciniame aparate destiliuotas vanduo, turéty bati naudojamas kaip eliuatas.

Pastaba:

Vanduo tiesiai i§ organinio jonitinio filtro neturi bati naudojamas.
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1.6.3.2.

1.6.3.3.

1.6.3.4.

Pagalbinés medziagos pakrovimas
Pasveriama apie 600 mg pagalbinés medziagos ir perpilama i 50 ml apvaliadugne kolba.

Tinkamas, pasvertas bandomos medziagos kiekis iStirpinamas pasirinktame tirpiklyje. Atitinkamas $io
tirpalo kiekis dedamas j pagalbing medziaga. Tirpiklis turi bati visiskai iSgarinamas, pavyzdziui, sukamajame
garintuve; prieSingu atveju pagalbinés medziagos soties nebus pasiekta dél pasiskirstymo reiskiniy ant
pagalbinés medziagos pavirsiaus.

Pagalbinés medziagos pakrovimas gali sukelti problemy (klaidingi rezultatai), jeigu tiriamoji medziaga yra
nusodinama kaip alyva arba skirtinga kristalo fazé. Problema reikéty spresti eksperimentiniu badu ir apie
tai pateikti i$samia informacija.

Pakrauta pagalbiné medziaga palickama jmirkti apie dvi valandas apytikriai 5 ml vandens, po to suspensija
dedama | mikrokolonéle. Kitais atvejais pakraunama sausa pagalbiné medziaga gali bati supilama i vandens
pripildyta mikrokolonélg, po to apie dvi valandas leidZiama nusistovéti pusiausvyrai.

Bandymo eiga:
Medziagos cliuavimas i§ pagalbinés medziagos gali bti atlickamas dviem skirtingais biidais:
— recirkuliaciniu siurbliu (zr. 1 paveikslg),

— lyginanciuoju indu (Zr. 4 paveiksla).

Kolonélés eliuavimo metodas su recirkuliaciniu siurbliu
Aparatiira

Tipinés sistemos schema pateikta 1 paveiksle. Tinkanti mikrokolonélé parodyta 2 paveiksle, nors tinka ir
bet kokio kito dydzio, jeigu atitinka atkuriamumo ir jautrumo kriterijus. Kolonéléje turety bati tiek laisvos
erdvés, kad tilpty ne maziau kaip penki vandens sluoksnio tiriai ir maziausiai penki méginiai. Kitais
atvejais dydj galima sumazinti, jeigu naudojamas uzkraunamasis tirpiklis, naudojamas pakeisti pradinius su
priemaiSomis pasalinamus penkis sluoksnio tirius.

Kolonélé turéty biti sujungta su recirkuliaciniu siurbliu, kuriuo galima kontroliuoti apytikriai 25 ml/h
srautus. Siurblys sujungiamas su politetrafluoretileno (P.T.EE) ir(arba) stiklinémis jungtimis. Kolonélé ir
siurblys, juos sumontavus, turéty paimti i§metamg kiekj ir nustatyti sluoksnio ttirio pusiausvyra atmosferos
slégyje. | kolonéléje esancia medziaga papildomai dedamas nedidelis (5 mm) stiklo vatos kaistis, kuris taip
pat naudojamas dalelytems filtruoti. Recirkuliacinis siurblys, pavyzdziui, gali bati peristaltiniu siurbliu arba
membraniniu siurbliu (reikia imtis atsargumo priemoniy, kad vamzdyje esanti medziaga nebiity uZtersiama
ir(arba) nejvykty absorbcija).

Matavimo eiga

Srautas leidziamas per kolonéle. Rekomenduojama, kad buty naudojamas apytikriai 25 mlfval. debitas
(apibudintai kolonélei tai — 10 sluoksnio tdiriy/val.). Pirmieji penki sluoksnio tiriai (maziausiai) yra iSpilami,
kad bity pasalinamos vandenyje tirpios priemaisos. Po to recirkuliacinis siurblys dirba tol, kol pasiekiama
pusiausvyra, kaip nustatyta penkiais vienas po kito dedamais méginiais, kuriy koncentracijos skiriasi ne
daugiau kaip + 30 % juos atsitiktinai parenkant. Sie méginiai turéty biiti vienas nuo kito atskiriami laiko
intervalais, kurio metu pasikeicia ne maziau kaip 10 elivato sluoksnio tiriy.

Kolonélés eliuavimo metodas su islyginanciuoju indu
Aparatiira (Zr. 3 ir 4 pav.)

I8lyginantysis indas: iSlyginanciojo indo jungtis yra padaroma i§ matinio stiklo jungties, kuri sujungta PTFE
vamzdeliais. Rekomenduojamas apie 25 ml/val. debitas. Viena po kitos sekancios clivato frakcijos turéty
biti surenkamos ir analizuojamos pasirinktu metodu.

Matavimo eiga

Tos vidurinio elivato intervalo frakcijos, kuriy koncentracijos yra pastovios (¢ 30 % ) ne maziau kaip
penkiose i§ eilés einanciose frakcijose, yra naudojamos nustatyti tirpuma vandenyje.
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1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

Abiem atvejais (naudojant recirkuliacinj siurblj arba islyginantj inda) viska reikia dar karta pakartoti su puse
pirmojo debito kiekio. Jeigu abu rezultatai sutampa, bandymas yra patenkinamas; jeigu esant mazesniam
debitui nustatomas akivaizdziai didesnis tirpumas, debitas turi bati dalijamas pusiau, kol dviem vienas po
kito einanciais matavimais bus nustatytas toks pat tirpumas.

Abiem atvejais (naudojant recirkuliacinj siurblj arba iSlyginantj indg) frakcijos turéty bati patikrinamos, ar
néra koloidiniy medziagy, tikrinant, ar néra Tindalio reiSkinio (Sviesos sklaidos). Dél tokiy daleliy rezultatai
tampa negaliojanciais, o bandymas turéty biti pakartojamas, pagerinant kolonélés filtravimo darbo eiga.

Turéty biti uzraSomas kiekvieno bandinio pH. Darbo eiga turéty bati kartojama tokioje pat temperatiiroje.

Kolbos metodas

Aparatiira

Kolbos metodui reikalingos tokios medziagos:

— paprasti laboratoriniai stikliniai indai ir prietaisai,

— prietaisas, tinkantis tirpalams suplakti kontroliuojamoje pastovioje temperatiiroje,

— centrifuga (geriau su reguliuojama temperatiira), jeigu reikia, su emulsijomis, ir

— jrenginys analiziniam nustatymui.

Matavimo eiga

Medziagos kiekis, reikalingas norimam vandens tariui jsotinti, yra apskaiciuojamas iSankstiniu bandymu.
Reikalingas vandens taris priklauso nuo analizés metodo ir tirpumo intervalo. Apytikriai penki anksciau
nustatyti medziagos kiekiai pasveriami | kickviena i§ trijy stikliniy indy su stikliniais kamsciais (pvz.,
centrifugos vamzdziai, kolbos). Pasirinktas vandens kiekis pilamas | kiekvieng inda, kiekvienas indas
sandariai uzkemsamas. Uzkimsti indai kratomi 30° C temperatiroje. (Turéty biiti naudojamas kratytuvas
arba maisytuvas, galintys dirbti pastovioje temperatiiroje, pvz., magnetinis maiSymas termostatu kontro-
liuojamoje vandens vonioje). Po paros vienas indas i§imamas ir pakartotinai nustatoma pusiausvyra per 24
valandas bandymo temperatiiroje retsykiais pakratant. Inde esantis turinys centrifuguojamas bandymo
temperatiiroje, méginio aiskioje hidratuotoje fazéje koncentracija nustatoma atitinkamu analiziniu metodu.
Su kitomis dviem kolbomis elgiamasi taip pat, prie§ tai nustatant prading pusiausvyrg 30 °C temperatiiroje
atitinkamai per dvi ir tris paras. Jeigu duomenys apie koncentracija, gauti ne maziau kaip i§ paskutiniyjy
dviejy indy, atitinka reikalavimus, bandymas yra patenkinamas. Visas bandymas turéty bati pakartojamas
naudojant ilgesnius pusiausvyros nustatymo laikus, jeigu 1, 2 ir 3 indo rezultatai krypsta i didesnes vertes.

Matavimo eiga taip pat galima atlikti be iSankstinio inkubacinio laikotarpio 30°C temperatiiroje. Kad biity
galima jvertinti soties pusiausvyros nustatymo koeficientg, méginiai yra imami tada, kai maiSymo laikas
nebeturi jtakos tiriamojo tirpalo koncentracijai.

Turéty bati uzraSomas kickvieno méginio pH.

Analizé

Atliekant 3iuos nustatymus pasirenkamas tai medZiagai tinkantis analizés metodas, kadangi nedideli tirpiy
medziagy kickiai gali bati dideliy matuojamo tirpumo paklaidy priezastis. Tokiy metody pavyzdziai: dujy
arba skysciy chromatografija, titravimo metodai, fotometriniai metodai, voltamperometriniai metodai.
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2. DUOMENYS
2.1. KOLONELES ELIUAVIMO METODAS

Vidutiné verté, gauta i§ ne maZziau kaip penkiy meéginiy, i3 eilés paimty i§ soties kreivés ploksciosios dalies,
turéty bati apskaiciuojama kiekvienam matavimui, kaip ir standartinis nuokrypis. Duomenys turéty bti
pateikiami tokiais vienetais: masé tirpalo tariui.

Vidurkiai, apskai¢iuojami naudojant skirtingus dviejy bandymy srautus, yra palyginami, o jy pakartojamu-
mas turéty biti mazesnis kaip 30 %.

2.2. KOLBOS METODAS

Duomenys turéty bati gaunami kiekvienai i trijy kolby, o i§ ty duomeny, kurie laikomi esantys pastoviis
(pakartojamumas mazesnis kaip 15 %.), iSvedamas vidurkis ir pateikiamas masés vienam tirpalo tariui
vienetais. Tam gali tekti masés vienetus pakartotinai paversti tirio vienetais, naudojant tanki, jeigu tirpumas
labai didelis (> 100 gramy viename litre).

3. ATASKAITOS PATEIKIMAS
3.1. KOLONELES ELIUAVIMO METODAS

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, turi bati pateikiama tokia informacija:
— iSankstinio bandymo rezultatai,

— i§samios medziagos charakteristikos (tapatybé ir priemaisos),

— kiekvieno méginio individualiosios koncentracijos, debitai ir pH,

— ne maziau kaip penkiy méginiy vidutinés vertés ir standartiniai nuokrypiai, paimti i§ soties kreivés
ploksciosios dalies,

— dviejy, vienas paskui kitg sekanciy matavimy bendrasis vidurkis,

— vandens temperatiira jsisotinimo metu,

— naudotas analizés metodas,

— naudotos pagalbinés medziagos charakteristikos,

— pagalbinés medziagos pakrovimas,

— naudotas tirpiklis,

— bet kokio medziagos cheminio nepastovumo jrodymai bandymo metu ir naudotas metodas,

— visa informacija, svarbi rezultaty aiskinimui, ypa¢ apie priemaiSas ir medziagos fiziking biiseng.
3.2. KOLBOS METODAS

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, turi bati pateikiama tokia informacija:
— iSankstinio bandymo rezultatai,
— i$samios medziagos charakteristikos (identiSkumas ir priemaios),

— kiekvienas individualus nustatymas ir vidurkis, jeigu kiekvienai kolbai buvo nustatoma daugiau negu
viena verte,

— kiekvieno méginio pH,
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— skirtingy kolby, kuriy duomenys sutampa, bendrasis vertés vidurkis,

— bandymo temperatiira,

— naudotas analizés metodas,

— bet kokio medziagos cheminio nepastovumo jrodymai bandymo metu ir naudotas metodas,

— visa informacija, svarbi rezultaty aiSkinimui, ypa¢ apie priemaias ir medziagos fizing biisena.
4, LITERATURA

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

2) NF T 20-045 (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 20-045 (AFNOR) (Sept. 85). Chemical products for industrial use — Determination of water
solubility of solids and liquids with high solubility — Flask method.
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4 paveikslas

Kolonélés eliuavimo metodas su ilyginamuoju indu

O] OJ
o0 O. co 3

1 = Blyginasis indas (pvz., 2,5 litry kolba)

2 =Kolonélé (r. 3 pav.)

3 = Frakcijos rinktuvas

4 = Termostatas

5 = Teflono vamzdeliai

6 = Matinio stiklo jungtis

7 = Vamzdelis vandeniui (tarp termostato ir kolonélés, vidinis skersmuo: apie 8 mm).
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1.1.

1.2

1.3.

A.8. PASISKIRSTYMO KOEFICIENTAS

METODAS
Apibidintasis ,kratomos kolbos“ metodas yra pagristas OECD Test Guideline (1).
[VADAS

Siam bandymui naudinga turéti iganksting informacija apie medziagos struktiiring formule, disociacijos
konstanta, tirpuma vandenyje, hidrolize, tirpuma n-oktanolyje ir pavirsiaus jtemptj.

Matavimai turéty biti atliekami su jonizuojamomis medZiagomis, esanciomis tik nejonizuota forma (laisvoji
riebaly riigtis arba laisvoji baz¢) ir gaunamomis naudojant atitinkama buferinj tirpala, kurio pH ne maziau
kaip vienu vienetu mazesnis (laisvoji riebaly riigstis) arba didesnis (laisvoji bazé) kei pK.

Si bandymo metodg sudaro dvi atskiros darbo eigos: kratomos kolbos metodas ir efektyvoji skysciy
chromatografija (HPLC). Pirmoji yra taikoma, kai log P verté (Zr. toliau esancius apibrézimus) yra 2-4
ribose, o antroji — 0-6 ribose. Prie§ atlickant bet kurj i§ $iy eksperimenty, pirma turéty bati i§ anksto
apskaiciuojamas pasiskirstymo koeficientas.

Kratomos kolbos metodas taikomas tik visiskai grynoms, vandenyje ir n-oktanolyje tirpioms medziagoms.
Jis netaikomas pavirSinio aktyvumo medziagoms (kurioms turéty bati pateikiama apskai¢iuota verté arba
apskaiciavimai, pagristi individualiu tirpumu n-oktanolyje ir vandenyje).

HPLC metodas neturi bati taikomas stiprioms rigstims ir bazéms, metaly kompleksiniams junginiams,
pavir$inio aktyvumo medZiagoms arba medziagoms, reaguojancioms su eliuatu. Sioms medziagoms turéty
biti pateikiama apskaiciuotoji verté arba apskaiciavimas, pagristas individualiuoju tirpumu n-oktanolyje arba
vandenyje.

HPLC metodas yra maZiau jautrus priemaiSoms, esan¢ioms bandomajame junginyje, negu kratomos kolbos
metodas. Nepaisant to, dél priemai§y buvimo kai kuriais atvejais rezultaty aiSkinimas tampa sudétingas,
kadangi tampa sunku priskirti smailes. MiSiniams, kuriy juostos neiskaidytos, turéty buti nustatomos
virdutiné ir apatiné log P ribos.

APIBREZIMAS IR VIENETAI

Pasiskirstymo koeficientas (P) yra apibréziamas kaip medziagos, istirpintos dviejy faziy sistemoje, sudarytoje
i$ dviejy nesimaisanciy tirpikliy, pusiausvyros koncentracijy (c) santykis. Jeigu tai n-oktanolis ir vanduo:

Cn—oktanolis
Pow =———

Cianduo

Todél pasiskirstymo koeficientas (P) yra dviejy koncentracijy dalmuo ir paprastai pateikiamas kaip jo
desimtainis logaritmas (log P).

ETALONINES MEDZIAGOS
Kratomoskolbos metodas

Etaloniniy medziagy nereikia naudoti visais tais atvejais, kai tyrinégjama nauja medziaga. Pirmiausiai jos
turéty bati naudojamos kartkartémis tikrinant metodo veikima ir palyginti gautus rezultatus su kitais
metodais gautais rezultatais.

HPLC metodas

Norint i$matuotus HPLC duomenis apie junginj susieti su jo P verte, turi bati bréziamas kalibravimo log P
palyginimo su chromatografiniais duomenimis grafikas, panaudojant ne maziau kaip 6 pamatinius taskus.
Vartotojas sprendZia, kokias tinkamas etalonines medziagas naudoti. Jeigu jmanoma, ne maziau kaip vieno
etaloninio junginio P turéty biiti didesnis negu bandomosios medziagos, o kitas P turéty biiti mazesnis
negu bandomosios medziagos. Jeigu log P vertés yra mazesnés nei 4, kalibravimas gali buti pagrindziamas
duomenimis, gautais kratomos kolbos metodu. Kai log P vertés didesnés nei 4, kalibravimas gali bati
pagrindziamas literatiiroje patvirtintomis vertémis, jeigu jos atitinka apskaiciuotgsias vertes. Norint gauti
tikslesnes vertes, geriau pasirinkti tuos etaloninius junginius, kurie struktiros pozitriu yra susij¢ su
bandomaja medziaga.
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I3samy daugumos chemikaly log P~ verciy sarasa galima rasti 2 ir 3 nuorodose. Jeigu duomeny apie
struktdriskai susijusiy junginiy pasiskirstymo koeficientus nejmanoma gauti, tada gali bati naudojamas
bendresnio pobiidzio kalibravimas, nustatytas su kitais etaloniniais junginiais.

Rekomenduojamy etaloniniy medziagy ir jy P verciy sarasas pateiktas 2 priedélyje.

1.4. METODO ESME

1.4.1. Kratomos kolbos metodas

Pasiskirstymo koeficientui nustatyti turi bti pasiekiama pusiausvyra tarp visy saveikaujanciy sistemos
sudedamuyjy daliy ir turi biiti nustatytos koncentracijos medziagy, istirpinty tose dviejose fazése. Siam
klausimui skirtos literatiros nagrin¢jimas rodo, kad problemai spresti gali biiti naudojamos kelios metodi-
kos, pvz., kruopstus dviejy faziy sumaiSymas ir po to vykstantis jy atskyrimas, norint nustatyti tyrinéjamos
medZiagos pusiausvyros koncentracijg.

1.4.2. HPLC metodas

HPLC yra atlickama su analizinémis kolonélémis, jkrautomis prekyboje esanciomis kietosiomis fazémis su
ilgomis angliavandeniy grandinémis (pvz., C, C, chemikai sujungtomis su kvarcu. Chemikalai, j$virksti
ant tokios kolon¢lés, juda isilgai skirtingais greiciais, kadangi pasiskirstymas tarp judanciosios basenos ir
angliavandenio nuostoviosios biisenos yra skirtingo laipsnio. Chemikaly misiniai dél jy hidrofobiskumo yra
pirma eliuliuvojami vandenyje tirpiais chemikalais, po to alyvoje tirpiais chemikalais proporcingai jy
angliavandenio ir vandens pasiskirstymo koeficientui. Tai leidZia nustatyti santykj tarp sulaikymo trukmés
tokioje kolonéléje (atvirkstiné fazé) ir n-oktanoliofvandens pasiskirstymo koeficienta. Pasiskirstymo koefi-
cientas yra nustatomas i§ talpinio faktoriaus k, gaunamo i§ lygties:

tg — ¢
P S
to

kai t, — bandomosios medziagos sulaikymo trukmé, o t, — vidutinis laikas, reikalingas tirpiklio molekulei
pereiti per kolonéle (pradinis laikas).

Kiekybiniai analizés metodai nereikalingi, reikia tik nustatyti elivavimo laikg.

1.5. KOKYBES KRITERIJAI

1.5.1 Pakartojamumas

Kratomos kolbos metodas

Norint uztikrinti pasiskirstymo koeficiento tiksluma, turi biti atlickami dvigubi nustatymai esant trims
skirtingoms bandymo salygoms, kuriomis apibréztas medziagos kiekis, taip pat tirpiklio thriai gali bati
kei¢iami Nustatytos pasiskirstymo koeficiento vertés, ireikstos bendruoju logaritmu, turéty patekti | + 0,3
log vienety intervalg.

HPLC metodas

Norint padidinti pasikliovimg matavimais, turi bati atliekami kartotiniai nustatymai. Log P vertés, gautos i3
pavieniy matavimy, turéty patekti | + 0,1 log vienety intervalg.
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1.5.2. Jautrumas
Kratomos kolbos metodas
Metode naudojamas matavimy intervalas yra nustatomas pagal analizés darbo eigos aptikimo riba. Tai
turéty leisti jvertinti log P vertes intervale nuo 2 iki 4 (kartais, kai to reikalauja tam tikros salygos, is
intervalas log P gali bati ispleciamas iki 5), jeigu tirpinio koncentracija bet kokioje biisenoje néra didesné
negu 0,01 molio viename litre.
HPLC metodas
HPLC metodas leidzia jvertinti log P_ pasiskirstymo koeficientus intervale 0-6.
Paprastai junginio pasiskirstymo koeficientas gali biti jvertinamas iki + 0,1 log vienety kratomos kolbos
vertés. Tipiska koreliacija gali bati randama 4, 5, 6, 7, 8 literatiiros nuorodose. Didesnj tikslumg galima
pasiekti, jeigu koreliacijos grafikai yra pagrindziami struktiiriskai susijusiais etaloniniais junginiais (9).

1.5.3. Tikslumas
Kratomos kolbos metodas
Nernsto pasiskirstymo désnis praskiestiems tirpalams taikomas tik esant pastoviai temperatiirai, slegiui ir
pH. Jis taikomas tiktai grynai medzZiagai, iStirpintai dviejuose grynuose tirpikliuose. Jeigu tuo paciu metu
keli skirtingi tirpiniai yra vienoje arba abiejose biisenose, tai gali turéti jtakos rezultatams.
Del istirpusiy molekuliy disociacijos arba asociacijos yra gaunami nukrypimai nuo Nersto pasiskirstymo
désnio. Tokius nukrypimus rodo tai, kad pasiskirstymo koeficientas tampa priklausomu nuo tirpalo
koncentracijos.
Dél naudojamos daugkartinés pusiausvyros sis bandymo metodas neturéty biiti naudojamas jonizuojamiems
junginiams, jeigu nenaudojama korekcija. Tokiems junginiams reikéty apsvarstyti galimybe vietoje vandens
naudoti buferinius tirpalus; buferinio tirpalo pH turéty bati ne maZesnis kaip vienas medziagos pKa
vienetas, ir reikéty atsizvelgti i Sio pH tinkamuma aplinkai.

1.6. METODO APIBUDINIMAS

1.6.1. ISankstinis pasiskirstymo koeficiento jvertinimas
Pasiskirstymo koeficienta geriau vertinti naudojant apskaiciavimo metodg (7r. 1 priedélj) arba atitinkamais
atvejais pagal bandomosios medziagos tirpumo koeficientg grynuose tirpikliuose (10).

1.6.2. Kratomos kolbos metodas

1.6.2.1. Preparatas

n-oktanolis: pasiskirstymo koeficiento nustatymas turéty buti atliekamas su didelio grynumo analiziniais
reagentais.

Vanduo: turéty bati naudojamas distiliuotas arba du kartus distiliuotas vanduo, naudojant stiklinj arba
kvarcinj aparatg. Jonizuojamiems junginiams, jeigu tai pagrista, vietoje vandens turéty bati naudojami
buferiniai tirpalai.

Pastaba:

Vanduo, paimtas tiesiogiai i§ jonitinio filtro, neturéty bati naudojamas.
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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.

[3ankstinis tirpikliy sotinimas

Prie§ nustatant pasiskirstymo koeficients, tirpiklio sistemos fazés yra abipusiai sotinamos purtant eksperi-
mento temperatiiroje. Kad tai baty atlikta, pakanka ant mechaninés purtyklés 24 valandas purtyti du
didelius standartinius butelius, kuriuose yra didelio grynumo analizinis n-oktanolis arba vanduo su
pakankamu kiekiu kito tirpiklio, po to leidZiama pakankamai ilgai nusistovéti, kad atsiskirty fazés ir
nusistovety sotis.

Bandymo paruo$imas

Visas dviejy faziy sistemos turis turéty beveik uzpildyti bandymo inda. Taip bus iSvengta medZziagos
nuostoliy dél lakumo. Naudotini tario koeficientas ir medziagos kiekiai pasirenkami taip:

— iSankstinis pasiskirstymo koeficiento apskaiciavimas (zr. ankstesnj punktg),
— maziausias bandomos medziagos kiekis, reikalingas analizei atlikti, ir

— didziausios koncentracijos apribojimas bet kurioje fazéje 0,01 molio vienam litrui.

Atlickami trys bandymai. Pirmajame naudojamas apskaiciuotas n-oktanolio ir vandens tiirio santykis;
antrajame — $is santykis dalinamas i§ dviejy; o treciajame — 3is santykis dauginamas i§ dviejy (pvz., 1:1;
1:2; 2:1).

Bandymo medziaga

Pagrindinis tirpalas paruoSiamas i§ anksto vandeniu jsotintame n-oktanolyje. Sio pagrindinio tirpalo
koncentracija turéty biti tiksliai nustatoma pries ji naudojant pasiskirstymo koeficiento nustatymui. Sis
tirpalas turéty bati laikomas pastovuma uztikrinanciomis salygomis.

Bandymo sglygos

Turéty bati iSlaikoma pastovi bandymo temperatira (+ 1° C), o temperatiiros intervalas — 20-25° C.

Matavimo eiga

Pasiskirstymo pusiausvyros nustatymas

Kiekvienai bandymo salygai turéty bati paruosiami dvigubi bandymo indai su reikalingu tiksliai pamatuotu
dviejy tirpikliy kiekiu su batinu pagrindinio tirpalo kiekiu.

n-oktanolio fazés turéty bhti matuojamos pagal tirj. Bandymo indai turéty bati dedami arba | tinkama
purtykle arba kratomi ranka. Jeigu naudojamas centrifugos vamzdis, rekomenduojama greitai sukti vamzdj
180 ° apie jo skersing asj taip, kad bet koks pagautas oro kiekis iskilty per tas dvi fazes. Patirtis parodg,
kad pasiskirstymo pusiausvyrai nustatyti paprastai pakanka 50 tokiy apsuky. Kad nekilty abejoniy,
rekomenduojama 100 apsuky per penkias minutes.

Faziy atskyrimas

Jeigu reikia, kad fazés atsiskirty, misinys centrifuguojamas. Tai turéty biiti atliekama laboratorine centrifuga
kambario temperatiiroje arba, jeigu naudojama centrifuga su nekontroliuojama temperatiira, centrifugos
vamzdziai, siekiant nustatyti pusiausvyrg, turéty bati bandymo temperatiiroje ne trumpiau kaip vieng
valanda iki analizés.

Analizé

Nustatant pasiskirstymo koeficienta yra biitina nustatyti bandomos medziagos koncentracijas abiejose
fazése. Tq galima atlikti i§ kiekvieno vamzdZzio imant kiekvienos i§ dviejy faziy alikvoting dalj kiekvienai
bandymo salygai ir jas analizuoti pagal pasirinkta darbo eigg. Visas medziagos, esancios abicjose fazése,
kiekis turéty biti apskaic¢iuojamas ir palyginamas su i§ pradziy détos medziagos kiekiu.
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1.6.3.

1.6.3.1.

Hidratuotos fazés meéginiai turéty bati imami tokia tvarka, kad baty kaip galima labiau sumazinamas
pavojus jtraukti n-oktanolio pédsakus: hidratuotos fazés méginiui paimti gali bati naudojamas stiklinis
§virkstas su nuimama adata. 1§ pradziy Svirkstas turéty bati i§ dalies pripildytas oro. Oras turéty bati
$velniai iSstumiamas tuo paciu metu jterpiant adata per n-oktanolio sluoksnj. | $virkstg jtraukiamas
pakankamas tiiris hidratuotos fazés. Svirkstas greitai iStraukiamas i tirpalo ir nuimama adata. Svirksto
turinys gali bati naudojamas kaip hidratuotas méginys. Dviejy atskirty faziy koncentracijg geriau nustatyti
tai medziagai tinkamu metodu. Analizés metody, kurie gali bati tinkami, pavyzdziai:

— fotometrinis metodas,
— dujy chromatografija,
— efektyvioji skysciy chromatografija.

HPLC metodas

Pasiruosimas
Aparatiira

Reikalingas skys¢iy chromatografas su jtaisytu impulsy nesukelian¢iu siurbliu ir atitinkamu detektoriumi.
Rekomenduojama naudoti injekcinj voztuva su injekcinémis kilpomis. Tai, kad nuostoviojoje fazéje yra
polinés grupés, gali smarkiai pakenkti HPLC kolonélés darba. Todél nuostoviosiose fazése turéty biti
maziausias procentas poliniy grupiy (11). Gali bati naudojamos parduodamos mikrodaleliy atvirkstiniy
faziy jkrovos arba jau jkrautos kolonélés. Apsaugos kolonélé gali biti dedama tarp iSvirkstimo sistemos ir
analizinés kolonéles.

Judancioji fazé

HPLC tinkantis metanolis ir HPLC tinkantis vanduo naudojami eliuentiniam tirpikliui paruosti, kuris pries
naudojimg degazuojamas. Turéty biiti naudojamas izokratinis eliuavimas. Turéty bati naudojami metano-
liojvandens santykiai su maziausiu 25 % vandens kiekiu. Paprastai pakanka 3:1 (v/v) metanolio-vandens
miSinio log P 6 junginiams eliuuoti per vieng valanda, kai debitas 1 ml/min. Jeigu junginiy log P didelis,
gali reikéti sutrumpinti elivavimo laikg (taip pat ir etaloniniy junginiy), sumazinant judanciosios fazés
poliskumg arba kolonélés ilgj.

Medziagos, kuriy tirpumas n-oktanolyje yra mazas, turi polinkj mazoms log P vertéms, kai naudojamas
HPLC metodas; tokiy junginiy smailés kartais atsiranda jvykus tirpiklio frontui. Tai tikriausiai vyksta dél to,
kad pasiskirstymo procesas yra per létas pusiausvyrai pasiekti per normaly atskyrimo HPLC laika. Tada
debito mazinimas irfarba metanolio/vandens santykio mazinimas gali bati veiksminga priemoné patikimai
vertei gauti.

Bandymo ir etaloniniai junginiai turéty bati tirpis judanciojoje fazéje ir pakankamos koncentracijos, kad
juos bty galima aptikti. Tik iSimtiniais atvejais gali bGti naudojami priedai su metanolio ir vandens
misiniu, kadangi priedai pakeicia kolonélés savybes. Chromatogramose su priedais yra privaloma naudoti
tokios pat risies atskirg kolonéle. Jeigu metanolio ir vandens miSinys netinka, gali bati naudojami kiti
organiniai vandenyje tirpiis misiniai, pvz., etanolis ir vanduo arba acetonitrilas ir vanduo.

Eliuato pH yra ypa¢ svarbus jonizuojamiems junginiams. Jis turety bati kolonélés eksploatacijos pH
intervalo ribose, kuris paprastai yra 2-8. Rekomenduojama atlikti buferinius veiksmus. Reikia stengtis
ivengti drusky nuosédy ir kolonélés gedimy, kurie pasireiskia dél tam tikry organinés fazés/buferiniy
miSiniy. Nepatartina matuoti HPLC kvarcinémis stacionariomis fazémis, kai pH didesnis negu 8, kadangi dél
naudojamos $arminés judanciosios fazés gali greitai pablogéti kolonélés veikimas.

Tirpiniai

Etaloniniai junginiai turéty biti kiek jmanoma grynesni. Junginiai, kurie turi bati naudojami bandyme arba
kalibravimui, jeigu jmanoma, istirpinami judanciojoje fazéje.

Bandymo sglygos

Matavimy metu temperatiira neturéty svyruoti daugiau negu + 2 K.
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1.6.3.2.

Matavimas
Nulinio laiko t, apskaiciavimas

Nulinj laika t, galima nustatyti naudojant homologine eil¢ (pvz., n-alkilmetilketonus) arba nepasiskirsciusius
organinius junginius (pvz., tiokarbamidas arba formamidas). Apskaiciuojant nulinj laikg t, naudojant
homologing eilg, jSvirks¢iami ne maziau kaip septyni homologinés eilés nariai ir nustatomos atitinkamos
fula.ikymo .trli)kmés. Neapdorotos sulaikymo trukmeés t . bréziamos kaip t  ,  funkcija, o regresijos
ygties - a ir b:

+

t =a+bt

tine + 1) r(nc)

(n, — anglies atomy skaiCius). Po to gaunamas nulinis laikas t, pagal:

t, = a/(1-b).

Kalibravimo grafikas

Po to sudaromas log k ver¢iy ir log P santykio koreliacijos grafikas atitinkamiems etaloniniams junginiams.
Praktiskai vienu metu j$virk§¢iama nuo 5 iki 10 standartiniy etaloniniy junginiy, kuriy log P mazdaug
atitinka tikéting intervala, ir nustatomos sulaikymo trukmeés, geriau ant jraanciojo integratoriaus, sujungto
su aptikimo sistema. Apskaiciuojami atitinkami talpos koeficiento logaritmai log k ir bréziamas log P,
nustatyto kratomos kolbos metodu, funkcijos grafikas. Kalibruojama reguliariais intervalais, ne reciau kaip
kartg per dieng, kad baty galima atlikti galimus pakitimus kolonélés darbe.

Méginio talpos koeficiento nustatymas

[3virk$¢iamas kiek jmanoma maZzesnis méginio judanciosios fazés kiekis. Nustatoma tokia sulaikymo trukmeé
(dvigubas nustatymas), kad buty galima apskaiciuoti talpos koeficientg k. I3 etaloniniy junginiy koreliacijos
grafiko galima interpoliuoti meginio pasiskirstymo koeficients. Jeigu pasiskirstymo koeficientas labai mazas
arba labai didelis, biitina ekstrapoliacija. Tokiais atvejais ypa¢ reikia atsizvelgti i regresijos tiesés pasikliovimo
ribas.

DUOMENYS
Kratomos kolbos metodas

Nustatyty P verciy patikimumas gali bati patikrinamas palyginant dvigubo nustatymo vidurkius su suminiu
vidurkiu.

ATASKAITOS PATEIKIMAS

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:
— tikslios medziagos charakteristikos (identiskumas ir priemaisos),

— jeigu metody nejmanoma panaudoti (pvz., pavirSinio aktyvumo medziaga), turéty bati pateikiama
apskaiciuotoji verté arba duomenys, pagristi individualiu tirpumu n-oktanolyje ir vandenyje,

— visa informacija ir pastabos, svarbios duomeny aiskinimui, ypa¢ atsizvelgiant | medZiagoje esancias
priemaisas ir jos fiziking biisena.

Kratomos kolbos metodui:

— iSankstinio jvertinimo, jei toks buvo, rezultatai,

— temperatiiros nustatymas,

— duomenys apie analizés procediiras, naudotas nustatant koncentracijas,
— centrifugavimo, jei jis buvo naudotas, laikas ir greitis,

— kiekvienam nustatymui matuotas koncentracijas abiejose fazése (tai reiskia, kad ataskaitoje bus pateikta
i§ viso 12 koncentracijy),
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— méginio svoris, kiekvienos naudotos fazés taris kiekviename mégintuvélyje ir visas apskaiciuotas

méginio kiekvienoje fazéje kiekis nusistovéjus pusiausvyrai,

apskaiciuotos pasiskirstymo koeficiento (P) vertés ir vidutiné verté turéty bati pateikiamos ataskaitoje
kiekvienai bandymo salygy grupei, kaip ir visy nustatymy vidutinés vertés. Jeigu galima priclaida, kad
koncentracija priklauso nuo pasiskirstymo koeficiento, tai turety bati nurodoma ataskaitoje,

turéty bati pateikiami standartiniai individualiyjy P verciy nuokrypiai nuo vidutinés vertés,

visy nustatymy vidurkis P turéty bati iSreiskiamas logaritmu (desimtainis logaritmas),

teoriskai apskaiciuotas P_, jei §i verté buvo nustatyta arba jeigu matuotoji verte > 10*,

naudoto vandens ir hidratuotos fazés pH eksperimento metu,

jeigu naudojami buferiai, buferiy naudojimo vietoje vandens pagrindimas, buferiy sudétis, koncentracija
ir pH, hidratuotos fazés pH prie§ eksperimentg ir po jo.

HPLC metodui:

iSankstiniy vertinimy, jeigu tokie buvo, rezultatai,

méginiai ir etaloninés medziagos, jy grynumas,

nustatymo temperatiiros intervalas,

pH dydis, kuriam esant buvo atlieckamas nustatymas,

i$sami informacija apie analizes ir apsauging kolonéle, judanciaja faze ir nustatymo vidurkius,

duomenys apie kalibravimui naudoty etaloniniy junginiy sulaikymo trukmes ir literatiiroje randamas log
P vertes,

iSsami informacija apie regresijos tiesés sudaryma (log k santykis su log P),

vidutiniai bandomo junginio duomenys apie sulaikymo trukmes ir interpoliuota log P verte,
jrenginiy ir darbo salygy apibiidinimas,

eliuavimo profiliai,

i kolonéle pakrauty meéginiy ir etaloniniy medziagy kiekiai,

nulinis laikas ir kaip jis buvo matuojamas.
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1 priedélis

Apskaidiavimo (vertinimo) metodai
[vadas

Apskai¢iavimo metody, duomeny ir pavyzdziy bendrasis jvadas pateiktas Handbook of Chemical Property
Estimation Methods (a).

Apskaiciuotosios P_ vertés gali biiti naudojamos:

— spresti apie eksperimentiniy metody tinkamumga (kratomos kolbos metodo intervalas: log P vertés nuo
2 iki 4, HPLC intervalas: log P :nuo 0 iki 6),

— bandymo tinkamoms salygoms parinkti (pvz., etalonines medziagas HPLC metodikose, n-oktanolio ir
vandens tiriy santykj kratomos kolbos metode),

— galimy eksperimentiniy paklaidy laboratorijos vidinés kontrolés priemone,

— P jverCiui gauti tais atvejais, kai eksperimentiniai metodai negali biiti taikomi dél techniniy priezasciy.
Vertinimo metodas

ISankstinis pasiskirstymo koeficiento jvertis

Pasiskirstymo koeficientas gali bati jvertintas, naudojant bandomosios medziagos tirpumo grynuose
tirpikliuose vertes:

Taigi:

SOties . okranolis
SOti€Syanduo

P[venis =
Apskai¢iavimo metodai
Apskaiciavimo metody esmé

Visi apskaiCiavimo metodai remiasi formaliuoju molekulés dalinimu j atitinkamas mazesnes struktiiras,
kuriy log P tikrieji pokyciai yra zinomi. Tuomet visos molekulés log P apskaiciuojamas kaip atitinkamy
daliy ver¢iy suma pridedant pataisos dél saveiky molekulés viduje démeny suma.
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Daliy konstanty ir pataisos démeny sarasus galima rasti (), (c), (d), (¢). Kai kurie sgrasai yra nuolat
atnaujinami (b).

Kokybés kriterijai

Paprastai apskaic¢iavimo metodo patikimumas mazéja kuo sudétingesné junginio sandara. Paprasty moleku-
liy, turin¢iy maza molekuling mase ir vieng arba dvi funkcines grupes, atveju, tarp jvairiais fragmentavimo
metodais gauty rezultaty ir iSmatuotos vertés galima laukti 0,1 - 0,3 log P vieneto nuokrypio.
Sudétingesniy molekuliy atveju paklaidos ribos gali bati didesnés. Tai priklauso nuo fragmenty konstanty
patikimumo ir jy buvimo, taip pat nuo sugebéjimo jvertinti intramolekulines saveikas (pvz. vandenilio
jungtis) ir pataisos démeny teisingo naudojimo (maziau problemy turint kompiutering programa CLOGP-3)
(b). Joniniy junginiy atveju svarbu teisingai jvertinti kriivi arba jonizacijos laipsnj.

Apskaiciavimo metodai

Hansch m-metodas

Pradiné hidrofobinio pakaito darinio konstanta, m, jvesta Fujita et al. (f) apibréZiama taip:
n_=log P_ (PhX) - log P_ (PhH)

kai: P (PhX) aromatinio darinio pasiskirstymo koeficientas ir P (PhH) pradinio junginio pasiskirstymo
koeficientas

(pvz., m, = log P (CH,Cl) - log P (CH,)
=284 - 213 =0,71).

Pagal jo apibrézima m-metodas labiausiai taikytinas pakaity aromatiniame Ziede atveju, m-vertés didelei daliai
pakaity yra pateiktos lentelése (b), (c), (d). Jos taikomos apskaiCiuoti aromatiniy molekuliy arba aromatiniy
struktiiriniy fragmenty log P, .

Rekker metodas

Pagal Rekker (g) log P verté apskaiciuojama taip:

log Poy Z af; Z(sqveikos démeny)

i

kai f atstovauja ivairiy molekulés fragmenty konstantas ir a — jy pasikartojimo daznj tiriamoje molekuléje.
Pataisos démenys gali biiti iSreiksti kaip vienos atskiros C , (vadinamosios ,magiskosios konstantos®)
sveikasis kartotinis. Fragmenty konstantos f ir C_ buvo nustatytos i§ 1054 eksperimentiniy P~ verciy
saraSo (825 junginiai), naudojant daugianar¢ regresing analiz¢ (c), (h). Saveikos démeny nustatymas
atlickamas pagal nustatytas taisykles, kurios aprasytos literatroje (e), (h), (i).

Hansch-Leo metodas

Pagal Hansch ir Leo (c) log P_ verté apskaiciuojama taip:

log Pow Zaifi + ZbJFJ
i j

kai f atstovauja jvairiy molekulés fragmenty konstantas, F, — pataisos démenis ir a, b - atitinkamus
pasikartojimo daznius. Atomy ir grupiy fragmentiniy verciy sarasas ir pataisos démeny F, (vadinamuyjy
Jfaktoriy“) sarasas buvo nustatyti bandymy ir klaidy metodu, naudojant eksperimentines P vertes. Pataisos
démenys buvo suskirstyti i keleta skirtingy klasiy (a), (c). Atsizvelgti i visas taisykles ir pataisos démenis yra
gana sudétinga ir reikalauja daug laiko. Yra sukurti programy paketai (b).
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Kombinuotasis metodas

Sudétiniy molekuliy log P apskaiciavimas gali biti i§ esmés pagerintas, jei molekulé¢ dalinama j didesnes
struktiirines dalis, kuriy log P patikimos vertés randamos lentelése (b), (c) arba gaunamos naudojant paciy
atliktus matavimus. Véliau tokie fragmentai (pvz. heterociklai, antrachinonas, azobenzenas) gali bati
derinami Hansch m-vertémis arba su Rekker arba Leo fragmenty konstantomis.

Pastabos

i) Apskaiciavimo metodai gali bati taikomi tik i§ dalies arba visiskai jonizuotiems junginiams, jei jmanoma
atsizvelgti | batinuosius pataisos faktorius.

i) Jei gali bati padaryta priclaida apie tarpmolekuliniy vandeniliniy jung¢iy buvima, turi bati pridedami
atitinkami pataisos démenys (mazdaug nuo + 0,6 iki +1,0 log P_ vieneto) (a). Tokiy rys$iy buvimo
pozymiai gali biiti gauti naudojant molekulés erdvinius modelius arba spektroskopinius duomenis.

iif) Jei galimos kelios tautomerinés formos, apskaiciavimai turi remtis pacia patikimiausia forma.
iv) Batina kruopsciai sekti fragmenty konstanty sarasy pataisas.
Ataskaita

Taikant apskaic¢iavimo (vertinimo) metodus, bandymy ataskaitoje, jei jmanoma, turi biti tokia informacija:
— medziagos aprasymas (misinys, priemaios ir t.t.),

— kokio nors galimo intramolekulinio vandenilinio rysio, disociacijos, kriivio ir visy kity nejprasty
veiksniy (pvz., tautomerijos) pozymiai,

— apskai¢iavimo metodo apraymas,
— duomeny bazés identifikavimas arba 3altinis,
— ypatumai pasirenkant fragmentus,

— i§samus apskaic¢iavimo dokumentavimas.
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(i) R.A. Scherrer, ACS, American Chemical Society, Washington D.C., 1984, Symposium Series 255, p.
225.
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2 priedélis

Etaloninés medZiagos, rekomenduotos naudoti taikant HPLC (High Power Liquid Chromatography — efektyvioji

skysctiy chromatografija)

Nr. Etaloniné medZziaga Log P | pK,
1 2-Butanonas 0,3
2 4-acetilpiridinas 0,5
3 Anilinas 0,9
4 N-fenilacetamidas 1,0
5 Benzilo alkoholis 1,1
6 p-metoksifenolis 1,3 pK, = 10,26
7 Feniloksiacto riigstis 1,4 pK = 3,12
8 Fenolis 1,5 pK =992
9 2,4-dinitrofenolis 1,5 pK = 3,96
10 Benznitrilas 1,6
11 Fenilacetonitrilas 1,6
12 4-metilbenzilo alkoholis 1,6
13 Acetofenonas 1,7
14 2-nitrofenolis 1,8 pK, =717
15 3-nitrobenzenkarboniné rtigstis 1,8 pK = 3,47
16 4-chloranilinas 1,8 pK, = 415
17 Nitrobenzenas 1,9
18 3-fenilpropen-2-olis 1,9
19 Benzenkarboniné riigstis 1,9 pK = 4,19
20 p-krezolis 1,9 pK =10,17
21 3-fenilakrilo rigstis 2,1 pK, = 3,89 cis 4,44 trans
22 Metilfenileteris 2,1
23 Metibenzoatas 2,1
24 Benzenas 2,1
25 3-metilbenzenkarboniné riigstis 2,4 pK = 4,27
26 4-chlorfenolis 2,4 pK =91
27 Trichloretilenas 2,4
28 Atrazinas 2,6
29 Etilbenzoatas 2,6
30 2,6-dichlorbenznitrilas 2,6
31 3-chlorbenzenkarboniné rugstis 2,7 pK, = 3,82
32 Toluenas 2,7
33 1-naftolis 2,7 pK =934
34 2,3-dichloranilinas 2,8
35 Chlorbenzenas 2,8
36 Alilfenileteris 2,9
37 Brombenzenas 3,0
38 Etilbenzenas 3,2
39 Benzofenonas 3,2
40 4-fenilfenolis 32 pK =9,54
41 Timolis 3,3
42 1,4-dichlorbenzenas 3,4
43 Difenilaminas 3,4 pK =0,79
44 Naftalinas 3,6
45 Fenilbenzoatas 3,6
46 Izopropilbenzenas 3,7
47 2,4,6-trichlorfenolis 3,7 pK, =6
48 Difenilas 4,0
49 Benzilbenzoatas 4,0
50 2,4-dinitro-6-(antr- butil)-fenolis 4,1
51 1,2,4-trichlorbenzenas 4,2
52 Dodekankarboniné ragstis 42
53 Difenileteris 4,2
54 n-butilbenzenas 4,5
55 Fenantrenas 4,5
56 Fluorantenas 4,7
57 Dibenzilas 4,8
58 2,6-difenilpiridinas 4,9
59 Trifenilaminas 5,7
60 DDT [2,2,2-trichlor-1,1-bis-(p-chlorfenil)etanas] 6,2
Kitos mazZg log P turincios medziagos
1 Nikotino riigstis -0,07
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

A.9. PLIUPSNIO TEMPERATURA

METODAS
[VADAS

Pries atlickant §j bandyma, naudinga turéti iSanksting informacija apie medziagos deguma. Bandymo
metodika taikytina skystosioms medziagoms, kuriy garai gali bati padegti uzdegimo priemonémis. Siame
tekste pateikti metodai patikimi tiktai tame pliGipsnio temperatiros intervale, kuris yra tam metodui
nurodytas.

Renkantis taikyting metoda, batina atsizvelgti  reakcijos tarp méginio ir méginio indo galimybe.
APIBREZIMAI IR VIENETAI

Pliipsnio temperatiira — tai maziausia temperatiira, su pataisa 101,325 kPa slégiui, kurioje bandymo
metodui apibréztomis sglygomis virs skyscio atsiranda tiek gary, kad méginio inde susidaro degus gary ir
oro misinys.

Vienetai: °C;

t=T- 27315

(t vienetai — °C, T vienetai — K).
ETALONINES MEDZIAGOS

Etalonines medziagas nebitina naudoti kiekvienu atveju tiriant nauja medZziaga. Daugiausia jos turi biiti
naudojamos, kai reikia kartais tikrinti metodo veikimg ir norint lyginti su rezultatais, gautais kitais
metodais.

METODO ESME

Medziaga pilama | méginio indg ir pagal atskiram bandymo metodui naudojamg metodikg Sildoma arba
audinama iki bandymo temperatiiros. Uzsidegimo bandymai atliekami norint nustatyti, ar méginys bandy-
mo temperatiiroje uZsiliepsnoja ar neuZsiliepsnoja.

KOKYBES KRITERIJAI
Pakartojamumas

Pakartojamumas kinta atsiZvelgiant | pliipsnio temperatiros intervalg ir taikoma bandymo metods;
didziausias kintamumas 2 °C.

Jautrumas
Jautrumas priklauso nuo taikyto bandymo metodo.
Specifiskumas

Kai kuriy bandymo metody specifiskumas apribotas tam tikrais pliipsnio temperatiiros intervalais ir
priklauso nuo medziagai badingy savybiy (pvz., didelés klampos).

METODO APRASYMAS
Ruosimas
Bandomosios medziagos méginys ipilamas j bandymo aparata pagal 1.6.3.1 ir (arba) 1.6.3.2.

Saugai uztikrinti rekomenduojama, kad intensyviai reaguojanciy ir nuodingy medZiagy méginys bty
mazas, mazdaug 2 cm’.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1

1.6.3.2

Bandymo salygos
Aparatas, kiek tai atitinka sauga, turi biiti dedamas nuo traukos apsaugotoje vietoje.

Bandymo eiga

Pusiausvirasis metodas

Zr. 1SO 1516, 1SO 3680, ISO 1523, ISO 3679.

Nepusiausvirasis metodas

Abel aparatas:

Zr. BS 2000 170 dalj, NF M07-011, NF T66-009.
Abel-Pensky aparatas:

Zr. EN 57, DIN 51755 1 dalj (temperatiira 5 - 65 °C), DIN 51755 2 dalj (temperatiira mazesné nei 5 °C),
NF M07-036.

Tag aparatas:

Zr. ASTM D 56.

Pensky-Martens aparatas:

Zr. 1SO 2719, EN 11, DIN 51758, ASTM D 93, BS 2000-34, NF M07-019.
Pastabos:

Kai nepusiausviruoju metodu pagal 1.6.3.2 nustatoma, kad plipsnio temperatira lygi 0 £ 2 °C, 21 + 2 °C
arba 55 = 2 °C, jos verté turi biti patvirtinta pusiausviruoju metodu, naudojant t3 patj aparatg.

Skelbti rezultatams gali bati taikomi tik tokie metodai, kuriais galima nustatyti plifipsnio temperatiirg.

Klampiy skysciy (dazy, dervy ir panasiy medziagy), turinciy tirpikliy, pliGipsnio temperatiirai nustatyti gali
bati taikomas tik klampiy medziagy pliiipsnio temperatiirai nustatyti tinkamas metodas.

Zr. 1SO 3679, I1SO 3680, ISO 1523, DIN 53213 1 dalj.
DUOMENYS
ATASKAITA

Jei jmanoma, bandymo ataskaitoje turi biti tokia informacija:

— tiksli medziagos specifikacija (identifikavimas ir priemaisos),

— turi bati nurodytas taikytas metodas, taip pat visi galimi nukrypimai,

— rezultatai ir visos papildomos pastabos, kurios biity svarbios aiskinant rezultatus.

NUORODOS

Néra.
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

A.10. DEGUMAS (KIETOSIOS MEDZIAGOS)

METODAS

[VADAS

Pries atliekant §j bandyma, naudinga turéti iSanksting informacija apie medziagos potencialias sprogstama-
sias savybes.

Sis bandymas turi biiti taikomas tik medziagoms, turintioms milteliy, granuliy arba pastos pavidala.

Nenorint jtraukti visas medziagas, kurios gali bati padegtos, taciau tik greitai degancias arba kuriy elgsena
degant bet kuriuo atveju yra ypa¢ pavojinga, labai degiomis medziagomis laikomos tik tos medziagos, kuriy
degimo greitis yra didesnis nei tam tikra ribiné verté.

Gali bati ypa¢ pavojinga, jei jkaitimo zona plinta metaliniuose milteliuose, kadangi gesinant liepsna kyla
sunkumy. Metaliniai milteliai turi bati laikomi labai degiomis medziagomis, jei jie palaiko jkaitimo zonos
plitima milteliy mas¢je per tam tikra laika.

APIBREZIMAS IR VIENETAI

Degimo laikas reiskiamas sekundémis.

ETALONINES MEDZIAGOS

Nenurodytos.

METODO ESME

Formuojamas mazdaug 250 mm ilgio vientisas medziagos strypas arba milteliy juosta ir atlickamas
iSankstinis atrankos bandymas, norint nustatyti, ar padegus dujiniu degikliu vyksta degancios liepsnos
plitimas ar rusenimas. Jei plitimas 200 mm juosta jvyksta per nustatytg laika, tuomet degimo greiciui
nustatyti bandymas atlieckamas pagal visa programg.

KOKYBES KRITERIJAI

Nenurodyti.

METODO APRASYMAS

ISankstinis atrankos bandymas

Ant nedegios, neakytos ir $ilumai nelaidzios pagrindo plokstés formuojamas mazdaug 250 mm ilgio, 20
mm plocio ir 10 mm auks¢io medziagos strypas arba milteliy juosta.

Vienas milteliy juostos galas karSta dujy degiklio liepsna (maziausias skersmuo 5 mm) veikiamas tol, kol
milteliai uzsidega arba ne ilgiau kaip 2 minutes (metaly arba metaly lydiniy milteliai veikiami 5 minutes).
Reikia pasizyméti, ar degimo zona iSilgai 200 mm plinta 4 min. bandymo laiko (arba 40 minuciy metaly
milteliy atveju). Jei medziaga neuzsidega ir degimo zona isilgai 200 mm milteliy juostos plinta su liepsna
arba rusenant 4 minutes (arba 40 minuciy) bandymo laiko, medziaga neturi bati laikoma labai degia ir
toliau jos bandyti nereikia. Jei degimo zona 200 mm ilgio medziagos milteliy juosta plinta maziau kaip 4
minutes arba maZiau kaip 40 minuciy, jei tai metaliniai milteliai, turi bati atlieckama toliau aprasyta
veiksmy seka (1.6.2 punktas ir toliau).
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2

1.6.2.3

3.1.

3.2

Degimo greicio bandymas

Ruosimas

Medziagos milteliai arba granulés suberiamos j 250 mm ilgio forma, turin¢ig trikampio formos skerspjavi,
kurio vidinis aukstis 10 mm ir plotis 20 mm. Abejose formos pusése isilgine kryptimi tvirtinamos dvi i3
Sony ribojancios metalinés plokstes, kurios yra 2 mm aukStesnés nei virSutinis trikampio skerspjivio
krastas (Zr. paveikslg). Forma tris kartus numetama i§ 2 cm aukscio ant kieto pavirsiaus. Jei reikia, forma
vél pripildoma. Soninés ribojancios plokstés nuimamos ir mediagos perteklius nubraukiamas. Ant formos
virdaus uzdedama nedegi, neakyta ir blogai siluma leidZianti pagrindo ploksté, jtaisas apverciamas ir forma
nuimama.

Pastos pavidalo medziagos dedamos ant nedegios, neakytos ir blogai Silumg leidZiancios pagrindo plokstés,
pagaminant i§ jy 250 mm ilgio juostele, kurios skerspjavio plotas apie 1 cm™

Bandymy sglygos
Jei bandoma drégmei jautri medziaga, bandymas ja iSémus i§ indo turi bati atlickamas kiek jmanoma

greiciau.

Bandymo eiga
Kriivele dedama i traukos spinta skersai traukos krypciai.

Oro greitis turi bati pakankamas, kad diimai negaléty patekti i laboratorijg, ir bandymo metu turi nesikeisti.
Apie jtaisa turi bati jtaisytas nuo traukimo saugantis ekranas.

Krivelei viename gale padegti naudojama karsta dujy degiklio liepsna (maziausias skersmuo 5 mm). Kai
krivele sudega 80 mm atstumu, kitoje 100 mm atkarpoje matuojamas degimo greitis. Bandymas
atlickamas $esis kartus, jei teigiamas rezultatas negaunamas anksciau, kiekvieng karta naudojant $varia 3alta
plokste.

DUOMENYS

Vertinant rezultatus, reikalinga degimo trukmé, nustatyta iSankstiniame atrankos bandyme (1.6.1.) ir
trumpiausia degimo trukmé, gauta ne daugiau kaip Sesiuose bandymuose (1.6.2.3.).

ATASKAITA
Bandymuy ataskaita

Jei jmanoma, bandymy ataskaitoje turi bati tokia informacija:

— tiksli medziagos specifikacija (identifikavimas ir priemaisos),

— bandomosios medziagos apibiidinimas, jos fiziné basena, jskaitant drégmeés kieki,

— iSankstiniy atrankos bandymy ir degimo grei¢io bandymo, jei buvo atlickamas, rezultatai,

— visos papildomos pastabos, kurios biity svarbios aiskinant rezultatus.
Rezultaty aiskinimas

Milteliy, granuliy ir pastos pavidalo medziagos turi bati laikomos labai degiomis, jei degimo trukmeé bet
kuriame bandyme, atliktame pagal 1.6.2 apraSyta metodika, yra mazesné kaip 45 sekundés. Metaly arba
metaly lydiniy milteliai laikomi labai degiais, jei jie gali bati padegti ir liepsna arba reakcijos zona visu
bandiniu plinta 10 minu¢iy arba maziau.

NUORODOS

(1) NF T 20-042 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of
solids.
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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. DEGUMAS (DUJOS)

METODAS

[VADAS

Sis metodas leidzia nustatyti, ar dujos, sumaisytos su oru kambario temperatiiroje (mazdaug 20 °C) ir
atmosferos slégyje, yra degios, o jei degios, tai koks yra degumo koncentracijos intervalas. Didinamos
koncentracijos bandomyjy dujy misiniai su oru veikiami elektros kibirk$timi ir stebima, ar misinys
uzsidega.

APIBREZIMAS IR VIENETAI

Degumo intervalas yra intervalas tarp apatinés ir virSutinés sprogimo ribinés koncentracijos. Apatiné ir
virdutiné sprogimo ribiné koncentracija yra tokia degiy dujy misinio su oru ribiné koncentracija, kuriai
esant liepsnos plitimas nevyksta.

ETALONINES MEDZIAGOS

Nenurodytos.

METODO ESME

Dujy koncentracija ore didinama pakopomis ir kiekvienos pakopos dujy misinys veikiamas elektros
kibirkstimi.

KOKYBES KRITERIJAI

Neapibreézti.

METODO APRASYMAS

Aparatiira

Bandymo indas — vertikaliai pastatytas stiklinis cilindras, kurio maziausias vidinis skersmuo 50 mm ir
maziausias aukstis 300 mm. Uzdegimo elektrodai, tarp kuriy yra 3-5 mm atstumas, jdedami 60 mm nuo
cilindro dugno. Cilindras turi slégio mazinimo angg. Norint apriboti bet kokio sprogimo padarytg Zalg,
aparatas turi bati apsaugotas skydu.

Uzdegimo Saltiniu naudojama stovincioji indukciné 0,5 s trukmés kibirkstis, generuojama aukstos jtampos
transformatoriaus, kurio i$¢jimo jtampa 10-15 kV (didZiausia imamoji galia 300 W). Tinkamos aparatiiros
pavyzdys aprasytas (2) nuorodoje.

Bandymo salygos

Bandymas turi bati atlickamas kambario temperatiroje (mazdaug 20 °C).

Bandymo eiga

Zinomos koncentracijos dujy miinys su oru leidziamas i cilindra, naudojant dozavimo siurblius. Per misinj
leidziama kibirkstis ir stebima, ar liepsna atsiskiria nuo liepsnos $altinio ir plinta savaime ar taip nevyksta.
Dujy koncentracija keiciama 1 % tair. pakopomis tol, kol dujos uzsidega, kaip tai aprasyta anksciau.
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Jei cheminé dujy sandara rodo, kad jos neturéty biti degios, ir gali bti apskaiciuota jy stechiometrinio
mi$inio su oru sudétis, tai 1 % pakopomis reikia tikrinti pradedant misiniu, kuriame dujy yra 10 %
maziau nei stechiometrinés sudéties miinyje, ir baigiant miiniu, kuriame dujy yra 10 % daugiau nei
stechiometrinés sudéties misinyje.

2. DUOMENYS
Siai savybei nustatyti reikalingi tik duomenys apie liepsnos plitima.
3. ATASKAITA

Jei jmanoma, bandymo ataskaitoje turi biti tokia informacija:
— tiksli medziagos specifikacija (identifikavimas ir priemaisos),
— naudotos aparatiiros apraymas, nurodant matmenis,

— temperatiira, kurioje bandymas buvo atlieckamas,

— bandytos koncentracijos ir gauti rezultatai,

— bandymo rezultatas: nedegios dujos ar labai degios dujos,

— jei padaryta iSvada, kad dujos nedegios, tai turi bati nurodytas koncentracijos intervalas, kuriame tai
buvo bandoma 1 % pakopomis,

— turi bati pateikta visa rezultatams aiskinti reikalinga informacija ir pastabos.
4. NUORODOS

(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.Grosse-Wortmann, T.Redeker und H.Schacke. ‘Entwicklung einer
Standard-Apparatur zur Messung von Explosionsgrenzen’. Chem.-Ing.-Tech. 1984, vol 56, 2, 126-127.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

A.12. DEGUMAS (SALYTIS SU VANDENIU)

METODAS

IVADAS

Sis bandymo metodas gali biiti taikomas norint nustatyti, ar dél medziagos reakcijos su vandeniu arba
drégme nesusidaro pavojingas kiekis vienos arba keleto riisiy dujy, kurios galéty bati labai degios.

Bandymo metodas gali biiti taikomas kietosioms ir skystosioms medZiagoms. Sis metodas netaikytinas
medziagoms, kurios uzsidega ore.

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Labai degios: medziagos, kurios salytyje su vandeniu arba drégnu oru pavojingais kiekiais ne mazesne kaip
1 litras/kg per valandg sparta isskiria labai degias dujas.

METODO ESME

Medziaga bandoma laikantis toliau aprasytos pakopy sekos; jei dujos kurios nors pakopoje uZsiliepsnoja,
toliau bandyti nebitina. Jei Zinoma, kad medZiaga su vandeniu intensyviai nereaguoja, pradékite nuo 4
pakopos (1.3.4).

1 pakopa

Bandomoji medziaga dedama i lovelj su distiliuotu vandeniu 20 °C temperatiiroje ir stebima, ar issiskirian-
Cios dujos uzsiliepsnoja ar neuzsiliepsnoja.

2 pakopa

Bandomoji medziaga dedama ant filtravimo popieriaus, padéto i lékstele su distiliuotu vandeniu 20 °C
temperattiroje, ir stebima, ar iSsiskiriancios dujos uzsiliepsnoja ar neuzsiliepsnoja. Filtravimo popierius
skirtas tik tam, kad medziaga bity vienoje vietoje, kas padidinty uZsiliepsnojimo galimybe.

3 pakopa

I$ bandomosios medziagos padaroma kriivel¢, kurios aukstis apie 2 cm ir skersmuo 3 c¢m. Ant kravelés
lasinami keli lasai vandens ir stebima, ar issiskiriancios dujos uzsiliepsnoja ar neuZsiliepsnoja.

4 pakopa

Bandomoji medziaga maiSoma su distiliuvotu vandeniu 20 °C temperatiroje ir kas valanda septynias
valandas matuojama dujy iSsiskyrimo sparta. Jei dujy skyrimosi sparta svyruoja arba septynias valandas
didéja, matavimo trukmé turi bati padidinta ne ilgiau kaip iki penkiy pary. Bandymas gali bati sustabdytas,
jei issiskyrimo sparta kuriuo nors momentu yra didesné kaip 1 litras/kg per valanda.

ETALONINES MEDZIAGOS

Nenurodytos.

KOKYBES KRITERIJAI

Nenustatyti.
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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.

METODY APRASYMAS

1 pakopa

Bandymo sglygos

Bandymas atlickamas kambario temperatiroje (mazdaug 20 °C).

Bandymo eiga

Nedidelis kiekis (skersmuo mazdaug 2 mm) bandomosios medziagos turi bati jdéta i lovelj su distiliuotu
vandeniu. Reikia stebéti, ar i) skiriasi kokios nors dujos ir ii) ar jos uzsiliepsnoja. Jei dujos uzsiliepsnoja,
medziagos toliau bandyti nereikia, nes medziaga laikoma pavojinga.

2 pakopa

Aparatiira

Filtravimo popierius dedamas distiliuoto vandens, jpilto i bet kokj tinkamg indg, pvz., 100 mm skersmens
garinimo lékstele, pavirsiuje.

Bandymo sglygos

Bandymas atlickamas kambario temperatiiroje (mazdaug 20 °C).

Bandymo eiga

Nedidelis kiekis (skersmuo mazdaug 2 mm) bandomosios medZziagos dedamas filtravimo popieriaus centre.
Reikia stebéti, ar i) skiriasi kokios nors dujos ir ii) ar jos uZsiliepsnoja. Jei dujos uzsiliepsnoja, medziagos
toliau bandyti nereikia, nes medziaga laikoma pavojinga.

3 pakopa

Bandymo sglygos

Bandymas atlickamas kambario temperatiroje (mazdaug 20 °C).

Bandymo eiga

1§ bandomosios medziagos daroma kriivelé, kurios aukstis apie 2 cm ir skersmuo 3 cm ir kurios vir§uje yra
padarytas jdubimas. | jdubimg lainami keli lasai vandens ir stebima, ar i) skiriasi kokios nors dujos ir ii) ar
jos uzsiliepsnoja. Jei dujos uzsiliepsnoja, medziagos toliau bandyti nereikia, nes medziaga laikoma pavo-
jinga.

4 pakopa

Aparatiira

Surenkamas paveiksle parodytas aparatas.

Bandymo sglygos

Apzitrékite talpykla su bandomagja medziaga, ar jame néra milteliy < 500 pm (daleliy dydis). Jei milteliai
sudaro daugiau kaip 1 % visos medziagos masés arba jei medZiaga yra trapi, tai norint atsizvelgti i daleliy
dydzio mazéjimg laikymo ir krovimo metu, prie§ bandymus visa medziaga turi bati sumalta | miltelius; kitu
atveju medziaga turi bati bandoma tokia, kokia gauta. Bandymas turi bati atlickamas kambario tempera-
tiroje (mazdaug 20 °C) ir atmosferiniame slégyje.
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Bandymo eiga

[ aparato lasinamajj piltuva jpilama 10-20 ml vandens, o i kiiging kolba jdedama 10 g bandomosios
medziagos. I8siskyrusiy dujy taris gali bati i$matuotas bet kuriuo tinkamu bidu. Atidaromas ladinamojo
piltuvo ciaupas, kad vanduo galéty teketi i kiging kolba, ir paleidziamas sekundmatis. ISsiskyrusiy dujy
kiekis kas valandg matuojamas septynias valandas. Jei per §j laika isiskyrusiy dujy kiekis svyruoja arba jei
Sio laikotarpio pabaigoje iSsiskyrusiy dujy kiekis didéja, matavimai turi bati tesiami ne ilgiau kaip penkias
paras. Jei kuriuo nors matavimo momentu dujy i$siskyrimo sparta yra didesné kaip 1 litras/kg per valandg,
bandymg galima nutraukti. Sis bandymas turi biiti pakartotas tris kartus.

Jei cheminé dujy sudétis nezinoma, dujos turi biti analizuojamos. Jei dujose yra labai degiy komponenty ir
néra Zinoma, ar visas misinys yra labai degus, turi bati paruostas ir pagal A. 11 metodg iSbandytas tokios
pacios sudéties misinys.

DUOMENYS
Medziaga laikoma pavojinga, jei:
— bet kurioje bandymo pakopoje jvyksta uzsidegimas,
arba
— degios dujos skiriasi didesne kaip 1 litras/kg bandomosios medziagos per valanda sparta.

ATASKAITA

Bandymy ataskaitoje, jei jmanoma, turi bati tokia informacija:

— tiksli medziagos specifikacija (identifikavimas ir priemaisos),

— bet kokio bandomosios medziagos pradinio ruosimo detalés,

— bandymy rezultatai (1,2,3 ir 4 pakopos),

— i8siskyrusiy dujy cheminé sudétis,

— dujy iSsiskyrimo sparta, jei vykdoma 4 pakopa (1.6.4),

— visos papildomos pastabos, kurios biity svarbios aiskinant rezultatus.

NUORODOS

(1) Recommendations on the transport of dangerous goods, test and criteria, 1990, United Nations, New
York.

(2) NF T 20-040 (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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1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6

1.6.1.

A.13. PIROFORINES KIETUJU MEDZIAGU IR SKYSCIU SAVYBES

METODAS

IVADAS

Bandymo metodikos taikytinos kietosioms ir skystosioms medziagoms, kuriy mazi kiekiai uzsidega po
trumpalaikio salyc¢io su oru kambario temperatiroje (mazdaug 20 °C).

Sis bandymo metodas netaikomas medziagoms, kurios kambario temperatiiros ore uzsidega tik po keliy
valandy arba dieny arba kurioms reikia aukstesnés temperatiros.

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Laikoma, kad medziagos turi piroforiniy savybiy, jei 1.6 apibréZtomis salygomis jos uZsidega arba
apangléja.

Savaiminj skysciy uzsidegima gali tekti bandyti taikant A.15 metoda ,Savaiminio uzsidegimo temperatiira
(skysciai ir dujos)*.

ETALONINES MEDZIAGOS

Nenurodytos.

METODO ESME

Kieta arba skysta medziaga maiSoma su inertiku nesikliu ir kambario temperatiroje penkias minutes
laikoma ore. Jei skystos medziagos neuZsidega, jos sugeriamos filtravimo popieriumi ir kambario tempera-
tiroje (mazdaug 20 °C) penkias minutes laikomos ore. Kieta arba skysta medziaga laikoma piroforine, jei ji
uzsidega, arba skystis uzdega ar apadegina filtravimo popieriy.

KOKYBES KRITERIJAI

Pakartojamumas: kadangi tai labai svarbu saugai, vienintelio teigiamo rezultato pakanka, kad medziaga buty
laikoma piroforine.

BANDYMU METODO APRASYMAS

Aparatiira

Mazdaug 10 cm skersmens porcelianiné lekstuté kambario temperatiroje (mazdaug 20 °C) apytikriai iki 5
mm pripildoma diatomito.

Pastaba:

Diatomitas arba kuri nors kita panasi inertifka medziaga, kurig bity galima visur gauti, turi biti imama
vietoje Zemes, ant kurios bandomoji medziaga galéty biti iSpilta avarijos atveju.

Bandyti skysciams, kurie neuzsidega ore sumaiSyti su inertiniu nesikliu, reikia turéti sausa filtravimo
popieriy.
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1.6.2.

2.2

Bandymo eiga
a) Milteliai

1-2 cm’® bandomosios kietos medziagos milteliy i§ mazdaug 1 m auk$¢io beriama ant nedegaus
pavir$iaus ir ZiGrima, ar medziaga uZsidega krisdama arba per penkias minutes po nusédimo.

Bandymas kartojamas Sesis kartus, jei medziaga neuzsidega.

b) Skysciai
Mazdaug 5 cm’ bandomojo skyscio supilama i paruosta porcelianine lékstute ir stebima, ar medziaga
uzsidega per penkias minutes.
Jei per $esis bandymus medziaga neuZzsidega, daromi tokie bandymai:
0,5 ml méginys $virkstu uzpilamas ant akyto filtravimo popieriaus ir stebima, ar per penkias minutes po
suvilgymo filtravimo popierius uzsidega ar angléja. Bandymas atlickamas tris kartus, jei popierius
neuzsidega arba neangléja.

DUOMENYS

Rezultaty apdorojimas

Bandymas gali bati nutrauktas, kai kurio nors bandymo rezultatas yra teigiamas.

Vertinimas

Jei su inertisku nesikliu sumaiSyta ir ore padéta medziaga uzsidega per penkias minutes arba jei skystoji

medziaga per penkias minutes apdegina arba uzdega joje suvilgyta ir ore padéta filtravimo popieriy, ji
laikoma piroforine medziaga.

ATASKAITA

Bandymy ataskaitoje, jei jmanoma, turi bati tokia informacija:
— tiksli medziagos specifikacija (identifikavimas ir priemaisos),
— bandymy rezultatai,

— visos papildomos pastabos, kurios biity svarbios aiskinant rezultatus.
NUORODOS

(1) NF T 20-039 (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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1.2

1.3.

1.4.

A.14. SPROGSTAMOSIOS SAVYBES

METODAS

IVADAS

Sis metodas pateikia bandymo schemg norint nustatyti, ar kelia sprogimo pavojy kieta arba pastos pavidalo
medziaga, veikiant liepsnai (terminis jautrumas) arba smigiui ar trinciai (jautrumas mechaniniams veiks-
niams), ir ar kelia sprogimo pavojy skysta medziaga, veikiant liepsnai arba smagiui.

Metodas susideda i§ trijy daliy:

(a) terminio jautrumo bandymas (1);

(b) mechaninio jautrumo smigiui bandymas (1);

(c) mechaninio jautrumo trin¢iai bandymas (1).

Siuo metodu gauti duomenis leidZia ivertinti tikimybe jvykti sprogimui, jei veikia kai kurie jprasti veiksniai.
Metodas neskirtas nustatyti, ar medziaga gali sprogti bet kokiomis salygomis.

Metodas tinka nustatyti, ar tam tikromis direktyvoje apibréztomis salygomis medziaga kelia sprogimo
pavojy (terminis ir mechaninis jautrumas). Jame naudojama keliy tipy aparatiira, kuri turi platy pritaikyma
tarptautiniu mastu (1) ir kurig naudojant paprastai gaunami reikSmingi duomenys. Reikia pripazinti, kad
metodas néra tikslus. Be nurodytos aparatiiros gali biti naudojami alternatyviis aparatai, jei jie turi
tarptautinj pripazinima, o rezultatai gali bati atitinkamai susieti su rezultatais, gautais nurodyta aparatiira.

Bandymuy atlikti nereikia, kai turima informacija apie medziagos termodinamines savybes (pvz., susidarymo
Siluma, skilimo Silumg) ir (arba) kai kuriy chemiskai aktyviy grupiy (2) nebuvimas struktiringje formuléje
leidzia pagristai neabejoti, kad medziaga negali greitai suirti skiriantis dujoms arba Silumai (t.y. medziaga
nekelia jokio sprogimo pavojaus). Su skysciais nereikia atlikti mechaninio jautrumo trinciai bandymo.

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Sprogstamosios medziagos:

medziagos, kurios gali sprogti veikiant liepsnai arba kurios yra jautrios smigiui ar trin¢iai nurodytame
aparate (arba mechaniskai yra jautresnés nei 1,3-dinitrobenzenas alternatyviame aparate).

ETALONINES MEDZIAGOS

1,3-dinitrobenzenas, techniskai gryna kristaliné medziaga, i3sijota per 0,5 mm sieta, skirta trinties ir smigio
metodams.

Perhidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazinas (RDX, heksogenas, ciklonitas - CAS 121-82-4), perkristalintas i3
vandeninio cikloheksanono tirpalo, drégnas issijotas per 250 pm sietg ir iSlikes ant 150 pm sieto bei
iSdziovintas 103 = 2 °C temperatiiroje (4 valandas), skirtas antros eilés trinties ir smigio bandymams.

METODO ESME

Norint nustatyti trijy jautrumo bandymy saugos salygas, bitina atlikti iSankstinius bandymus.



13/11 ¢ Europos Sajungos oficialusis leidinys

345

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.

Saugaus naudojimo bandymai (3)

Rilpinantis sauga, prie§ atliekant pagrindinius bandymus labai mazi medziagos méginiai (mazdaug 10 mg)
atviroje vietoje kaitinami dujy liepsnoje, veikiami smigio bet kokiame patogios formos aparate ir veikiami
trinties, naudojant medinj plaktuka ir priekala arba bet kokios riidies trinties aparatg. Tikslas — nustatyti, ar
medZiaga yra tiek jautri ir sprogi, kad paskirtieji jautrumo bandymai, ypa¢ terminio jautrumo bandymas,
turi bati atlickami laikantis specialiy saugos priemoniy, kad bty i$vengta pavojaus suZeisti operatoriy.

Terminis jautrumas

Norint nustatyti, ar medziaga gali sprogti intensyvaus kaitinimo ir apibréZto uzdaro tario sglygomis, ji
pagal 3 metodg kaitinama plieniniame vamzdyje, uzdarytame diafragma, turincia skirtingg angos skersmenj.

Mechaninis jautrumas (smiigis)

Taikant §j metoda medZiaga veikiama smiigio, kai nustatyto dydzio masé metama i§ nustatyto aukscio.

Mechaninis jautrumas (trintis)

Taikant § metodg kietos arba pastos pavidalo medziagos veikiamos trinties tarp standartiniy pavirsiy
nustatytomis apkrovos ir santykinio judéjimo salygomis.

KOKYBES KRITERIJAI

Nenurodyti.

METODO APRASYMAS

Terminis jautrumas (liepsnos veikimas)

Aparatiira

Aparata sudaro vienkartinio naudojimo plieninis vamzdis su jam skirtu daugkartinio naudojimo uzdarymo
jtaisu (1 paveikslas), jstatytas i kaitinimo ir apsauginj jtaisa. Kiekvienas vamzdis yra giliojo tempimo
plonalaks¢io plieno vamzdis (zr. priedélj), vamzdzio vidinis skersmuo 24 mm, ilgis 75 mm, sieneliy storis
0,5 mm. Atviras vamzdzio galas uZrie¢iamas, kad jj biity galima uzdaryti diafragmos bloku. Ji sudaro
slégiui atspari diafragma, kurios centre esanti anga yra gerai pritvirtinta prie vamzdzio dviejy daliy sriegine
jungtimi (verzle ir sandarikliu su sriegiu). Verzlé ir sandariklis su sriegiu pagaminti i§ chromo manganinio
plieno (zr. priedélj), kuris nekibirksciuoja iki 800 °C. Diafragmos yra 6 mm storio, pagamintos i§ kaitrai
atsparaus plieno (Zr. priedélj), ir turi jvairaus skersmens angas.

Bandymy sglygos

Paprastai medziaga yra bandoma tokia, kokia yra gauta, nors kai kuriais atvejais, pvz., jei ji yra presuota,
lieta arba kitokiu budu tankinta, prie§ bandant ja gali tekti smulkinti.
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1.6.1.4

1.6.2

1.6.2.1.

Jei bandomos kietosios medziagos, kiekvienam bandymui reikalingos medziagos masé nustatoma atliekant
dviejy pakopy tusciaji bandyma. Pasvertas vamzdis pripildomas 9 cm’ medziagos, toliau medziaga plikama
80 N jéga, tenkancia visam vamzdzio skerspjiviui. Kad bty saugu arba tais atvejais, kai bandinio fiziné
forma dél spaudimo gali pasikeisti, gali biti taikomos kitos pripildymo metodikos; pvz., jei medziaga yra
labai jautri trinciai, plikimas netinka. Jei medziaga yra spidi, jos dedama daugiau ir ji plakama, kol
vamzdis pripildomas tiek, kad iki virSaus licka 55 mm. Nustatoma bendra masé, kurios reikia pripildyti iki
55 mm lygio, ir dedamos dar dvi tokios dalys, kiekvieng karta plukant 80 N jéga. Po to plukant arba
i$imant medZiagos dedama tiek, kad iki vamzdzio virSaus likty 15 mm. Atlickamas antras tuCiasis
bandymas, i§ pradziy su supliktu kiekiu, kuris sudaryty viena trecdalj pirmame tuiciajame bandyme
nustatytos masés. [dedamos dar dvi tokios dalys plukant 80 N jéga, po to, prireikus, jdedant arba iSimant
dalj medziagos nustatomas jos 15 mm lygis iki virSaus. Kietosios medZiagos kiekis, nustatytas antrame
tusCiajame bandyme, naudojamas kiekvienam bandymui, pripildant tris kartus vienodais kiekiais, kickvieng
karta suspaudziant iki 9 cm’ reikalinga tam jéga. (Tai galima palengvinti naudojant tarpinius Ziedus).

Skysciy ir geliy dedama j vamzdj iki 60 mm aukscio, ypatingag démesj kreipiant i geliy déjimg, kad baty
iSvengta tuStumy susidarymo. Ant vamzdZzio i§ apacios uzstumiamas sandariklis su sriegiu, jstatoma
diafragma su reikiamo skersmens anga ir, Siek tiek sutepus molibdeno disulfido pagrindu pagamintu tepalu,
uzsukama verzlé. Yra labai svarbu kontroliuoti, kad medziaga visiskai nepatekty tarp jungés ir diafragmos
arba tarp sriegiy.

Kaitinama propano dujomis i§ pramoninio baliono, turin¢io reduktoriy (60-70 mbar), leidziamomis per
debitmatj ir tolygiai vamzdynu paskirstomomis (kaip rodo degikliy liepsnos stebéjimas) keturiems degik-
liams. Degikliai i§déstyti apie bandymo kamers, kaip parodyta 1 paveiksle. Keturi degikliai bendrai suvartoja
3,2 litro propano per minutg. Galima deginti kitokias dujas ir naudoti kitokius degiklius, taciau kaitinimo
sparta turi biti tokia, kokia nurodyta 3 paveiksle. Visuose aparatuose kaitinimo sparta turi bati periodiskai
tikrinama, naudojant dietilftalatu pripildytus vamzdzius, kaip parodyta 3 paveiksle.

Bandymy eiga

Kiekvienas bandymas atlickamas tol, kol vamzdis sutriikinéja i dalis, arba jis kaitinamas penkias minutes.
Vertinama, kad bandyme jvyko sprogimas, jei jis baigiasi vamzdzio sutrikimu j tris arba daugiau skeveldry,
kurios kai kuriais atvejais gali jungtis siauromis metalo juostomis, kaip parodyta 2 paveiksle. Jei bandymo
metu susidaro maziau skeveldry arba jy visai nesusidaro, tuomet nelaikoma, kad jvyko sprogimas.

I§ pradziy atliekama trijy bandymy serija su 6,0 mm skersmens diafragma, ir jei sprogimy nejvyksta,
atlieckama antroji trijy bandymy serija su 2 mm skersmens diafragma. Jei sprogimas jvyksta bet kurioje
bandymy serijoje, tolesni bandymai nereikalingi.

Vertinimas

Bandymy rezultatas laikomas teigiamu, jei sprogimas jvyksta bet kurioje anks¢iau nurodyty bandymy
serijoje.

Mechaninis jautrumas (smiigis)

Aparatiira (4 paveikslas)

Pagrindinés tipisko aparato su krintanciu kaju dalys yra lietas plieninis blokas su pagrindu, priekalas,
kolona, kreipikliai, krintantys svarsciai, paleidZiantysis jtaisas ir méginio laikiklis. Plieninis priekalas, 100
mm (skersmuo) x 70 mm (aukstis), varZtais tvirtinamas ant plieninio bloko, 230 mm (aukstis) ~ 250 mm
(plotis) ~ 200 mm (aukstis), esancio ant lieto pagrindo 450 mm (ilgis) x 450 mm (plotis) ~ 60 mm
(aukstis). Kolona, pagaminta i§ besitlio trauktinio plieninio vamzdzio, tvirtinama laikiklyje, priverztame
uzpakalingje plieninio bloko sienoje. Keturiais varZtais aparatas tvirtinamas prie vientiso betoninio bloko,
60 ~ 60 ~ 60 cm, tokiu budu, kad kreipikliy strypai buty vertikalds ir krintantis svarstis kristy laisvai.
Naudojami 5 ir 10 kg svarsciai, pagaminti i§ vientiso plieno. Visy svars¢iy smogiamoji galvuté pagaminta i3
griidinto plieno, HRC 60 - 63, ir jos maZiausias skersmuo lygus 25 mm.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Meéginys dedamas j smugiavimo itaisa, kurj sudaro du vienas ant kito uzdéti koaksialts plieniniai cilindrai,
esantys tusciaviduriame cilindro formos plieniniame kreipiamajame Ziede. Vientiso plieno cilindrai turi bati
10 (-0,003, -0,005) mm skersmens ir 10 mm aukscio, ju pavirsius turi biti poliruotas, krastai apvalinti
(kreivés spindulys 0,5 mm) ir HRC 58-65 kietumo. Tus¢iavidurio cilindro iSorinis skersmuo turi biti lygus
16 mm, poliruotos istekintos angos skersmuo 10 (+0,005, +0,010) mm ir aukstis 13 mm. Smogiamasis
jtaisas surinktas ant tarpinio priekalo (26 mm skersmuo ir 26 mm aukstis), pagaminto i§ plieno, ir
centruotas Ziedu su angomis dujoms isleisti.

Bandymy sglygos

Méginio tiris turi bati lygus 40 mm’, arba tiris turi atitikti bet kokj alternatyvyjj aparatg. Kietos medziagos
turi bati i$bandytos sausos ir ruosiamos taip:

(a) milteliai sijojami (sicto akuciy dydis 0,5 mm); bandoma visa tai, kas iSbyra per sieta;

(b) presuotos, lietos ar kitu badu tankintos medziagos smulkinamos | mazus gabalus ir sijojamos; bandoma
sijota 0,5-1 mm skersmens daleliy frakcija, kuri turi bati reprezentatyvi pradinés medziagos dalis.

Medziagos, kurios paprastai tickiamos pastos pavidalo, turi bati, jei tai jmanoma, bandomos i§dZiovintos
arba bet kuriuo atveju pasalinus kuo didesne dalj skiediklio. Skys¢iai bandomi tarp virSutinio ir apatinio
cilindro esant 1 mm tarpui.

Bandymy eiga

Atlickama Sesiy bandymy serija, metant 10 kg masés svarstj i§ 0,40 m aukscio (40 J). Jei 40 ] atveju Sesiy
bandymy metu sprogimas jvyksta, turi bati atliekama kita 6 bandymy serija, metant 5 kg masés svarstj i§
0,15 m auk$cio (7,5 J). Kituose aparatuose bandinys lyginamas su pasirinktgja etalonine medziaga,
naudojant nustatytg metodika (pvz., kélimo-metimo metodikg ir t.t.).

Vertinimas

Bandymy rezultatas laikomas teigiamu, jei bent vieno bandymo metu, naudojant nurodyta smigiavimo
jtaisg, jvyksta sprogimas (liepsnos blyksniai ir (arba) garsas, prilygstantis sprogimo garsui) arba bandinys yra
jautresnis nei 1,3-dinitrobenzenas ar heksogenas atlickant alternatyvy smigio bandymg.

Mechaninis jautrumas (trintis)

Aparatiira (5 paveikslas)

Trinties aparatg sudaro lieto plieno pagrindo ploksté, ant kurios montuojamas trinties jtaisas. Ji sudaro
nejudantis porcelianinis kaistis ir judanti porcelianiné plokste. Porcelianiné ploksté privirtinta prie vezimélio,
kuris juda dviem kreipikliais. Vezimeélis prijungtas prie elektros variklio jungiamuoju strypu, ekscentriniu
krumpliaraciu ir atitinkama pavara tokiu budu, kad porcelianiné ploksté po porcelianiniu kais¢iu juda tik
kartg 10 mm | priekj ir atgal. Porcelianinj kaistj galima apkrauti, pvz., 120 arba 360 N apkrova.

Plokscios porcelianinés plokstés pagamintos i3 balto techninio porceliano ($iurkstumas nuo 9 iki 32 pm), jy
matmenys: 25 mm (ilgis) ~ 25 mm (plotis) © 5 mm (storis). Cilindrinis 15 mm ilgio porcelianinis kaistis
taip pat pagamintas i§ balto techninio porceliano, jo skersmuo lygus 10 mm, ir galai turi Siurkstinta sferinj
pavirsiy, kurio kreivés spindulys lygus 10 mm.

Bandymy sglygos

Bandinio tiris turi bati lygus 10 mm® arba bandinio tiiris turi atitikti bet kurj alternatyvy aparata.
Kietos medziagos iSbandomos sausos ir ruosiamos taip:

(a) milteliai sijojami (sicto akuciy dydis 0,5 mm); bandoma visa tai, kas iskrenta per siets;

(b) presuotos, lictos ar kitu budu sutankintos medZziagos smulkinamos j mazus gabalus ir sijojamos;
bandymuose naudojama sijota frakcija, kurios daleliy skersmuo < 0,5 mm.
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1.6.3.3.

1.6.3.4

3.1.

3.2

Medziagos, kurios paprastai tiekiamos pastos pavidalu, turi bati bandomos sausos, jei galima. Jei sauso
medziagos pavidalo paruosti nejmanoma, pasta (pasalinus kiek jmanoma didesnj kiekj skiediklio) bandoma
ablonu pagaminant 0,5 mm storio, 2 mm plocio ir 10 mm ilgio plévelg.

Bandymy eiga

Porcelianinis kaistis uzdedamas ant bandomosios medziagos ir veikiamas apkrova. Atliekant bandyma
porceliano plokstés akytumo zymeés turi bti skersai judéjimo krypties. Kaistis turi bati ant bandinio, po
kaisciu turi biti pakankamas kiekis bandinio medziagos ir plokste po kais¢iu turi judéti teisingai. Plokstele
padengti pastos pavidalo medZiaga naudojamas 0,5 mm storio saikiklis, turintis 2 ~ 10 mm griovelj.
Porcelianiné plokstelé turi judéti po porcelianiniu kais¢iu 10 mm i priekj ir atgal per 0,44 sekundés.
Kiekviena plokstelés ir kais¢io pavirSiaus dalis turi biti naudojama tik vieng karta; du kiekvieno kaiscio
galai naudojami dviems bandymams ir kiekvienas i§ dviejy plokstelés paviriiy naudojamas trims bandy-
mams.

Atlickama SeSiy bandymy serija, naudojant 360 N apkrova. Jei Siy SeSiy bandymy metu gaunamas
teigiamas rezultatas, turi bati atlikta kita SeSiy bandymy serija su 120 N apkrova. Kituose aparatuose
bandinys lyginamas su pasirinkta etalonine medziaga, taikant nustatyta metodika (pvz. kélimo-metimo
metodikg ir t.t.).

Vertinimas

Bandymy rezultatai laikomi teigiamais, jei kurio nors $iy bandymy metu naudojant nustatyty trinties
aparatg jvyksta bent vienas sprogimas (prilygstantis sprogimui traskesys ir (arba) sprogima primenantis
garsas arba liepsnos blyksnis) arba jei jie atitinka lygiavercius kriterjjus vykdant alternatyvy trinties
bandyma.

DUOMENYS

I§ esmés medziaga pagal 3ig direktyva laikoma kelianti sprogimo pavojy, jei terminio jautrumo, jautrumo
smigiui arba trinciai bandymo rezultatas yra teigiamas.

ATASKAITA
BANDYMU ATASKAITA

Bandymy ataskaitoje, jei jmanoma, turi biti tokia informacija:

— bandomosios medziagos identiskumas, sudétis, grynumas, drégmeés kiekis ir t.t.,

— bandinio fiziné forma ir ar jis buvo smulkinamas, trupinamas ir (arba) sijojamas,

— stebéjimai vykdant terminio jautrumo bandymus (pvz., bandinio masé, skeveldry skaicius ir t.t.),

— stebéjimai vykdant mechaninio jautrumo bandymus (pvz., didelio diimy kiekio susidarymas arba visiskas
medzZiagos irimas be garso, liepsnos, kibirksciy, traskesio ir t.t.),

— kiekvieno tipo bandymy rezultatai,

— jei buvo naudojamas alternatyvus aparatas, turi bati pateiktas mokslinis pagrindimas, taip pat duomenys
apie koreliacija tarp rezultaty, gauty nustatytu aparatu, ir rezultaty, gauty lygiaverciu aparatu,

— visi naudingi komentarai, pvz., nuoroda j panasiy medziagy bandymus, kurie gal bat tikty tinkamai
paaiskinti rezultatus,

— visos papildomos pastabos, kurios biity svarbios aiskinant rezultatus.
REZULTATY AISKINIMAS IR VERTINIMAS

Bandymy ataskaitoje turi bati paminéti visi rezultatai, kurie laikomi klaidingais, anomaliais arba nerepre-
zentatyviais. Jei kokius nors rezultatus reikia atmesti, turi biti pateiktas aiskinimas ir visy alternatyviy arba
papildomy bandymy rezultatai. Jei anomalus rezultatas negali bati paaiskintas, jis turi bati priimtas toks,
koks yra, ir turi bati naudojamas medziagai atitinkamai klasifikuoti.
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4. NUORODOS

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

(2) Bretherick, L., Handbook of Reactive Chemical Hazards, 4" edition, Butterworths, London, ISBN 0-750-
60103-5, 1990.

(3) Koenen, H., Ide, KH. and Swart, K.H., Explosivstoffe, 1961, vol.3, 6-13 and 30-42.
(4) NF T 20-038 (Sept. 85). Chemical products for industrial use - Determination of explosion risk.

Priedélis

Terminio jautrumo bandyme naudojamy medziagy specifikacijos pavyzdys (Zr. DIN 1623)

(1) Vamzdis: medziagos specifikacija No 1.0336.505 g
(2) Diafragma: medziagos specifikacija No 1.4873

(3) Sandariklis su sriegiu ir verzlé: medziagos specifikacija No 1.3817

1 paveikslas
Terminio jautrumo bandymo aparatas

(visi matmenys milimetrais)
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1a pav. Plieninis vamzdis ir priedai 270

1b pav. Kaitinimo ir apsauginis jtaisas
(1) vamzdis

(la) iSoriné jungeé

(7) 2 briaunos 36 dydzio raktui
(2) sandariklis su sriegiu; maZo (8)
9

skeveldroms atspari dézé

2 strypai vamzdZiui laikyti

) diafragma: skersmuoa = 2,0 arba 6,0 mm (10) surinktas vamzdis

) verZlé b = 10 mm skersmuo (11) uZpakalinio degiklio padétis; kiti degikliai matomi
(5) nuoZulnus pavirsius (12) tusciosios eigos purkstukas

) 2 briaunos 41 dydZio raktui

trinties koeficiento sriegis



350 LT Europos Sajungos oficialusis leidinys 13/11 t.

2 paveikslas

Terminio jautrumo bandymas

Skeveldry susidarymo pavyzdziai

Sprogimas Sprogimas

Sprogimas Sprogimas
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Temperatiira (°C)
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3 paveikslas

Kaitinimo spartos kalibravimas terminio jautrumo bandymui

d
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)
; E
ODEIER E
0 20 40 60 80 100
Laikas (s)

Temperatiiros ir laiko priklausomybés kreivé gauta kaitinant dibutilftalata (27 cm?) uzdarame
(1,5 mm diafragma) vamzdyje, naudojant propano 3,2 litro/minute srautg. Temperatiira matuota
1 mm skersmens chromelio[aliumelio termoelementas, jdétas j apvalkalg i§ neriidijancio plieno
ir istatytas vamzdZio viduryje 43 mm Zemiau jo briaunos. Kaitinimo sparta 135 °C-285 °C
temperatiiroje turi biiti nuo 185 iki 215 K/minute.
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4 paveikslas
Jautrumo smiigiui bandymo aparatas

(visi matmenys milimetrais)
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4a pav. Krintantis kiijis, priekis ir Sonas, bendras vaizdas 4b pav. Krintantis kiijis, apatiné dalis
(8) graduotoji skalé
(1) pagrindas, 450 x 450 x 60 (9) krintantis kjis (tvoklé)
(2) plieninis blokas, 230 x 250 x 200 (10) laikantysis ir paleidZiantysis jtaisas
(3) priekalas, 100 skersmuo x 70 (11) nustatymo ploksté
(4) kolona (12) tarpinis priekalas (kei¢iamas),
(5) vidurinioji skersé 26 skersmuo x 26
(6) 2 kreipikliai (13) nustatymo Ziedas su angomis
(7) krumplinis stovas (14) smiigiavimo jtaisas
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4 paveikslo
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4c pav. Sm_u glavimo galsas milteliy arba 4d pav. Smiigiavimo jtaisas skysciams
pastos pavidalo medZiagoms
(1) plieniniai cilindrai
(2) plieniniy cilindry kreipiamasis Ziedas
(3) nustatymo Ziedas su angomis
(a) vertikalusis pjivis
(b) horizontalioji projekcija
(4) guminis Ziedas
(5) skystoji medZiaga (40 mm?)
(6) erdvé be skys¢io

4e pav. Kijis (kiijo masé 5 kg)

(1) pakabos mova

(2) auksio Zymeklis

(3) padéties nustatymo griovelis
(4) cilindriné smiigiavimo galvuté
(5) gaudykle
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5 paveikslas

Jautrumo trinciai bandymo aparatas

5a pav. Trinties aparatas, vertikalusis ir
horizontalusis vaizdas

1
@
3)
4

(5)

plieninis pagrindas

judamasis veZimélis

porcelianiné plokstelé, 25 x 25 x 5 mm,
dedama ant veZimélio

nejudantis porcelianinis kaistis 10 mm
skersmuo x 15 mm

bandinys, apytikriai 10 mm?

5b pav. Kai$¢io ant bandinio pradiné padétis

(6) kaiscio laikiklis

(7) apkrovos svirtis

(8) atsvaras

(9) jungiklis

(10) ratas veZimélio pradinei padéciai nustatyti
(11) i elektrinés pavaros variklj
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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. UZSIDEGIMO TEMPERATURA (SKYSCIAI IR DUJOS)

METODAS
[VADAS

Siuo bandymu neturi biiti bandomos sprogstamosios medziagos ir medziagos, kurios uzsidega salytyje su
oru esant kambario temperatiirai. Bandymo metodika taikytina dujoms, skys¢iams ir garams, kurie ore gali
uzsidegti susiliete su karStu pavirSiumi.

Uzsidegimo temperatiira gali Zymiai sumazéti, jei yra kataliziniy priemaiSy, dél pavirSiaus medziagos arba
dél didesnio bandymo indo tirio.

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Uzsidegimo laipsnis iSreikiamas uzsidegimo temperatiira. UZsidegimo temperatiira yra maZiausia tempera-
tira, kurioje bandomoji medziaga uzsidega, sumaiSyta su oru esant bandymo metode apibréztoms
salygoms.

ETALONINES MEDZIAGOS

Etaloninés medziagos nurodytos standartuose (Zr. 1.6.3). Jos pirmiausiai turi biti naudojamos tikrinti
metodo veikimg ir lyginti rezultatus, gautus taikant kitus metodus.

METODO ESME

Taikant §j metoda nustatoma maziausia gaubto vidinio pavir$iaus temperatiira, kurioje uzsidega po gaubtu
jpurkstos dujos, garai arba skystis.

KOKYBES KRITERIJAI

Pakartojamumas kinta atsizvelgiant | uzsidegimo temperatiiros intervalg ir taikyta metoda.
Jautrumas ir specifiskumas priklauso nuo taikyto bandymo metodo.

METODO APRASYMAS

Aparatiira

Aparatas apradytas 1.6.3 nurodytame metode.

Bandymo sglygos

Bandomosios medziagos bandinys yra bandomas pagal 1.6.3 nurodytg metoda.
Bandymo eiga

Zr. IEC 79-4, DIN 51794, ASTM-E 659-78, BS 4056, NF T 20-037.
DUOMENYS

UzraSykite bandymy temperatiira, atmosferos slégi, naudota bandinio kickj ir bandinio uZsidegimo
vélinimosi trukme.
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

ATASKAITA

[

J

i jmanoma, bandymy ataskaitoje turi bati tokia informacija:

— tiksli medziagos specifikacija (identifikavimas ir priemaisos),

— naudotas bandinio kiekis, atmosferos slégis,

— naudota apatatiira,

— matavimy rezultatai (bandymy temperatiira, uzsidegimo rezultatai, atitinkamy vélinimosi trukmé),
— visos papildomos pastabos, kurios biity svarbios aiskinant rezultatus.

NUORODOS

Néra.

A.16. KIETUJU MEDZIAGU SANTYKINE UZSIDEGIMO TEMPERATURA

METODAS
[VADAS

Siuo bandymu neturi biiti bandomos sprogiosios medziagos ir medziagos, kurios salytyje su oru uzsidega
kambario temperatiiroje.

Sio bandymo tikslas — gauti iSanksting informacija apie kietyjy medZiagy uZsidegima aukstesnéje tempera-
taroje.

Jei medziagos reakcijos su deguonimi arba egzoterminio jos skilimo metu susidariusi $iluma aplinkoje
issisklaido nepakankamai greitai, dél savaiminio ikaitimo jvyksta uzsidegimas. Taigi, uZsidegimas jvyksta, kai
Silumos susidarymo greitis yra didesnis nei jos netekimo greitis.

Bandymo metodika yra naudinga kaip iSankstinis kietyjy medziagy atrankos bandymas. Atsizvelgiant |
sudétinga kietyjy medziagy uzsidegimo ir degimo prigimtj, $iuo metodu nustatyta uZsidegimo temperatiira
turi biiti taikoma tik palyginimui.

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Pagal §j metodg nustatyta uzsidegimo temperatiira yra maziausia aplinkos temperatiira, iSreiksta °C, kurioje
tam tikras medziagos kiekis uzsidega apibréztomis salygomis.

ETALONINES MEDZIAGOS
Nenurodytos.
METODO ESME

Tam tikras bandomosios medziagos kiekis kambario temperatiiroje dedamas i krosnj; uzrasoma bandinio
viduje matuojamos temperatiiros kitimo laike kreive, krosnies temperatiira 0,5 °C/min sparta didinant iki
400 °C arba iki lydymosi temperatiiros, jei ji Zemesné. Siame bandyme krosnies temperatiira, kurioje
bandinio temperatiira pasiekia 400 C dél savaiminio jkaitimo, vadinama uzsidegimo temperatiira.
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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.

KOKYBES KRITERIJAI
Néra.
METODO APRASYMAS

Aparatiira

Krosnis

Laboratoriné krosnis (tiris apie 2 litrus), kuri turéty programuojama temperatiiros reguliavima ir kurioje
biity savaiminé oro cirkuliacija bei sprogimo slégio mazinimo voztuvas. Norint i§vengti galimo sprogimo
pavojaus, bet kokios skilimo metu susidarancios dujos turi nepatekti ant elektriniy kaitinimo elementy.

Kubas is vielos tinklelio

I$ nerfidijancio plieno pagamintas vielos tinklelis su 0,045 mm akutémis turi biti supjaustytas pagal 1
paveiksle pateikta pavyzdj. Tinklelis turi bati sulankstytas kubu su atviru virSumi ir sutvirtintas viela.

Termoelementai

Tinkami termoelementai.

Savirasis

Bet koks dviejy koordinaciy savirasis, kalibruotas nuo 0 °C iki 600 °C arba pagal atitinkama jtampa.
Bandymo salygos

Medziagos bandomos tokios, kokios yra gaunamos.

Bandymo eiga

Kubas pildomas bandomaja medziaga ir $velniai tapsnojant jos dedama daugiau, kol kubas visiskai
prisipildo. Toliau kubas kambario temperatiroje pakabinamas krosnies viduryje. Vienas termoelementas
dedamas kubo viduryje, o temperatiirai krosnyje registruoti kitas termoelementas dedamas tarp kubo ir
krosnies sienos.

Krosnies ir bandinio temperatiira nuolat uzraSoma, krosnies temperatiira 0,5 °C/min sparta didinant iki
400 °C arba iki lydymosi temperatiiros, jei ji yra Zemesneé.

Kai medziaga uZsidega, bandinyje esantis termoelementas rodys labai staigy temperatiiros didéjima palyginti
su krosnies temperatira.

DUOMENYS

Norint vertinti, svarbu zinoti krosnies temperatiira, kurioje bandinio temperatiira dél jo savaiminio jkaitimo
pasickia 400 °C (zr. 2 paveiksla).

ATASKAITA

Jei jmanoma, ataskaitoje turi bati tokia informacija:
— bandyti pateiktos medziagos apibiidinimas,
— matavimo rezultatai, jskaitant temperattiros kitimo laike kreive,

— visos papildomos pastabos, kurios biity svarbios aiskinant rezultatus.
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4. NUORODOS

(1) NF T 20-036 (September 85). Chemical products for industrial use. Determination of the relative
temperature of the spontaneous flammability of solids.

1 paveikslas

20 mm bandymo kubo pavyzdys
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Tipiska temperatiiros kitimo laike kreivé
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

A.17. OKSIDACINES SAVYBES (KIETOSIOS MEDZIAGOS)

METODAS

[VADAS

Pries atlickant §j bandyma naudinga turéti iSanksting informacija apie bet kurias medZiagos potencialias
sprogumo savybes.

Sis bandymas netaikomas skys¢iams, dujoms, sprogstamosioms arba labai degioms medziagoms arba
organiniams peroksidams.

Sio bandymo atlikti nereikia, jei struktiirinés formulés analizé leidzia pagristai neabejoti, kad medziaga
negali egzotermiskai reaguoti su degigja medziaga.

Norint isiaiskinti, ar bandymas turi biti atlickamas taikant ypatingas saugumo priemones, turi biti
daromas iSankstinis bandymas.

APIBREZIMAS IR VIENETAI

Degimo trukmé: reakcijos laikas, kurj reakcijos zona sklinda palei kravele, bandyma atlickant pagal 1.6
aprasyta metodikg.

Degimo greitis: iSreikstas milimetrais per sekunde.

Didziausias degimo greitis: degimo greiio didZiausia verté, gauta deginant misinius, kuriuose oksidatorius
sudaro nuo 10 % iki 90 % miSinio masés.

ETALONINE MEDZIAGA

Bandyme ir iSankstiniame bandyme kaip etaloniné medziaga naudojamas bario nitratas (analiziSkai grynas).

Etaloninis miSinys yra toks bario nitrato ir celiuliozés milteliy misinys, paruostas pagal 1.6, kurio degimo
greitis yra didZiausias (paprastai tai miinys, kuriame bario nitrato yra 60 % masés).

METODO ESME

Iankstinis bandymas atlickamas saugos tikslais. Toliau bandyti nereikia, jei iSankstiniu bandymu nustatoma,
kad bandomoji medZiaga turi oksidaciniy savybiy. Jei taip néra, su medZziaga turi bati atliktas visas
bandymas.

Atliekant visa bandyma, bandomoji medziaga ir atitinkama degioji medziaga maiSomos jvairiais santykiais.
1§ kiekvieno misinio paruoSiama kravelé, kuri viename gale padegama. Nustatytas didZiausias degimo greitis
lyginamas su etaloninio misinio didZiausiu degimo greiciu.

KOKYBES KRITERIJAI

Jei reikia, tinka bet kuris malimo ir maiymo budas su salyga, kad $esiy atskiry bandymy didziausio
degimo greitis nuo aritmetinio vidurkio vertés skiriasi ne daugiau kaip 10 %.
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1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.3.

1.6.2.

1.6.2.1.

METODO APRASYMAS

Paruosimas

Bandomoji medziaga

Bandinj smulkinkite, kad daleliy dydis biity < 0,125 mm pagal tokiag metodika: bandomajg medziaga
sijokite, likusigja dalj malkite ir vél sijokite, kol per sieta iSsijojamas visas bandinys.

Galima taikyti bet kokj malimo ir sijojimo bida, kuris atitikty kokybés kriterijus.

Prie§ ruosiant misinj medziaga idZiovinama 105 °C temperatiiroje iki pastoviosios masés. Jei bandomosios
medziagos skilimo temperatiira yra mazesné kaip 105 °C, medziaga turi bati i§dziovinta atitinkamoje
mazesnéje temperatiiroje.

Degiosios medZiagos

Degioji medziaga yra celiuliozés milteliai. Celiuliozés rasis turi atitikti plonasluoksnéje chromatografijoje
arba kolon¢linéje chromatografijoje naudojamag celiulioz¢. Tinkama nustatyta celiuliozés rasis, kurios
daugiau kaip 85 % plauseliy ilgis yra nuo 0,020 iki 0,075 mm. Celiuliozés milteliai sijojami per sieta,
kurio akuciy dydis 0,125 mm. Visa bandyma turi biti naudojama celiuliozé i§ tos pacios partijos.

Prie§ ruosiant misinj celiuliozés milteliai dZiovinami 105 °C temperatiiroje iki pastoviosios masés.

Jei iSankstiniam bandymui naudojami medienos miltai, ruodiami spygliuoc¢iy medienos miltai, surinkus ta
dali, kuri nusisijoja per 1,6 mm dydzio akuciy sieta, ji gerai sumaiSoma, po to ne didesnis kaip 25 mm
storio sluoksnis keturias valandas dziovinamas 105 °C temperatiiroje. AtSaldoma ir laikoma sandariame
inde, ji pripildzius kuo pilniau, kol reikés naudoti, geriausiai per 24 valandas po dZiovinimo.

Padegimo Saltinis

Padegimo 3altiniu turi bati naudojama karSta dujy degiklio liepsna (maziausias skersmuo 5 mm). Jei
naudojamas kitas uzdegimo Saltinis (pvz., bandant inertiniy dujy atmosferoje), bitina pateikti aprasyma ir
pagrindima.

Bandymo eiga
Pastaba:

Oksidatoriy misiniai su celiulioze arba medienos miltais turi bati laikomi potencialiai sprogiais misiniais ir
su jais turi bati elgiamasi kiek galima atsargiau.

ISankstinis bandymas

I3dziovinta medziaga gerai sumaiSoma su iSdziovinta celiulioze arba medienos miltais imant 2 masés dalis
bandomosios medziagos ir 1 masés dalj celiuliozés arba medienos milty ir misinys, pripildant be plikimo
kiigio formos 3ablong (pvz., laboratorinj stiklinj piltuva, uzkimsus jo kojele), formuojamas | kigio formos
kravele, kurios matmenys 3,5 cm (pagrindo skersmuo) x 2,5 cm (aukstis).

Kriivele dedama ant Saltos nedegios, neakytos ir blogai siluma praleidziancios pagrindo plokstés. Bandymas
turi bti atliktas traukos spintoje, kaip aprasyta 1.6.2.2.

Padegimo Saltiniu prisilieCiama prie kigio. Stebimas ir uZraomas vykstancios reakcijos intensyvumas ir
trukme.

Jei reakcija vyksta intensyviai, medziaga turi bati laikoma oksiduojancia.

Kiekvienu atveju, jei kyla abejoniy, bitina atlikti toliau aprasyta bandiniy eilés bandyma.
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1.6.2.2.

Bandiniy eilés bandymas

Paruoskite oksidatoriaus ir celiuliozés misinius, kuriuose oksidatoriaus kiekis kinta kas 10 % nuo 10 % iki
90 % mases. Norint degimo greicio didZiausia verte gauti tiksliau, krastiniams atvejams turi biiti naudojami
tarpinés sudéties oksidatoriaus ir celiuliozés misiniai.

Kriivelei paruosti naudojama forma. I$ metalo pagaminta forma yra 250 mm ilgio, o jos skerspjavis yra
trikampis, kurio vidinis auks$tis 10 mm ir vidinis ilgis 20 mm. Abejose formos pusése isilgine kryptimi
tvirtinamos dvi $oninés metalines plokstes, kurios yra 2 mm aukstesnes nei virdutinis trikampio skerspjivio
krastas (zr. paveikslg). Sis jtaisas pripildomas misinio, jo neplukant ir jpilant nedidelj pertekliy. Forma viena
kartg numetama i§ 2 cm aukscio ant kieto pavirsiaus, o medziagos perteklius nubraukiamas jstrizai pasukta
plokstele. Soninés plokstés nuimamos ir like milteliai lyginami velenéliu. Po to ant formos virsaus
uzdedama nedegi, neakyta ir blogai $ilumg praleidZianti pagrindo ploksté, jtaisas apverciamas ir forma
nuimama.

Kriivele dedama | traukos spinta skersai traukos krypciai.

Oro greitis turi bati pakankamas, kad dimai negaléty patekti j laboratorija, ir bandymo metu turi nesikeisti.
Apie jtaisg turi baiti jtaisytas nuo traukimo saugantis ekranas.

Kadangi celiuliozé ir kai kurios bandomosios medziagos yra higroskopiskos, bandymas turi biiti atlickamas
kiek jmanoma greiciau.

Vieng kravelés gala padekite, prikise prie jo liepsna.

Po to, kai reakcijos zona jveikia pradinj 30 mm atstumg, matuokite reakcijos trukm¢ 200 mm atstumu.

Bandymas atlickamas su etalonine medziaga ir bent vieng karta su kiekvienu i§ bandomosios medziagos
misiniy su celiulioze.

Jei nustatoma, kad didZiausias degimo greitis yra Zymiai didesnis nei etaloninio misinio didziausias degimo
greitis, bandymas gali bati nutrauktas; prieSingu atveju bandymas turi bati pakartotas penkis kartus su
kiekvienu i§ trijy miSiniy, kuriems gautas didZiausias degimo greitis.

Jei kyla jtarimas, kad rezultatas yra klaidingai teigiamas, bandymas turi bati pakartotas vietoje celiuliozés
naudojant inertiska medziaga, kurios daleliy dydis baty panaSus, pvz., diatomita. Be to, bandomosios
medziagos ir celiuliozés misinys, kurio degimo greitis yra didZiausias, turi biti pakartotinai isbandytas
inertiskoje atmosferoje (deguonies < 2 % pagal tarj).

DUOMENYS

Saugos tikslais turi bati laikoma, kad didZiausias degimo greitis, o ne jo vidutine verté yra bandomosios
medziagos oksidacines savybes apibfidinantis parametras.

Vertinant imama didZiausia degimo greicio verté, gauta atlikus $esis atitinkamo miinio bandymus.

Nubrézkite kiekvieno misinio didziausiojo degimo greicio priklausomybés nuo oksidatoriaus koncentracijos
kreive. 1§ kreives nustatykite didZiausiaja degimo greicio verte.

Sesios i$matuotos degimo greicio vertés, gautos atliekant bandymus su misiniu, kuriam nustatytas
didziausias degimo greitis, turi nesiskirti nuo aritmetinio vidurkio vertés daugiau kaip 10 %; kitu atveju
turi bati patobulinti malimo ir maiSymo metodai.

Gautg didziausigjj degimo greitj palyginkite su etaloninio misinio didziausiuoju degimo greiciu (zr. 1.3).

Jei bandymai atlickami inertiskoje atmosferoje, didZiausias reakcijos greitis lyginamas su etaloninio misinio
degimo inertiskoje atmosferoje didziausiu greiciu.
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3.2

ATASKAITA
BANDYMU ATASKAITA

Jei jmanoma, bandymy ataskaitoje turi bati tokia informacija:

— bandomosios medziagos identifikavimas, sudétis, grynumas, drégmeés kiekis ir t.t.;
— kiekvienas bandinio apdorojimo btidas (pvz., malimas, dZiovinimas,...);

— bandymuose naudotas uzdegimo $altinis;

— matavimy rezultatai;

— reakcijos pobidis (pvz., degimas plitipsniais pavirSiuje, degimas visoje bandinio mas¢je, visa informacija
apie degimo produktus,...);

— visos papildomos pastabos, kurios biity svarbios aiskinant rezultatus, jskaitant degimo intensyvumo
apraSyma (liepsnojimas, kibirks¢iavimas, rikimas, létas rusenimas ir t.t) ir apytikre degimo trukme,
nustatytg iSankstiniame saugos (atrankos) bandyme bandomajai ir etaloninei medziagoms;

— bandymy su inertiska medziaga rezultatai, jei yra;

— bandymy inertiskoje atmosferoje rezultatai, jei yra.

REZULTATU AISKINIMAS

Laikoma, kad medZiaga yra oksiduojanti, jei:

a) iSankstinio bandymo reakcija vyksta intensyviai;

b) atliekant i§samy bandyma bandomyjy misiniy degimo greitis yra didesnis arba lygus celiuliozés ir bario
nitrato etaloninio misinio didZiausiajam degimo greiciui.

Norint i§vengti klaidingai teigiamy rezultaty, juos aiSkinant turi bati atsizvelgta i rezultatus, gautus atlickant
medziagos miSiniy su inertiSka medzZiaga bandymus ir (arba) inertiskoje atmosferoje atlikty bandymy
rezultatus.

NUORODOS

(1) NF T 20-035 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the oxidizing
properties of solids.



13/11 t. LT Europos Sajungos oficialusis leidinys 363

Priedélis

Paveikslas
Kravelei ruosti naudojama forma ir priedai

(visi matmenys milimetrais)
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Formos ilgis: 250 mm
MedZiaga: aliuminis
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A.

/1.

B DALIS: TOKSISKUMO NUSTATYMO METODAI

BENDRASIS IVADAS: B DALIS

IVADAS

bendraji jvada.

B. APIBREZIMAI

iii)

Uminis toksiSkumas apima nepageidaujamus poveikius, pasireiskiancius per nustatyta laika (paprastai 14 dieny)
jvedus vieng medziagos dozg.

LD, (medianiné mirtina doz¢) — tai statistiskai apskai¢iuojama viena medziagos dozé, kai manoma, kad ji gali bati
ziities priezastimi 50 % doze gavusiy gyviiny. LD verté yra iSreiskiama tirlamosios medziagos svorio ir tiriamo
gyviino svorio vieneto (miligramai vienam kilogramui) santykiu.

LC,, (medianiné¢ mirtina koncentracija) — tai statistiskai apskaiciuojama medziagos koncentracija, kai manoma, kad
ji gali bati Zdties priezastimi poveikio metu arba per nustatyta laikg po poveikio 50 % doz¢ gavusiy gyviny. LC,,
verté yra iSreiskiama tiriamosios medziagos svorio ir standartinio oro tirio santykiu (miligramai litre).

Neigiamo poveikio nesukelianti dozé — tai maksimali dozé arba poveikis, naudojamas bandyme, sukeliantis
toksiskumo pozymius, kuriy negalima aptikti.

Poiimis/apylétis toksiSkumas apima nepageidaujamus poveikius, pasireiskiancius eksperimentiniams gyviinams dél
kartotinos kasdieninés chemikalo dozés arba poveikio trumpa jy gyvenimo laikotarpj.

Maksimali toleruojama dozé (MTD) — tai didZiausia dozé, sukelianti toksiskumo pozymius gyviinams, kuri neturi
didesnio poveikio islikimui, atsizvelgiant j bandyma, kuriam ji yra naudojama.

Odos dirginimas — tai griztamyjy uzdegiminiy pokyciy odoje sukélimas, paveikus tiriamaja medziaga.

Akiy dirginimas — tai griztamyjy poky¢iy akyje sukélimas, paveikus tiriamaja medziaga priekinj akies pavirsiy.

Odos jautrinimas (sensibilizavimas) (alerginis kontaktinis dermatitas) — tai imuniniu biidu pakeista odos reakcija j
medZiaga.

Specialils inhaliacinio toksiskumo sgvoky apibrézimai

aerozolis apibréziamas kaip dalelés (kietosios ir(arba) skystosios), tolygiai iSsisklaidZiusios ore,

aerodinaminis skersmuo — tai vienetinio tankio sferos skersmuo (1g/cm?), kurios galutinis stabilizacijos greitis toks
pat kaip nagriné¢jamosios dalelés,

masés medianinis aerodinaminis skersmuo (MMAD) — tai apskaiciuotas aerodinaminis skersmuo, dalijantis
aerozolio pasiskirstyma pusiau, kai matuojama mase,

geometrinis standartinis nuokrypis (GSD) — tai jvertinty 84 procentiliy ir 50 procentiliy santykis, kuris nurodo
kumuliaciniy daleliy dydzio pasiskirstymo kreivés statuma, tariant, kad daleliy pasiskirstymas log normalus.
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Specialiis fiksuotyjy doziy darbo eigos sgvoky apibréZimai, nustatant fimy oralinj toksiskumg

— Aiskus toksiSkumas nurodo toksiska poveikj, matoma jvedus tiriamosios medziagos, kurio stiprumas yra toks, kad
kitos didesnés dozés jvedimas galéty buti Zities priezastimi,

— Diskriminaciné dozé — tai didziausia i$ keturiy fiksuoty doziy, kuri gali biti jvedama nesukeliant mirStamumo dél
cheminio junginio (taip pat ir humaniskas nuzudymas).

C. MUTAGENISKUMAS (taip pat kancerogeniskumo pirminés atrankos bandymas)

ISankstiniam galimo medZiagos mutageniskumo jvertinimui reikia gauti informacijos apie dvi galutinio tikslo kategorijas,
batent, geny mutacijg ir chromosomy aberacijas.

Sie du galutiniai tiksliai yra jvertinami Siais bandymais:

i) Bandymai, sukeliantys geno (tasko) mutacijas prokarioto lastelése, pavyzdziui, Salmonella typhimurium; taip pat
priimtini bandymai, naudojant Escherichia coli. Vieno i§ iy dviejy organizmy pasirinkima gali nulemti svarbiausios
chemikalo, kuris turi bati bandomas, savybés.

ii) Bandymai, sukeliantys in vitro iSauginty Zinduoliy lasteliy chromosomy aberacijas; taip pat priimtinas ir in vivo
metodas (kauly ¢iulpy lasteliy mikrobranduolinis bandymas arba metafaziné analizé). Taciau jeigu néra kontraindika-
cijy, tinkamiausi laikomi in vitro metodai.

D. DUOMENU VERTINIMAS IR AISKINIMAS

Rezultaty, gauty bandymus atliekant su gyvinais ir in vitro, ekstrapoliavimui tiesiogiai Zmogui yra taikomi tam tikri
apribojimai ir i tai turi bati atsizvelgiama, kaip vertinami ir aiSkinami bandymo rezultatai.

[rodymai (jei juos jmanoma gauti ) apie Zmogui sukeliamus poveikius, gali bati pagrindas nustatant cheminiy medziagy
galimg poveikj Zmonéms..

E. LITERATURA

Toksikologija — tai besivystanti eksperimentiné mokslo 3aka, ir kiekvienu klausimu apstu literattiros. Svarbios informa-
cijos galima rasti OECD Test Guidelines.

Papildomos pastabos

Gyviiny prieZiiira

Toksiskumo bandymuose labai svarbu griezta aplinkosaugos salygy ir tinkamos gyviiny priezitiros kontrolé.

i) Laikymo salygos

Aplinkos salygos eksperimentiniy gyviiny patalpose arba aptvaruose turéty biiti tinkamos bandomai riisiai. Ziurkéms,
peléms ir jiry kiaulytéms tinkamos salygos yra tos, kai kambario temperatiira 22 * 3°C, santykiné drégmé — nuo
30 iki 70 %; triuSiams temperatiira turéty bati 20 + 3°C, santykiné¢ drégmé — nuo 30 iki 70 %.

Tam tikros riisies eksperimentiné technika yra ypa¢ jautri temperatiros poveikiams, ir tokiais atvejais j bandymo
metodo apraSyma jtraukiamas isamus atitinkamy salygy apibtidinimas. Visuose toksiskumo poveikiy tyrimuose
temperatiira ir drégnumas turéty bati stebimi, registruojami ir jtraukiami i galuting bandymo ataskaita.
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ii)

Jeigu 3viesa yra dirbting, ji paprastai turéty bati jjungiama tokia tvarka: 12 valandy $viesos, 12 valandy tamsos.
[§samus $viesos rezimo apibiidinimas turéty bati uZregistruotas ir jtraukiamas i galuting bandymo ataskaita.

Bandymy su gyvinais ataskaitoje yra svarbu nurodyti naudoty narveliy ragj ir kiekviename narvelyje gyvenanciy
gyviny skaiciy tieck poveikio cheminémis medziagomis metu, tiek ir po to einanciu stebéjimo laikotarpiu.

Sérimo salygos

Sérimas turéty atitikti visus mitybos reikalavimus bandomai gyviiny riiiai. Jeigu tiriamosios medziagos yra jvedamos
gyvinams kartu su pasaru, maistiné verté gali bati sumazinama suderinant medziaga ir sudétines pasaro dalis.

[ tokios reakcijos galimybe turéty biti atsiZvelgiama nagrinéjant bandymo rezultatus.

Paare esanciy terSaly, kurie Zinomi galintys turéti jtakos toksiskumui, koncentracijos neturéty biti interferencinés.

Gyviiny gerové

Detalizuojant bandymo metodus tinkamas démesys buvo skiriamas gyviny gerovei. Toliau trumpai pateikiami keli
pavyzdziai, $is sgrasas néra i§samus. Metody aprasyme turéty biti pateikiamos tikslios formuluotés ir(arba) salygos

Umaus oralinio toksiskumo nustatymui taikomas alternatyvus metodas ,fiksuoty doziy procedira“. Taikant Sig
procediirg Ziitis néra specialus galutinis tikslas. Siam metodui reikia maZesnio gyviiny skaiciaus ir sukeliama maziau
skausmo ir kancios negu atliekant klasikinj imaus oralinio toksiskumo nustatyma.

Naudoty gyviiny skaicius sumazinamas iki moksliskai priimtino minimumo: B.1 ir B.3 metodais tik penki tos pacios
lyties gyviinai tiriami viena doze; tik 10 gyviny (ir tik 5 neigiamai kontrolinei grupei) naudojami nustatant odos
jautrinima (sensibilizavima) vykdant jiry kiauly¢iy maksimizacijos bandyma (B.6 metodas); gyviny, reikalingy
teigiamai kontrolei, kai mutageniskumas bandomas in vivo, skaiCius taip pat sumazinamas (B.11 ir B.12 metodai).

Gyviiny kenciamas skausmas ir kancios bandymy metu yra mazinami iki minimumo: gyviinus, turincius stiprius ir
ilgalaikius kancios ir skausmo pozymius, reikia humaniskai nuzudyti; tiriamyjy medziagy dozavimo bandymai
neturéty bati atliekami su medziagomis, kurios Zinomos kaip galincios sukelti skausmg ir kancias dél jy ésdinanciy
(ardanciy) arba dirginanciy savybiy (B.1, B.2 ir B.3 metodai).

Bandymy naudojant netinkamai dideles dozes, i§vengiama atlickant ribinius bandymus ne tik Gminio toksiskumo
bandymuose (B.1, B.2 ir B.3 metodai), bet taip pat ir mutageniskumo bandymuose in vivo (B.11 ir B.12 metodai).
Dirginimo bandymy strategija dabar sudaro galimybes nevykdyti bandymo arba jj atlikti tik su vienu gyviinu, jeigu
galima pateikti pakankamai moksliniy jrodymy.

Tokie moksliniai jrodymai gali biti pagrindziami medziagos fizikinémis cheminémis savybémis, jau atlikty bandymy
rezultatais arba gerai pagristais bandymy in vitro rezultatais. PavyzdZiui, jeigu Giminio toksiSkumo bandymas per oda
buvo atliktas taikant medziagos ribing doze (B.3 metodas) ir nebuvo nustatyta odos sudirginimo, gali nebereikéti toliau
tirti odos dirginimo (B.4 metodas); medziagos, pasizyméjusios akivaizdziu ardymu (édamumu) arba stipriu odos
sudirginimu atliekant odos dirginimo bandymg (B.4 metodas), neturéty biti toliau bandomos akiy dirginimo bandymais
(B.5 metodas).
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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. UMINIS TOKSISKUMAS (ORALINIS)

METODAS

[VADAS

7r. bendraja jvadine B (A) dalj.

APIBREZIMAI

Zr. bendrgjg jvading B (B) dalj.

ETALONINES MEDZIAGOS

Néra.

BANDYMO METODO ESME

Tiriamoji medziaga skiriama vartoti per burng ja jvedant zondu pamatuotomis dozémis kelioms eksperi-
mentiniy gyviny grupéms, viena dozé — vienai grupei. Doziy pasirinkimas gali bati pagrindziamas
eksponometrinio bandymo rezultatais. Véliau renkami duomenys apie poveikj ir nugai§imo atvejus.
Gyviinams, nugaiusiems bandymo metu, yra atlickama autopsija, ir uzbaigus bandyma, atlickama likusiy
gyvy gyviny autopsija. Pirmiausia $is metodas yra tiesiogiai skiriamas bandymams su grauzikais.

Gyvinus, kurie turi aiskiy ir ilgalaikiy kancios ir skausmo pozymiy, reikia humaniskai nuzudyti. Jeigu
zinoma, kad dél medziagy, naudojamy dozavimo bandymuose, gali kilti skausmas ir kancia dél jy ardanciy
(ésdinanciy) arba dirginanciy savybiy, tokie bandymai neturéty biti atlickami.

KOKYBES KRITERIJAI

Néra.

BANDYMO METODO APIBUDINIMAS

Pasirengimas

Gyvinai yra laikomi eksperimentinémis laikymo ir $érimo salygomis ne trumpiau kaip penkias dienas iki
bandymo pradzios. Pries bandyma sveiki jauni suauge gyviinai yra randomizuojami ir paskiriami | poveikio
grupes. Jeigu reikia, méginys istirpinamas arba suspenduojamas atitinkamame tirpiklyje. Rekomenduojama,
jeigu tik jmanoma, pirmiausia naudoti vandeninj tirpala, po to augalinio aliejaus tirpala, po to istirpinant
bet kokiame tirpiklyje arba suspensijoje. Jeigu tai nevandeniniai tirpikliai, turéty bati Zinomos atitinkamos
tirpiklio toksiskumo charakteristikos arba jos turéty bati nustatomos prie§ bandyma arba jo metu.
Grauzikams paprastai Sis tiris neturéty virSyti 10 ml/kg kiino svorio, i§skyrus vandeninius tirpalus, kuriy
gali bati naudojama 20 ml/kg. Bandomo tairio jvairavimas turéty biti mazinamas koreguojant koncentra-
cija, kad buty uztikrinamas pastovus visy doziy tiris.

Bandymo salygos

Eksperimentiniai gyviinai

Jeigu néra kontraindikacijy, pirmenybé atiduodama Ziurkéms.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Turéty bati pasirenkamos placiai naudojamos laboratorinés gyviiny rasys. Bandymo pradzioje kiekvienos
lyties naudoty gyviiny svorio pokycio jvairavimas neturéty virSyti £ 20 % atitinkamo vidutinio svorio.

Skaicius ir lytis

Kiekvienai dozei yra naudojama ne maziau kaip septyni grauzikai. Jie visi turéty bati tos pacios lyties.
Patelés turi biiti neturéjusios jaunikliy arba nevaikingos. Turint informacijos, kad kuri nors lytis yra daug
jautresné, dozé turety bati skiriama tai lyciai.

Pastaba: Atlickant Giminio toksiskumo bandymus su aukstesniaisiais negu grauzikai gyvunais, turéty bati
apsvarstoma galimybé naudoti mazesnj jy skaiciy.

Dozés turéty biti atidziai renkamos, ir reikéty déti visas pastangas nevirSyti vidutiniskai toksisky doziy.
Tokiuose bandymuose turéty biiti vengiama jvesti mirtinas tiriamosios medziagos dozes.

Dozés

Ju turéty bati pakankamai, ne maziau kaip trys, ir atitinkamai paskirstyty, kad susidaryty tiriamosios
grupés, turincios atitinkama toksisko poveikio intervalg ir mirStamumo procenta. Duomeny turéty biti tiek,
kad biity galima sudaryti dozés ir reakcijos kreive ir, jeigu jmanoma, galima biity nustatyti LD, .

Ribinis bandymas

Jeigu naudojami grauzikai, ribinis bandymas skiriant vienag doz¢, ne mazesng¢ kaip 2 000 mg/kg kiino
svorio, gali biti atlickamas penkiy patinéliy ir penkiy pateliy grupei pagal pirmiau apibidintg darbo eigg.
Jeigu cheminis junginys yra nugaiSimo prieZastis, reikéty apsvarstyti, ar nereikéty atlikti i§samy bandyma.

Stebéjimo laikotarpis

Steb¢jimo laikotarpis turéty bati ne trumpesnis kaip 14 dieny. Tadiau stebéjimy trukmé neturéty bati
grieZtai nustatoma. Ji turéty biti nustatoma pagal toksines reakcijas, jy pasireiskimo daznumg ir sveikimo
trukme; todél ji gali bati pailginama, jeigu laikoma, kad tai reikalinga. Svarbu yra laikas, per kurj
toksiskumo pozymiai atsiranda ir i§nyksta, taip pat nugaiSimo laikas, ypac¢ jeigu yra tendencija, kad Zatis
istinka véliau.

Darbo eiga

Gyviinams prie§ jvedant i organizma med#iaga neturéty biiti duodama pasaro. Ziurkéms pasaro turéty biiti
neduodama nakciai; gyviinams, kuriy metabolizmas yra didesnis, paskiriamas trumpesnis laikotarpis be
pasaro; vandens kiekis neribojamas. Kita diena gyviinai turéty bati sveriami ir tada viena dozé tiriamosios
medziagos per virskinimo trakta jvedama zondu. Jeigu vienos dozés jvesti nejmanoma, dozé gali bati
duodama mazesnémis dalimis per laika, kuris nevir$ija 24 valandy. lvedus medZziaga, pasaro gali bati
neduodama dar tris ar keturias valandas. Jeigu dozé jvedama dalimis per tam tikra laikotarpi, gali reikéti
gyviinams duoti paSaro ir vandens, atsizvelgiant i to laikotarpio trukme.

[vedus medziaga, atlickami ir metodiskai uZraSomi steb¢jimai, uzraSomi duomenys apie kiekviena atskirg
gyvina. Pirma dieng steb¢jimai turéty biti vykdomi daznai.

Kruopstus klinikinis tyrimas turéty bati atliekamas ne reciau kaip viena karta kiekviena darbo diena, kiti
steb¢jimai turéty biti atlickami kiekvieng dieng, imantis atitinkamy veiksmy, dél kuriy dél bandymo
prarandamy gyviny skaiCius bty maZesnis, pvz., rasty negyvy gyviny autopsija ir silpny arba gaistanciy
gyviny izoliavimas arba nuzudymas. Turéty biti stebimi odos ir kailio, akiy ir gleivinés pasikeitimai, taip
pat respiratorinés, kraujo, autonominés ir centrinés nervy sistemy ir somatomotorinés veiklos ir elgsenos
pasikeitimai. Ypatingas démesys turéty bati skiriamas tremory, konvulsijy, salivacijos, diaréjos, letargo,
miego ir komos stebéjimams. Nugai§imo laikas turéty bati uzraSomas kaip galima tiksliau.

Gyviinams, kurie nugaiSo bandymo metu ir kurie iliko gyvi dél bandymo nutraukimo, yra atlickama
autopsija. Visi dideli patologiniai pokyc¢iai turéty bati registruojami. Jeigu nurodyta, turéty bati paimami
audiniai histopatologiniam i$tyrimui.
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Priesingos Iyties toksiskumo jvertinimas

Uzbaigus bandyma su viena lytimi, ne maZesnei kaip penkiy priesingos lyties gyviiny grupei jvedama dozé,
kad bity nustatyta, ar Sios lyties gyviinai yra daug jautresni tiriamajai medZziagai. Tai, kad naudojamas
mazesnis kiekis gyviny, gali buti pagrindziama individualiomis aplinkybémis. Jeigu galima gauti pakanka-
mai informacijos jrodyti, kad tiriamos lyties gyviinai yra daug jautresni, galima apsieiti be prieSingos lyties
gyviny bandymo.

DUOMENYS

Duomenys turéty bati apibendrinami lentelése, kiekvienai tiriamai grupei nurodant gyviny skaiciy bandy-
mo pradzioje, kickvieno gyvino nugaisimo laika, gyviiny, turinciy kitokius toksiskumo pozymius, skaiciy,
pateikiant toksisko poveikio ir autopsijos rezultaty apraSyma. Turéty biti nustatomas kiekvieno gyviino
svoris ir uZregistruojamas prie§ pat jvedant tiriamaja medziaga, po to kas savait¢ ir nugai§imo metu. Turéty
bati apskai¢iuojami ir uZregistruojami svorio pasikeitimai, jeigu iSgyvenama ilgiau negu viena diena.
Gyviinai, kurie humaniskai nuZzudomi dél cheminio junginio sukeliamy kanéiy ir skausmo, yra uzregistruo-
jami kaip nugaiSimo atvejai, kuriy prieZastis — cheminis junginys. LD, gali blti nustatomas pripaZintu
metodu. | duomeny vertinima turéty jeiti sarysis, jeigu toks yra, tarp gyviny, paveikty tiriamaja medziaga,
ir visy specifiniy rodikliy daznumo ir stiprumo, taip pat ir elgsenos bei klinikiniy parodymy, didesniy
audiniy pakitimy, kiino svorio pasikeitimy, Zities ir kity toksikologiniy poveikiy.

ATASKAITOS PATEIKIMAS

BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, turéty biti pateikiama tokia informacija:
— rasis, veisle, gyviiny tiekéjas, aplinkos salygos, pasarai ir pan.

— bandymo salygos,

— dozés (nurodant tirpiklj, jeigu naudojamas, ir koncentracija),

— gyviny, kuriems jvestos dozés, lytis,

— duomeny lentelés pagal lytj ir dozes (t. y. nugaiusiy ar bandymo metu nuzudyty gyviny skaicius,
toksiskumo pozymiy turin¢iy gyviiny skaicius, paveikty gyviiny skaicius),

— nugais§imo laikas jvedus dozg, priezastys ir kriterijai, kuriais naudotasi humaniskai nuzudant gyviinus,
— visi pastebéjimai,

— dalyvavusiai visame bandyme lyciai — LD, verté, kuri nustatyta per 14 dieny (nurodant tiksliai
apibrézta nustatymo metoda),

— LD,, 95 % pasikliautinasis intervalas (tais atvejais, kai gali bati pateikta),

— dozés ir mirStamumo kreivé ir statumas (jeigu jmanoma nustatyti pagal nustatymo metodg),
— autopsijos duomenys,

— visi histopatologiniai duomenys,

— bet kurio bandymo su priesinga lytimi rezultatai,

— rezultaty aptarimas (ypatingas démesys turéty biiti atkreipiamas j tai, kokj poveikj apskaiciuojamai LD,
vertei gali turéti humaniskas gyviiny nuzudymas bandymo metu),

— duomeny aiskinimas.

DUOMENU APSKAICIAVIMAS IR AISKINIMAS
Zr. bendraja jvading B(D) dalj.

LITERATURA

7Zr. bendrgjg jvading B(E) dalj.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

B.1 DAR KARTA UMINIS TOKSISKUMAS (ORALINIS) — FIKSUOTY DOZIJ METODAS

METODAS

IVADAS

Zr. bendrgja jvading B(A) dalj.
APIBREZIMAI

Zr. bendrgja jvading B(B) dalj.
ETALONINES MEDZIAGOS
Néra.

BANDYMO METODO ESME

Umaus oralinio toksiskumo bandymas pateikia informacija apie nepageidaujamus poveikius, kurie, prarijus
vieng tiriamos medziagos doz¢, gali atsirasti per trumpa laikotarpj.

Fiksuoty doziy metodas taikomas dviem etapais.

Atliekant pirminio stebéjimo bandyma jvairios dozés, jvestos j virSkinamajj trakta zondu pavieniams vienos
lyties gyviinams, yra tyrinéjamos nuosekliai. Stebéjimo metu gaunama informacija apie dozés ir toksiskumo
sary§j, taip pat maZziausios mirtinos dozés apskaiCiavima. Paprastai $iame pirmajame etape naudojami ne
daugiau negu penki gyviinai.

Pagrindinio bandymo metu viena i§ anksto nustatyta medziagos dozé (5, 50, 500 arba 2 000 mg/kg)
jvedama zondu | virskinamajj traktg penkiy patinéliy ir penkiy pateliy grupéms. Dozé nustatoma stebéjimo
bandymu ir yra tokia, kuri, manoma, gali sukelti ,aisky toksiskuma“ (Zr. 1.2. ApibrézZimai), bet ne Zzatj.

[vedus medziaga, stebimas jos sukeliamas poveikis.

Jeigu pirminé pasirinkta dozé sukelia aisky toksiskuma, bet ne Zzatj dél cheminio junginio, tolesnis
bandymas nereikalingas.

Jeigu pasirinktoji doze nesukelia aiskaus toksiskumo, medziaga turéty bati dar kartg iStiriama naudojant
didesne dozg. Jeigu gyvinai nugaiSta arba jeigu dél stiprios toksinés reakcijos gyviinus reikia humaniskai
nuzudyti, medZziaga turéty biiti dar karta iStirlama naudojant mazesng doze.

Tokia darbo eiga leidzia nustatyti ,diskriminacing doz¢“ (zr. 1.2. ApibréZimai), tai yra didZiausig i§ anksto
nustatytg doze, kuri gali bati jvedama, nesukeldama zaties (jskaitant humaniska nuzudyma).

Gyviinus, kurie turi aiskiy ir ilgalaikiy kancios ir skausmo pozymiy, reikia humaniskai nuzudyti. Jeigu
zinoma, kad dél medziagy, naudojamy dozavimo bandymuose, gali kilti skausmas ir kancia dél jy ardanciy
(ésdinanciy) arba dirginanciy savybiy, tokie bandymai neturéty biti atlickami.

KOKYBES KRITERIJAI
Néra
BANDYMO METODO APIBUDINIMAS

Pasirengimas

Eksperimentiniai gyviinai

Jeigu néra kontraindikacijy, pirmenybé atiduodama Ziurkéms.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Pasirenkamos placiai naudojamos laboratorinés veislés. Kiekvienai ly¢iai bandymo pradzioje naudojamy
gyviny svorio jvairové neturéty virSyti + 20 % atitinkamo vidutinio svorio.

Gyviinai yra laikomi eksperimentinémis laikymo ir $érimo salygomis ne trumpiau kaip penkias dienas iki
bandymo. Prie§ bandyma sveiki jauni suauge gyviinai randomizuojami ir paskiriami j steb¢jimo ir |
pagrindinio bandymo poveikio grupes. Praktiskai pagrindiniam bandymui gali biti reikalinga tik viena
kiekvienos lyties grupé.

Doziy paruoSimas ir jvedimas

Jeigu reikia, tiriamoji medziaga yra iStirpinama arba suspenduojama atitinkamame tirpiklyje. Rekomenduo-
jama, jeigu jmanoma, pirma apsvarstyti galimybe jvesti vandeninj tirpala, po to i§nagrinéjant galimybe jvesti
aliejinj tirpala, po to tirpalg su kitais tirpikliais arba suspensija. Jeigu naudojami nevandeniniai tirpikliai,
turéty bati Zinomos atitinkamos tirpiklio toksiskumo charakteristikos arba jos turéty bati nustatomos prie$
bandymg ar jo metu. Grauzikams paprastai tas tiris neturéty virSyti 10 ml/kg kiino svorio, iSskyrus
vandeninius tirpalus, kada gali bati naudojama 20 ml/kg. Tiriamojo tirio jvairavimas turéty bati sumazi-
namas nustatant koncentracijg, kad bty uztikrinamas pastovus kiekvienos dozés taris.

Prie§ jvedant medZiaga gyviinams neturi biiti duodama pasaro. Ziurkéms pasaro neduodama nakdiai;
vandens kickis neribojamas. Kita dieng gyviinai turéty biti sveriami, ir po to | virskinimo trakta zondu
jvedama viena dozé medziagos. Jeigu vienkartinés dozés nejmanoma jvesti, dozé gali buti duodama
mazesnémis dalimis per laikotarpj, nevirsjjantj 24 valandy. Ivedus medZziaga, pasaro negalima duoti nuo
trijy iki keturiy valandy. Jeigu dozé jvedama dalimis per tam tikrg laikotarpj, gali biti reikalinga gyviinams
duoti pasaro ir vandens, atsizvelgiant j to laikotarpio trukme.

Darbo eiga

Stebéjimo bandymas

Tiriamas jvairiy doziy poveikis atskiriems gyviinams. Paprastai naudojamos patelés, jeigu néra informacijos,
kad patinéliai yra jautresné lytis. Dozuojama nuosekliai, pries jvedant doz¢ kitam gyviinui daromas 24
valandy intervalas. Visi gyviinai atidZiai stebimi, ar nepasireiks toksiskumo poZymiai ne trumpiau kaip
septynias dienas; jeigu per septynias dienas iSlieka vidutiniskas toksiskumas, gyvinai turéty buti stebimi
papildomas septynias dienas. Nagrinéjamos tokios pradinés dozés: 5, 50, 500 ir 2 000 mg/kg. Jeigu pirmoji
pasirinkta dozé nesukelia stipraus toksiskumo, o kita didesné¢ dozé sukelia Zitj, tuomet atitinkamais atvejais
bitina itirti vieng arba kelias tarpines dozes. Tokiu bidu turéty bati jmanoma surinkti informacija apie
dozg(-es), sukeliancig(-ias) tam tikrus toksiskumo pozymius, ir maziausias dozes, sukeliancias Zitj.

Ypa¢ démesingai reikia parinkti prading doze, naudojant duomenis apie panasius atitinkamus chemikalus.
Jeigu tokios informacijos néra, pirmiausia siiloma naudoti 500 mg/kg doze. Jeigu dél pradinés dozés
neatsiranda jokiy toksiskumo pozymiy, tiriama imant kitg, didesng¢ doze. Jeigu jvedus 2 000 mg/kg néra
nugaiSimo atvejy, stebé¢jimo bandymas laikomas baigtu, ir pagrindinis bandymas turéty bati vykdomas
naudojant $ig doz¢. Jeigu stiprus poveikis, dél kurio reikia humaniskai nuZudyti, atsiranda jvedus prading
dozg (pvz., 500 mg/kg), kitam gyviinui yra duodama mazesné dozé. Jeigu $is gyvinas lieka gyvas, kitiems
gyvinams gali bati jvedamos atitinkamos tarpinés dozés tarp fiksuoty doziy. Paprastai dirbama su ne
daugiau kaip penkiais gyviinais.

Pagrindinis bandymas

Kiekviena tiriama dozé leidZiama ne maziau 10 gyviiny (penki patinéliai ir penkios patelés). Patelés turéty
biti neturéjusios jaunikliy ir nevaikingos.

Fiksuoty doziy metodo principas yra tas, kad pagrindiniam bandymui naudojamos tik vidutinio toksiskumo
dozés. Turéty buti vengiama jvesti mirtinas tiriamosios medziagos dozes.

Bandymui parenkama viena naudotina dozé i§ keturiy fiksuoty doziy, t. y. 5, 50, 500 arba 2 000 mg/kg
kiino svorio. Pasirinktoji pradiné dozé turéty bati tokia, kad ji galéty sukelti aisky toksiskuma, bet ne Zities
atvejus dél cheminio junginio (taip pat ir humaniskus nuzudymus; atsitiktinés Ziitys nejtraukiamos, bet jas
reikéty uzregistruoti). Tolesniy tyrimy nebitina atlikti, jeigu $i dozé sukelia aisky toksiskuma, bet ne Zities
atvejus, susijusius su cheminiu junginiu.
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Jeigu aiskus toksiskumas nepasireiskia jvedus pasirinkta doze, ta medziaga turéty biti dar kartg tiriama dar
viena, didesne doze. TaCiau gyviinai turéty bati toliau stebimi, kol pasibaigs stebéjimo laikotarpis. Jeigu dél
stipraus toksiskumo arba nugais$imo atvejy, susijusiy su cheminiu junginiu, gyviinus reikia humaniskai
nuzudyti, medziaga turéty buti dar karta tirlama kita, maZesne doze. Taciau gyvinai, kuriy nereikia
humaniskai nuzudyti, turéty biti stebimi visg stebéjimo laikg.

Ivedus doze, atlickami stebéjimai, kurie sistemingai uZraSomi. Apie kiekviena gyving turi biti daromi
atskiri jrasai.

Stebéjimo laikotarpis turéty biti ne trumpesnis kaip 14 dieny. Taciau stebéjimy trukmé neturéty biti
grieZtai nustatoma. Ji turéty buti nustatoma pagal toksines reakcijas, jy pasireiskimo daznumg ir sveikimo
laikotarpio trukme; todél jis gali buti pratgsiamas, jeigu tai laikoma reikalinga. Svarbus yra laikas, kada
toksiskumas atsiranda ir iSnyksta, taip pat nugai§imo laikas, ypa¢ jeigu yra tendencija toksiskumo
pozymiams pasireiksti véliau.

Kruopstus klinikinis tyrimas turéty bati atliekamas ne reciau kaip du kartus dozés jvedimo dieng ir po to
ne reCiau kaip viena karta kiekvieng darbo dieng. Gyvinai, turintys akivaizdziy skausmo ir kancios
pozymiy, turéty bati humaniskai nuZudomi. Bus reikalingi papildomi stebéjimai kelias pirmasias dienas
jvedus dozg, jeigu iSlieka toksiskumo pozymiai. Bandymas gali bati nutraukiamas, jeigu tampa aisku, kad
pasirinktoji dozé buvo per didelé.

Stebimi odos ir kailio, akiy ir gleivinés pasikeitimai, taip pat respiratorinés, kraujo, autonominés ir centrinés
nervy sistemy ir somatomotorinés veiklos ir elgsenos pasikeitimai. Ypatingas démesys turéty biti skiriamas
tremory, konvulsijy, salivacijos, diaréjos, letargo, miego ir komos stebéjimams.

Individualus gyviiny svoris turéty bati nustatomas prie§ pat tirlamosios medziagos jvedima, kiekviena dieng
tris dienas i3 eilés ir po to dar kartg per savaite. Gyviinams, kurie Zuvo bandymo metu ir i8liko gyvi iki
bandymo pabaigos, yra atlickama autopsija. Visi dideli patologiniai pokyciai turéty biti registruojami. Jeigu
nurodyta, turéty buti paimami audiniai histopatologiniam i$tyrimui.

Gali prireikti iStirti antra, o iSimtinais atvejais ir trecig dozg, tai priklauso nuo rezultaty, gauty naudojant
ankstesne doze.

Tais atvejais, jei medziaga yra mirtina, kai dozé lygi 5 mgfkg kiino svorio (arba jeigu stebéjimo bandymas
parodé, kad tokia doze bus mirtina), gali tekti toliau tyrinéti Gtmy medziagos toksiskuma.

DUOMENYS

Steb¢jimo bandymo pagrindinio bandymo duomenys turéty biti apibendrinami lentelése, kiekvienai
tyrinétai dozei nurodant gyviny skai¢iy bandymo pradzioje; toksiskumo poZymiy turinciy gyviiny skaiciy;
skaiciy gyviiny, rasty nugai§usiy bandymo metu, arba humaniskai nuzudyty; pateikiamas toksiskumo
poveikio apibuidinimas, o atlickant pagrindinj bandymg — ar buvo nustatytas aiskus toksiskumas dél
cheminio junginio poveikio; toksisko poveikio eiga; ir autopsijos rezultatai. Turéty bati apskai¢iuojamas ir
registruojamas svorio pasikeitimas, jeigu i§gyvenama ilgiau negu vieng diena.

Gyvinai, kurie yra humaniskai nuzudomi dél cheminio junginio sukelto skausmo ir kancios, yra registruo-
jami kaip su cheminiu junginiu susij¢ nugai§imo atvejai.

ATASKAITOS PATEIKIMAS

BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, atitinkamais atvejais pateikiama tokia informacija apie stebéjimo
bandyma ir pagrindinj bandyma:

— risis, veisle, gyviiny tiekéjas, aplinkos salygos, pasarai ir pan.,

— bandymo salygos,
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— dozés (nurodant tirpiklj, jeigu naudojamas, ir koncentracija),
— i$samis duomenys apie visas tirtas dozes,

— duomeny apie reakcija lentelés pagal lytj ir dozes (t. y. naudoty gyviny skaicius; kiino svorio
pasikeitimai; jei tokiy yra, gyviny, kurie nugaiSo arba buvo nuZudyti bandymo metu, skaicius;
toksiskumo pozymiy turinciy gyviiny skaicius; poveikio pobudis, stiprumas ir trukmé),

— toksiskumo pozymiy pasireiskimo eiga ir nurodant, ar tai buvo griZtamieji poveikiai,

— jei gyvinai nugaiSo arba buvo nuZzudyti, nugaisimo laikas po dozés jvedimo, priezastys ir kriterijai,
kuriais naudotasi gyviinus humaniskai nuzudant,

— autopsijos duomenys,
— visi histopatologiniai duomenys,
— rezultaty aptarimas,

— rezultaty aiskinimas, atsizvelgiant | aiskaus toksiSkumo pozymius ir diskriminacing doz¢, nustatyta
bandymo metu.

DUOMENU APSKAICIAVIMAS IR AISKINIMAS

DOZE REZULTATAI PAAISKINIMAS

5 mg/kg kiino svorio Maziau kaip 100 % liko gyvi LABAI TOKSISKI cheminiai jungi-
niai

100 % liko gyvi; bet yra aiskus | TOKSISKI junginiai

toksiskumas

100 % liko gyvi; aiskaus toksis- | Zr. rezultatus, kai 50 mg/kg
kumo néra

50 mg/kg kiino svorio Maziau kaip 100 % liko gyvi Cheminiai junginiai, kurie gali
biti TOKSISKI arba LABAI TOK-
SISKI. Zr. rezultatus, kai 5 mg/kg
100 % liko gyvi; bet yra aiskus | PAVOJINGI cheminiai junginiai
toksiskumas
100 % liko gyvi; aiskaus toksis- | Zr. rezultatus, kai 500 mg/kg
kumo néra
500 mg/kg kino svorio Maziau kaip 100 % liko gyvi Cheminiai junginiai, kurie gali
lgﬁti TOKSISKI arba PAVOJINGI.
Zr. rezultatus, kai 50 mg/kg

100 % liko gyvi; bet yra aiskus | Cheminiai junginiai yra laikomi

toksiskumas neturintys didelio aiskaus toksis-
kumo
100 % liko gyvi; aiskaus toksi§- | Zr. rezultatus, kai 2 000 mgfkg
kumo néra
2000 mgfkg kino svorio Maziau kaip 100 % liko gyvi Zr. rezultatus, kai 500 mg/kg

100 % liko gyvi; bet yra aiskus | Cheminiai junginiai neturi didelio
toksiskumas aiskaus toksiskumo

Taip pat zitréti bendrg jvading B(D)dalj.

LITERATURA

Zr. bendra jvadine B(E) dalj.
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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.2. UMINIS TOKSISKUMAS (INHALIACINIS)

METODAS
I[VADAS

Naudinga turéti iSanksting informacija apie medziagos daleliy dydzio pasiskirstyma, gary slégj, lydymosi
temperatiira, virimo temperatiira, pliipsnio temperatiira ir sproguma (jeigu tinka).

Taip pat Zr. bendraja jvading B(A) dalj.
APIBREZIMAI

Zr. bendrgja jvading B(B) dalj.
ETALONINES MEDZIAGOS

Néra.

BANDYMO METODO ESME

Kelios eksperimentiniy gyviiny grupés yra veikiamos tiriamaja medziaga apibrezta laikotarpj tam tikra
tvarka suskirstytomis koncentracijomis, viena koncentracija naudojama vienai grupei. Po to atlickami
poveikio ir Zaties atvejy stebéjimai. Gyvinams, kurie nugaiSta bandymo metu, atlickama autopsija, o
uzbaigus bandymg — likusiems gyviems gyvinams atlickama autopsija.

Gyvanus, kurie turi aiskiy ir ilgalaikiy kancios ir skausmo pozymiy, reikia humaniskai nuzudyti. Jeigu
zinoma, kad dél medziagy, naudojamy dozavimo bandymuose, gali kilti skausmas ir kancia dél jy ardanciy
(ésdinanciy) arba dirginanciy savybiy, tokie bandymai neturéty bati atlickami.

KOKYBES KRITERIJAI

Néra.

BANDYMO METODO APIBUDINIMAS
Pasirengimas

Gyvinai laikomi eksperimentinémis laikymo ir $érimo salygomis ne trumpiau kaip penkias dienas iki
eksperimento. Prie§ bandyma sveiki jauni gyviinai yra randomizuojami ir suskirstomi i reikalinga grupiy
skaiciy. Jie neturi patirti dirbtinai sukurto poveikio, iskyrus atvejus, jei tai daryti rekomenduojama dél tam
tikro poveikio aparato tipo.

Kietgsias tiriamas medziagas gali tekti mikronizuoti, kad bty gaunamos atitinkamo dydzio dalelés.

Prireikus | tiriamaja medziaga gali bati dedama atitinkamo tirpiklio, kad biity gaunama atitinkama tiriamos
medziagos koncentracija atmosferoje, po to turéty biiti naudojama kontroliné tirpikliy grupeé. Jeigu tirpiklis
ar kiti priedai yra naudojami dozavimui palengvinti, turéty biiti Zinoma, kad jie nesukels toksisko poveikio.
Atitinkamais atvejais gali biti naudojamasi ankstesniais duomenimis.

Bandymo salygos

Eksperimentiniai gyviinai

Jeigu néra kontraindikacijy, pirmenybé atiduodama Zziurkéms.Turéty buti panaudojamos placiai naudojamos
laboratorinés veislés. Kiekvienai lyciai bandymo pradzioje naudojamy gyviny svorio jvairavimas neturéty
viryti + 20% atitinkamo vidutinio svorio.
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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.

Skaicius ir lytis

Ne maziau kaip desimt grauziky (penki patinéliai ir penkios patelés) yra naudojami kickvienai koncentra-
cijai. Patelés turéty biti neturéjusios jaunikliy ir nevaikingos.

Pastaba: Atliekant iminio toksiskumo bandymus su aukstesniaisiais negu grauzikai gyviinais turi bati
apsvarstoma galimybé naudoti mazesnj gyviiny skaiciy.

Dozés turety biti atidziai parenkamos ir turéty bati dedamos visos pastangos nevirSyti vidutiniskai toksisky
doziy. Tokiuose bandymuose turéty biti vengiama jvesti mirtinas tiriamosios medziagos dozes.

Poveikio koncentracijos

Koncentracijy skai¢ius turety biiti pakankamas, ne maZiau trijy, ir taip paskirstyty, kad susidaryty bandymo
grupés, turinios tam tikra toksisko poveikio intervala ir mirStamumo procents. Duomeny turi biti tiek,
kad pakakty sudaryti mirting koncentracijy kreive ir atitinkamais atvejais buty galima tinkamai nustatyti

50°

Ribinis bandymas

Jeigu penkis bandomus patinélius ir penkias bandomas pateles paveikus 5 mg skystos arba kietos
medziagos viename litre dujy arba aerozolio (arba, jeigu tai nejmanoma dél tiriamos medziagos fizikiniy
arba cheminiy, taip pat ir sprogumo savybiy — maksimalia pasiekiama koncentracija) keturias valandas, per
14 dieny nebiina su tuo cheminiu junginiu susijusiy nugaisimo atvejy, laikoma, kad tolesnis bandymas yra
nereikalingas.

Poveikio trukmé

Poveikio trukmé turety bati lygi keturioms valandoms.

[renginiai

Gyviinai turéty bati bandomi inhaliaciniais jrenginiais, skirtais islaikyti dinaminj oro srautg ne maziau kaip
12 oro pasikeitimy per valanda, kad biity uZtikrintas pakankamas deguonies kiekis ir vienodai pasiskirstyty
poveikio atmosfera. Jeigu naudojama kamera, ji turéty biti tokios konstrukcijos, kad kaip galima bty
sumazinamas gyviiny susigridimas ir kad jie jkvépty kaip galima daugiau tiriamosios medziagos. Paprastai,
norint uztikrinti kameros atmosferos pastovuma, visas bandomy gyviiny ,tiris“ neturéty virsyti 5 %
bandymo kameros tiirio. Atskiroje kameroje gali bati paveikiama burna ir nosis, tik galva arba visas kiinas;
du pirmieji biidai padeda sumazinti tiriamos medziagos patekimg kitais keliais.

Stebéjimo laikotarpis

Stebéjimo laikotarpis turéty biti ne trumpesnis kaip 14 dieny. Taciau stebéjimo trukmé neturéty biti
grieZtai nustatoma. Ji turéty bati nustatoma pagal toksines reakcijas, jy pasireiskimo daznumg ir sveikimo
laikotarpio trukme; todél, jeigu laikoma reikalinga, jis gali biti pailginamas. Labai svarbus yra laikas, kada
toksiskumo pozymiai atsiranda ir iSnyksta, bei nugai§imo laikas, ypac jeigu yra tendencija, kad Zatis
pasireiskia véliau.

Darbo eiga

Pries pat poveikj gyviinai yra sveriami ir po to paveikiami tiriama koncentracija tam skirtame aparate
keturias valandas po to, kai kameroje nustatoma koncentracijos pusiausvyra. Pusiausvyros nustatymo
trukmé turi bati trumpa. Temperatiira, kurioje vykdomas bandymas, turéty bati islatkoma 22 + 3°C.
Tinkamiausias santykinis drégnumas yra tarp 30 % ir 70 %, bet tam tikrais atvejais (pvz., atliekant tam
tikrus aerozoliy bandymus), tai gali bati nejgyvendinama. Islaikant nedidelj neigiamg slégj kameros viduje
(&, 5 mm vandens) uzkertamas kelias tiriamajai medZiagai patekti i aplinka. Poveikio metu turéty bati
duodama paSaro ir vandens. Turéty buti naudojamos atitinkamos bandymo atmosferos generavimo ir
monitoringo sistemos. Tokia sistema turéty uztikrinti, kad kaip galima grei¢iau bus pasiektos pastovios
poveikio salygos. Kamera turéty buti tokios konstrukcijos ir taip veikti, kad kameros viduje buty
palaikomas vienodas bandymo atmosferos pasiskirstymas.
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Turéty bati atliekami $ie matavimai arba monitoringas:
— oro srauto greicio (visg laika),

— tikrosios tiriamos medZziagos koncentracijos, matuojamos kvépavimo zonoje ne maziau kaip tris kartus
poveikio metu (esant tam tikrai atmosferai, pvz., naudojant didelés koncentracijos aerozolius, gali tekti
vykdyti daznesnj monitoringa). Poveikio metu koncentracija neturéty keistis daugiau negu + 15 %
vidutinés vertés. Taciau naudojant tam tikrus acrozolius, $io kontrolés lygio gali bati nejmanoma
pasiekti, tokiu atveju bity priimtinas platesnis intervalas. Aerozoliy daleliy dydzio analizé turéty buti
atlickama reikiamu daznumu (ne reciau kaip vieng kartg vienai bandomajai grupei),

— temperatiiros ir drégnumo, jeigu jmanoma, visa laikg.

Poveikio metu ir po jo atlickami stebéjimai, kurie sistemingai uzraomi; apie kiekviena gyviing turéty biti
daromi atskiri jrasai. Pirmg dieng stebéjimai turéty bati atliekami daznai. Kruopstus klinikinis iStyrimas
turéty bati atliekamas ne reciau kaip vieng karta kiekviena darbo dieng, kiti stebéjimai turéty bati vykdomi
kiekvieng dieng, imantis atitinkamy veiksmy iki minimumo sumazinti bandymo metu prarandamy gyviny
skaiCiy, pvz., rasty negyvy gyviny autopsija arba uzSaldymas ir nusilpusiy arba gaiStanciy gyviny
izoliavimas arba nuzudymas.

Stebimi odos ir kailio, akiy, gleivinés pasikeitimai, taip pat respiratorinés, kraujo, autonominés ir centrinés
nervy sistemy ir somatomotorinés veiklos ir elgsenos pasikeitimai. Ypatingas démesys turéty biti skiriamas
tremory, konvulsijy, salivacijos, diar¢jos, letargo, miego ir komos stebé¢jimams. Nugaisimo laikas turéty bati
uzraSomas kaip galima tiksliau. Kickvieno gyviino svoris turéty biti nustatomas kiekvieng savaite po
poveikio ir Siam nugaius.

Gyviinams, kurie nugaita bandymo metu, ir tiems, kurie iSlieka gyvi bandyma sustabdZius, atlickama
autopsija, ypa¢ atkreipiant démesj | visus virutiniy ir apatiniy kvépavimo taky pokycius. Turéty bati
uZregistruojami visi dideli patologiniai pokyciai. Jeigu reikalaujama, turéty biti paimami audiniai histopato-
loginiam tyrimui.

DUOMENYS

Duomenys turéty biiti apibendrinami lentelése, nurodant kiekvienos bandomos grupés gyviiny skaiciy
bandymo pradzioje, kickvieno gyviino nugaisimo laikg, gyviny, turin¢iy kitokius toksiskumo pozymius,
skaiciy, pateikiant toksisky poveikiy ir autopsijos duomeny apraSyma. Turéty bati apskaiCiuojami ir
registruojami svorio pasikeitimai, jeigu iSgyvenama ilgiau negu vieng dieng. Gyviinai, kurie humaniskai
nuzudomi dél cheminio junginio sukeliamy kanéiy ir skausmo, yra uZregistruojami kaip nugaisimo atvejai,
kuriy prieZastis — cheminis junginys. LD, gali bfiti nustatomas pripazintu metodu. [ duomeny vertinima
turéty jeiti sgrysis, jeigu toks yra, tarp gyviny poveikio tiriamaja medziaga ir visy specifiniy rodikliy
daznumo ir stiprumo, taip pat ir elgsenos ir klinikiniy parodymy, didesniy audiniy pakitimy, kiino svorio
pasikeitimy, mir§tamumo ir kity toksikologiniy poveikiy.

ATASKAITOS PATEIKIMAS
BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:
— rasis, veisle, gyviiny tiekéjas, aplinkos salygos, pasarai ir pan,;
— bandymo salygos: poveikio aparato apibiidinimas

taip pat aparato konstrukcija, tipas, dydziai, oro Saltinis, aerozoliy generavimo sistema, oro kondicionavimo
metodas ir gyviiny laikymo bandymo kameroje, jeigu tokia naudojama, bidas. Turéty bati apibidinama
temperatiiros, drégnumo matavimo jranga, aerozolio koncentracijos ir daleliy dydZzio pasiskirstymas.

Duomenys apie poveikj

Jie turéty bati pateikiami lentelése vidutinémis vertémis ir kintamumo vienetais (pvz., standartinis nuokry-
pis) ir, jeigu jmanoma, i juos turét bati jtraukti:

a) oro srauto, tekancio inhaliacijos jrenginiu, greitis;

b) oro temperatiira ir drégnumas;
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¢) nominalios koncentracijos (visas tiriamos medziagos kiekis, jdétas i inhaliacijos jrenginij, padalytas i§ oro
tiirio);
d) tirpiklio, jeigu naudotas, rusis;
¢) faktinés koncentracijos kvépavimo bandymo zonoje;
f) masés medianinis acrodinaminis skersmuo (MMAD) ir geometrinis standartinis nuokrypis (GSD);
g) pusiausvyros nustatymo periodas;
h) poveikio periodas;

3.2

duomeny apie reakcijg pagal lytj ir poveikj suraSymas i lenteles (pvz., gyviiny, kurie nugaiSo arba buvo
nuzudyti bandymo metu, skaiCius; toksiskumo pozymiy turinciy gyviny skaicius; paveikty gyviiny
skaicius);

nugaisimo laikas poveikio metu arba po jo, priezastys ir kriterijai, kuriais naudotasi humaniskai
nuzudant gyviinus;

visi pastebéjimai;

LC,, verté kiekvienai lyciai, nustatyta stebéjimo laikotarpio pabaigoje (nurodant apskaiciavimo metoda);
LC,, 95 % pasikliautinasis intervalas (tais atvejais, kai gali bati pateikta);

dozés ir mirStamumo kreivé ir statumas (jeigu jmanoma pagal nustatymo metoda);

autopsijos duomenys;

visi histopatologiniai duomenys;

rezultaty aptarimas (ypatingas démesys turéty biti skiriamas tam, kokj poveiki humaniskas gyviny
nuzudymas bandymo metu galéty turéti apskaiciuojamai LC_; vertei);

rezultaty aiSkinimas.

REZULTATY APSKAICIAVIMAS IR AISKINIMAS

/r.

bendraja jvading B(D) dalj.

LITERATURA

7r.

bendrgja jvading B(E) dalj.
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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. UMINIS TOKSISKUMAS (PER ODA)

METODAS

[VADAS

Zr. bendrgja jvading B(A) dalj.
APIBREZIMAS

7r. bendrgja jvading B(B) dalj.
ETALONINES MEDZIAGOS
Néra.

BANDYMO METODO ESME

Tiriamoji medziaga dedama ant odos suskirstytomis dozémis kelioms eksperimentiniy gyviny grupéms,
viena dozé — vienai grupei. Po to atlickami poveikio ir nugaiSimo atvejy stebéjimai. Gyvinams, kurie
nugaiSta bandymo metu, atlickama autopsija, ir, uzbaigus bandyma, autopsija daroma islikusiems gyviems
gyvinams.

Gyvinus, kurie turi aiskiy ir ilgalaikiy kancios ir skausmo pozymiy, reikia humaniskai nuzudyti. Jeigu
zinoma, kad dél medziagy, naudojamy dozavimo bandymuose, gali kilti skausmas ir kancia dél jy ardanciy
(ésdinanciy) arba dirginanciy savybiy, tokie bandymai neturéty bati atliekami.

KOKYBES KRITERIJAI

Néra.

BANDYMO METODO APIBUDINIMAS
Pasirengimas

Gyvinai laikomi eksperimentiniuose narveliuose eksperimentinémis laikymo ir $érimo salygomis ne
trumpiau kaip penkias dienas iki eksperimento pradzios. Prie§ bandyma sveiki jauni suauge gyvinai
randomizuojami ir paskiriami j apdorojimo grupes. Apytikriai 24 valandas iki bandymo nuo gyvino
kiino sprando srityje pasalinamas kailis, ji nukerpant arba nuskutant. Jeigu kailis kerpamas arba skutamas,
reikia stengtis nenubrtzinti odos, tai gali pakeisti pralaiduma. Tiriamajai medziagai uzdéti turéty bati
nukirpta ar nuskusta ne maziau kaip 10 % kino pavirsiaus. Jeigu bandomos kietosios medziagos, kurios
atitinkamais atvejais gali biiti pulverizuojamos, tiriamoji medziaga turéty bhti pakankamai sudrékinama
vandeniu arba, jeigu reikia, atitinkamu tirpikliu, kad bty uZtikrinamas geras salytis su oda. Jeigu
naudojamas tirpiklis, turéty buti atsizvelgiama | tirpiklio poveikj tiriamosios medziagos jsiskverbimui j
oda. Skystos tiriamosios medZiagos paprastai naudojamos neskiestos.

Bandymo salygos

Eksperimentiniai gyviinai

Gali bati naudojamos suaugusios Ziurkés arba triusiai. Gali buti naudojamos kitos rasys, bet jy naudojimas
turéty bati pagrindziamas. Turéty biiti panaudojamos placiai naudojamos veislés. Kiekvienai lyciai bandymo
pradzioje naudojamy gyviiny svorio jvairavimo intervalas neturéty vir§yti * 20 % atitinkamo vidutinio
svorio
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Skaicius ir lytis

Kiekvienai dozei naudojama ne maziau 5 gyviny. Jie visi turéty bati vienos lyties. Jeigu naudojamos
patelés, jos turéty biti neturéjusios jaunikliy ir bati nevaikingos. Jeigu galima gauti informacijos, parodan-
¢ios, kad kuri nors Iytis yra daug jautresné, dozé taikoma tai lyciai.

Pastaba: Atliekant {iminio toksiskumo bandymus su aukStesniaisiais negu grauzikai gyvinais reikéty
iSnagrinéti galimybe¢ naudoti mazesnj gyviny skaiCiy. Dozés turéty biti kruopsciai parenkamos, ir
stengiamasi nevir§yti vidutinio toksiskumo doziy. Tokiy bandymy metu turéty bati vengiama jvesti mirtinas
tiriamosios medziagos dozes.

Dozés

Ju turéty bati pakankamas skaiCius, ne maziau kaip trys, ir atitinkamai paskirstyty, kad susidaryty
tirlamosios grupés, turin¢ios atitinkama toksisko poveikio intervalg ir mirStamumo procentg. Duomeny
turéty bati tiek, kad buty galima sudaryti dozés ir reakcijos kreive ir, jeigu jmanoma, biity galima nustatyti
LD,,.

50

Ribinis bandymas

Jeigu naudojami grauzikai, ribinis bandymas suleidZiant vieng doze¢, ne mazesn¢ kaip 2 000 mgfkg kino
svorio, gali biti atlickamas su penkiy patinéliy ir penkiy pateliy grupe, naudojant auksciau apibadinta
darbo eiga. Jeigu cheminis junginys tampa nugai§imo priezastimi, reikéty apsvarstyti, ar nereikéty atlikti
iSsamy tyrima.

Stebéjimo laikotarpis

Stebéjimo laikotarpis turéty biti ne trumpesnis kaip 14 dieny. Taciau stebéjimy trukmé neturéty buti
grieZtai nustatoma. Ji turéty buti nustatoma pagal toksines reakcijas, jy pasireiskimo daznumg ir sveikimo
laikotarpio trukme; todél jis gali biiti pailginamas, jeigu laikoma, kad to reikia. Svarbus yra laikas, per kurj
toksiskumo pozymiy atsiranda ir i§nyksta, taip pat nugaiSimo laikas, ypac jeigu yra tendencija, kad Zatis
pasireiskia véliau.

Darbo eiga

Gyvinai turéty bati laikomi atskiruose narveliuose. Tiriamoji medziaga turéty biti tolygiai uzdedama ant
plotelio, kurio dydis sudaro apie 10 % viso kiino pavirsiaus. Jeigu medziagos labai toksiskos, paveikiamas
pavirSius gali biti mazesnis, bet kaip galima didesnis plotas turéty bati padengiamas kiek jmanoma
plonesniu ir lygesniu sluoksniu.

Tiriamoji medziaga turéty liestis su oda akytu marlés tvars¢iu ir nedirginancia lipnia juostele per visg 24
valandy poveikio laikg. Tiriamoji vieta ir toliau turéty buti atitinkamai padengta, kad buty iSsaugotas marlés
tvarstis ir tirlamoji medziaga bei uZtikrinama, kad gyviinai nepraris tiriamosios medziagos. Gali bti
naudojami ribotuvai, kad tiriamoji medziaga nebity praryjama, bet visisko imobilizavimo metodas
nerekomenduojamas.

Poveikio laikotarpio pabaigoje tiriamosios medziagos likutis turéty bhti nuimamas, paprastai naudojant
vandenj ar kokj kitg atitinkama odos valymo bida.

Poveikio metu atliekami stebéjimai, kurie sistemingai uZraSomi. Apie kiekviena gyviing turéty biti daromi
atskiri jrasai. Pirma dieng stebéjimai turéty bati atlickami daznai. Kruopstus klinikinis iStyrimas turéty bati
atlickamas ne reciau kaip viena karta kiekvieng darbo diena, kiti stebéjimai turéty buti vykdomi kiekvieng
dieng, imantis atitinkamy veiksmy iki minimumo sumazinti bandymo metu prarandamy gyviny skaiciy,
pvz., rasty negyvy gyviiny autopsija arba uzsaldymas ir nusilpusiy arba gaistanciy gyviny izoliavimas arba
nuzudymas.

Turety biti stebimi odos ir kailio, akiy ir gleivinés pasikeitimai, taip pat respiratorinés, kraujo, autonominés
ir centrinés nervy sistemy ir somatomotorinés veiklos ir elgsenos pasikeitimai. Ypatingas démesys turéty
bati skiriamas tremory, konvulsijy, salivacijos, diar¢jos, letargo, miego ir komos stebéjimams. Nugaisimo
laikas turéty biiti uzraSomas kaip galima tiksliau. Gyviinams, kurie nugaiSo bandymo metu ir kurie isliko
gyvi dél bandymo nutraukimo, yra atlickama autopsija. Visi dideli patologiniai pokyciai turéty bati
registruojami. Jeigu nurodyta, turéty biiti paimami audiniai histopatologiniam ityrimui.
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3.1.

3.2.

Priesingos Iyties toksiskumo jvertinimas

Uzbaigus bandymg su viena lytimi, dozé skiriama ne maziau kaip vienai grupei, susidedanciai i§ 5
priesingos lyties gyviny, kad biity nustatyta, ar Sios lyties gyviinai néra labiau jautresni tiriamai medziagai.
Esant kitokioms sglygoms, mazesnio gyviny skaiciaus naudojimas turéty biti pagrindziamas. Jeigu galima
gauti pakankamai informacijos, jrodancios, kad tiriamos lyties gyviinai yra daug jautresni, galima apsieiti be
priesingos lyties gyviiny bandymo.

DUOMENYS

Duomenys turéty biti apibendrinami lentelése, kiekvienai grupei nurodant gyviiny skaiciy bandymo
pradzioje, kiekvieno gyviino nugai§imo laika, gyviny, turinciy kitokius toksiskumo pozymius, skaiciy,
pateikiant toksisky poveikiy ir autopsijos duomeny apraSyma. Turéty bati nustatomas kiekvieno gyviino
svoris ir uzraSomas pries§ pat jvedant tiriamaja medziaga, po to kartg per savaitg ir nugai§imo metu; turéty
biti apskai¢iuojami svorio pasikeitimai ir uZraSomi, jeigu i§gyvenama ilgiau negu viena dieng. Gyviinai,
kurie humaniskai nuzudomi dél cheminio junginio sukeliamy kanciy ir skausmo, yra uzregistruojami kaip
ziities atvejai, kuriy prieZastis — cheminis junginys. LD, gali baiti nustatomas pripaZintu metodu.

[ duomeny vertinimg turéty jeiti sarysis, jeigu toks yra, tarp gyviiny, paveikty tiriamaja medzZiaga, ir visy
specifiniy rodikliy daznumo ir stiprumo, taip pat ir elgsenos ir klinikiniy parodymy, didesniy audiniy
pakitimy, kino svorio pasikeitimy, mirtamumo ir kity toksikologiniy poveikiy.

ATASKAITOS PATEIKIMAS

BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, turéty biti pateikiama tokia informacija:

— risis, veisle, gyviny tiekéjas, aplinkos salygos, pasaras ir pan.,

— bandymo salygos (taip pat odos nuvalymo metodas ir tvarstymo biidas: uzdaras arba neuzdaras),
— dozés (nurodant tirpiklj, jeigu naudojamas, ir koncentracijas),

— gyvany, kuriems jvestos dozés, lytis,

— duomeny lentelés pagal lytj ir dozes (t. y. gyviny, kurie nugaiSo arba buvo nuzudyti bandymo metu,
skaicius; toksiskumo pozymiy turinciy gyviny skaicius, paveikty gyviny skaicius),

— nugais§imo laikas jvedus dozg, priezastys ir kriterijai, kuriais naudotasi humaniskai nuzudant gyviinus,
— visi pastebéjimai,

— iSsamiame bandyme dalyvavusiy lyciy LD, vertés, kurios nustatytos per 14 dieny (nurodant apibrézty
nustatymo metoda),

— LD, 95 % pasikliautinasis intervalas (tais atvejais, kai gali biiti pateikta),

— dozés ir mirStamumo kreivé ir statumas, jeigu jmanoma nustatyti pagal nustatymo metoda,
— autopsijos duomenys

— visi histopatologiniai duomenys,

— bet kurio bandymo su priesinga lytimi rezultatai,

— rezultaty aptarimas (ypatingas démesys turéty biiti atkreipiamas i tai, kokj poveikj apskaiciuojamai LD,
vertei gali turéti humaniskas gyviiny nuzZudymas bandymo metu),

— duomeny aiskinimas.

DUOMENU APSKAICTAVIMAS IR AISKINIMAS
Zr. bendrgja jvading B(D) dalj.

LITERATURA

Zr. bendrgjg jvading B(E) dalj.
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B.4. UMINIS TOKSISKUMAS (ODOS DIRGINIMAS)

1. METODAS
1.1. [VADAS

Zr. bendrgja jvading B(A) dalj.
1.2. APIBREZIMAS

Zr. bendraja jvading B(B) dalj.

1.3. ETALONINES MEDZIAGOS
Neéra.
1.4. BANDYMO METODO ESME

Pradinis svarstymas

Reikéty kruopsciai iSnagrinéti visg turimg informacija apie medziagg, kad buty tiriama kiek jmanoma
maziau medZiagos tokiomis sglygomis, kurios galéty sukelti stiprias reakcijas. Toliau pateikta informacija
gali biti naudinga nusprendziant, ar tinka visas bandymas, vieno gyviino bandymas, ar tolesnis bandymas
nereikalingas.

i) Fizinés ir cheminés savybés bei cheminis reaktyvumas. Labai rtigd¢iy arba Sarminiy medziagy (pavyz-
dziui, nustatytas pH 2 arba mazesnis, ar 11,5 arba didesnis) nereikia bandyti pirminiam odos
dirginimui, jeigu tikimasi, kad jos sukels ardantj (¢sdinantj) poveikj. Taip pat turéty biti atsizvelgiama
i rezervinj Sarmingumag ir riigdtinguma.

i) Jeigu galima gauti jtikinanciy jrodymy apie gerai pagristus in vitro bandymy didelius poveikius, nereikia
vykdyti viso bandymo.

iii,

Uminio toksiskumo bandymy rezultatai. Jeigu @iminio toksiskumo bandymas per oda buvo atliktas su
medziaga naudojant ribing bandymo doz¢ (2 000 mg/kg kino svorio) ir nebuvo pastebéta odos
sudirginimo, nereikia toliau vykdyti bandymy. Be to, nereikia tirti medziagy per oda, jeigu nebuvo
jrodyta, kad jos labai toksiskos.

Medziagos, kurig reikia istirti, viena dozé dedama ant odos keliems eksperimentiniams gyviinams, kuriy
kiekvienas yra kontrolinis. Tikrinami parodymai apie sudirginimo laipsnj, jie uZraSomi pra¢jus tam tikram
laikui ir apibtdinami, siekiant pateikti i§samy poveikio jvertinima. Stebéjimy trukmé turéty bati tokia, kad
jos pakakty iSsamiam stebéty poveikiy griztamumui jvertinti.

Gyviinus, kurie turi aiskiy ir ilgalaikiy kancios ir skausmo pozymiy, reikia humaniskai nuzudyti.

1.5. KOKYBES KRITERIJAI

Néra.
1.6. BANDYMO METODO APIBUDINIMAS
1.6.1. Pasirengimas

Apytikriai 24 valandos prie§ bandyma nuo gyvino kiino sprando srityje turéty bati pasalinamas kailis, jj
nukerpant arba nuskutant.

Kerpant arba nuskutant kailiuka, reikéty stengtis nenubrizinti odos. Naudojami tik gyviinai, turintys sveika
nesugadinta oda.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

Kai kurios triusiy veislés turi tankiy plauky saleles, kurios tam tikru mety laiku yra gerai matomos. Siose
tankiai suaugusiy plauky vietose bandomos medziagos neturéty biti dedamos.

Tiriant kietasias medziagas (kurios, jeigu reikia, gali buti pulverizuojamos), bandomoji medziaga turéty bati
gerai sudrékinama vandeniu arba, prireikus, atitinkamu tirpikliu, kad baty uztikrinamas geras salytis su oda.
Jeigu naudojami tirpikliai, turéty bati atsizvelgiama | bandomos medziagos tirpiklio poveikj odos dirgini-
mui. Skystos tiriamosios medZziagos paprastai naudojamos neskiestos.

Bandymo salygos

Eksperimentiniai gyviinai

Nors gali biiti naudojamos kelios Zinduoliy rasys, pirmenybé atiduodama Ziurkéms albinosams.

Gyviiny skaicius

Jeigu pagal in vitro atrankos rezultatus arba kitus argumentus jtariama, kad medziaga galéty sukelti nekroze
(t.y. buti ardanti (ésdinanti)), reikéty bandyma atlikti su vienu gyvinu. Jeigu pagal $io bandymo rezultatus
ardymo (ésdinimo) nenustatoma, bandymas turéty buti uzbaigiamas papildomai naudojant ne maziau kaip

du gyviinus.

Visam bandymui naudojami ne maziau kaip trys sveiki suauge gyvinai. Nereikia neapdorotai kontrolinei
grupei naudoti atskiry gyviny. Papildomi gyviinai gali bati reikalingi abejotinoms reakcijoms issiaiskinti.

Dozés

Jeigu néra kontraindikacijy, bandomoje vietoje uzdedama 0,5 ml skystos arba 0,5 g kietos arba pusiau
kietos medziagos. Kiekvieno gyviino greta esanti nepaveikta oda yra naudojama bandymo kontrolei.

Stebéjimo laikotarpis

Stebéjimo laikotarpio trukmé neturéty biiti grieZtai nustatoma. Ji turéty bati tokia, kad pakakty iSsamiai
jvertinti stebéty poveikiy griztamuma arba negriZtamuma, bet paprastai neturi virSyti 14 dieny nuo
medziagos uzdéjimo.

Darbo eiga

Gyviinai turéty bati laikomi atskiruose narveliuose. Tiriamoji medziaga turéty biti uzdedama ant mazo
odos plotelio (apytikriai 6 cm?) uzdengiant marlés skiaute, kuri pritvirtinama nedirginancia lipnia juostele.
Jeigu naudojami skysciai arba tam tikros pastos, gali reikéti tiriamaja medZziagg uzdéti ant marles skiautes ir
po to ja déti ant odos. Skiauté turéty liestis su oda naudojant atitinkamg uZzdara arba pusiau uzdara
tvarstymo buda visa poveikio laikotarpj. Gyviinai turéty nepasiekti skiautés ir nepraryti arba nejkvépti
tirlamosios medziagos.

Poveikio laikotarpio pabaigoje, jeigu tai jmanoma, tiriamosios medziagos likuciai turéty buti paSalinami
naudojant vandenj arba atitinkamg tirpiklj, nepakeiciant atsiradusios reakcijos arba epidermio vientisumo.

Paprastai poveikis trunka keturias valandas.

Jeigu jtariama, kad medziaga gali sukelti nekroze (t.y. yra ardanti (ésdinanti)), poveikio trukmeé turéty biti
sutrumpinama (pvz., iki vienos valandos arba trijy minuciy). Tokiam bandymui i§ pradziy gali bati
naudojamas tik vienas gyvinas ir, jeigu neatsiranda tiriamojo cheminio junginio sukeliamo Gminio odos
toksiskumo, vienu metu tam gyvinui gali bati uzdedamos trys skiautés. Pirmoji skiauté nuimama po trijy
minudiy. Jeigu stiprios odos reakcijos nepastebéta, antroji skiauté nuimama po vienos valandos. Jeigu Siame
etape stebéjimai parodo, kad reikalingas keturiy valandy poveikis ir kad jj galima humaniskai atlikti, trecioji
skiauté nuimama po keturiy valandy, ir sudaroma rezultato intensyvumo jvertinimo skalé.
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1.6.3.1.

3.1.

3.2.

Siuo atveju (pvz., kai jmanomas keturiy valandy poveikis), bandymas turéty biiti uzbaigiamas papildomai
naudojant ne maziau kaip dar du papildomus gyvinus, jeigu néra laikoma, kad nehumaniska taip daryti
(pvz., jeigu per kitas keturias poveikio valandas stebima nekrozé).

Jeigu po trijy minuciy arba vienos valandos pastebima didelé odos reakcija (pvz. nekrozé), bandymas
nedelsiant nutraukiamas.

Tam tikromis salygomis gali biti nurodoma taikyti ilgesnj poveiki, pavyzdziui, kai numatoma, kad vartos ir
bus veikiamas Zmogus.

Stebéjimas ir reakcijos intensyvumo jvertinimas

Turéty bati stebima, ar gyvinai neturi eritemos ir edemos poZymiy, o reakcija jvertinama po 60 minuciy,
veliau po 24, 48 ir 72 valandy nuémus skiaute. Sudaroma odos dirginimo intensyvumo jvertinimo skal¢ ir
uzraSoma pagal 1 lenteléje nurodyta sistema. Gali reikéti tolesniy stebéjimy, jeigu griZtamosios reakcijos
nenustatomos per 72 valandas. Kartu su dirginimo stebéjimais turéty biti iSsamiai apibadinami visi dideli
organy pazeidimai, pavyzdziui, ardymas (ésdinimas) (negriztamas odos audiniy suardymas) ir kiti toksiski
poveikiai.

Gali bati naudojamos tokios metodikos kaip odos raukslés histopatologinis iStyrimas arba storio matavimas,
kad bty iSsiaiskinamos abejotinos reakcijos arba rezultatai, kuriy nesimato dél ant odos uZteptos tiriamos
medziagos.

DUOMENYS

Duomenys turéty biti apibendrinami juos surasant j lenteles, nurodant kickvieno gyviino eritemos ir
edemos sudirginimo laipsnius per visa stebéjimo laikg. Turéty bati registruojami visi dideli organy
pakenkimai, sudirginimo laipsnio ir pobidzio apibiidinimas, stebétieji griZtami arba ardymo (ésdinimo) bei
kitokie toksiskumo poveikiai.

ATASKAITOS PATEIKIMAS
BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:
— - rasis, veisle, gyviiny tiekéjas, aplinkos salygos, pasaras ir pan.

— bandymo salygos (taip pat atitinkamos chemikalo fizikinés ir cheminés savybés, odos paruosimo ir
nuvalymo metodika, tvarstymo biidas: uzdaras ar pusiau uzdaras);

— duomeny apie dirginima suraSymas i lenteles kiekvienam gyvinui kiekviena stebéjimo laiko perioda
(pvz., 1, 24, 48 ir 72 valandos ir t.tnuémus skiautg);

— visy dideliy organy pakenkimy, jskaitant ardyma (ésdinimg) apibaidinimas;

— stebéto dirginimo laipsnio ir pobtidzio apibGidinimas ir visi histopatologiniai duomenys;
— visy toksiskumo poveikiy, i$skyrus odos dirginima, apibtidinimas;

— duomeny aptarimas;

— duomeny aiskinimas.

DUOMENU APSKAICTAVIMAS IR AISKINIMAS

Zr. bendraja jvading B(D) dalj.

LITERATURA

Zr. bendrgja jvading B(E) dalj.
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

Priedélis

LENTELE: ODOS REAKCIJOS INTENSYVUMO VERTINIMO SKALE

Eritemy ir $asy susidarymas

Verté
Eritemos MEra ... 0
Labai nedidelé eritema (vos pastebiffia) ..........iiviiiiniiiniiii e 1
Gerai MAtOMA EIITEIMA ...ttt ittt ittt ettt e ettt ettt 2
Nuo vidutinidkos iki Stiprios eritemos ..............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiii 3
Didelé eritema (burokélio raudonumo) arba 3ady susidarymas (giltis suZeidimai), kliudantys gauti
PArodymus apie eIIteITIa ...........couuuiiiiitiiiit it 4

Edemos susidarymas

Edemos NEra ........oooiiiiiiiiiii i 0
Labai nedidelé edema (vos pastebima) .........co.iiiiiiiiiiiiiiiiii e 1
Nedidel¢ edema (plotelio kraitai gerai matomi, nes aiskiai pakile) ... 2
Vidutiniska edema (kradtai pakile apytikriai 1 mm) ... 3
Didelé edema (pakile daugiau negu 1 mm ir Bplite uz paveikto plotelio riby) ....................... 4

B.5. UMINIS TOKSISKUMAS (AKIY DIRGINIMAS)

METODAS

[VADAS

Zr. bendraja jvading B(A) dalj.
APIBREZIMAS

7Zr. bendrgja jvading B(B) dalj.
ETALONINES MEDZIAGOS
Néra.

BANDYMO METODO ESME
Pirminis nagrinéjimas

Reikia kruopsciai iSnagrinéti visa prieinamg informacija apie medziaga, kad bity kiek jmanoma sumazina-
mas medziagy tyrimas tokiomis salygomis, kurios galéty sukelti stiprias reakcijas. Siuo atzvilgiu toliau
pateikta informacija gali bati naudinga.

i) Fizikinés ir cheminés savybés bei cheminis reakcingumas. Labai rigiciy arba Sarminiy medziagy, dél
kuriy, pavyzdziui, akies pH gali bati lygus 2 arba mazesnis, ar 11,5 arba didesnis, nereikéty bandyti,
jeigu tikimasi, kad dél jy atsiras dideliy audiniy pazeidimy. Taip pat turéty bati atsizvelgiama | rezervinj
Sarminguma arba rgstinguma.
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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.

ii) Gerai pagristi alternatyviy bandymy rezultatai; medziagos, jeigu buvo jrodyta, kad jos potencialiai gali
turéti ardanciy (ésdinanciy) arba stipriy dirginanciy savybiy, neturéty biti naudojamos akiy dirginimo
bandymuose, darant prielaidg, kad atlickant bandyma pagal §j metoda tokios medziagos akims turés
didelj poveiki.

i) Odos dirginimo bandymy rezultatai. Medziagos, jeigu buvo jrodyta, kad jos tikrai ardo (ésdina) arba
stipriai dirgina oda atlieckant odos dirginimo bandymg, toliau neturéty biti bandomos akiy dirginimo
bandymais, darant prielaida, kad tokios medziagos galéty turéti didelj poveikj akims.

Medziagos, kurig reikia istirti, viena dozé dedama ant vienos akies keliems eksperimentiniams gyviinams;
nepaveikta akis naudojama kontrolinei informacijai gauti. Sudirginimo laipsnis yra jvertinamas ir suskirsto-
mas tam tikrais intervalais ir toliau apibiidinama, kad biity gaunamas iSsamus poveikiy jvertinimas.
Stebéjimy trukmé turéty bati tokia, kad jos pakakty iSsamiam stebéty poveikiy griztamumui arba
negriztamumui jvertinti.

Gyviinus, kurie turi aiskiy ir ilgalaikiy kancios ir skausmo pozymiy, reikia humaniskai nuzudyti.
KOKYBES KRITERIJAI

Néra.

BANDYMO METODO APIBUDINIMAS

Pasirengimas

Kiekvieno eksperimentinio gyvino, laikinai atrinkto bandymui, abi akys turéty bati patikrinamos per 24
valandas iki bandymo pradzios. Gyvinai, kuriems nustatomas akiy sudirginimas, akiy defektai arba pries tai
buves ragenos pazeidimas, neturéty biti naudojami.

Bandymo salygos

Eksperimentiniai gyviinai

Nors buvo naudota daugybé eksperimentiniy gyviny, rekomenduojama, kad bandymas bty atlickamas
naudojant sveikus suaugusius triusius albinosus.

Gyviiny skaicius

Reikia atlikti bandyma su vienu gyviinu, jeigu numatomi pastebimi poveikiai. Jeigu $io bandymo, atlikto su
vienu triusiu, rezultatai rodo, kad medziagos akims poveikis yra labai dirginantis (grjiZtamasis poveikis) arba
ardantis (eésdinantis) (negriZtamieji poveikiai) taikant apibidintgja darbo eiga, tolesniy akiy dirginimo
bandymy su papildomais gyvinais nereikia vykdyti. Kartais tolesni bandymai su papildomais gyviinais gali
bati tinkami tyrin¢jant ypatingus aspektus.

Kitais, ne vieno gyviino bandymo atvejais, turi bati naudojama ne maziau 3 gyviny. Papildomi gyviinai
gali biti reikalingi abejotinoms reakcijoms issiaiskinti.

Dozés

Tyringjant skyscius, naudojama 0,1 ml dozé. Tyrinéjant kietasias medziagas, pastas ir miltelines medziagas,
naudojamo kiekio tiris turéty bati 0,1 ml arba jos turéty sverti apytikriai 0,1 g (svoris visada turi bati
uzraSomas). Jeigu tiriamoji medziaga yra kieta arba granuliuota, ji sumalama j smulkius miltelius. Daleliy
taris turéty bati matuojamas po to, kai jos $velniai supresuojamos, pvz., patapinojus matavimo inda.

Medziagy, kurios laikomos pulverizatoriuose arba hermetiskuose aerozolio balionéliuose, skystis turéty bati
iSpurskiamas ir surenkama 0,1 ml bei jladinama i akj, kaip apibidinta skysciy atveju.

Stebéjimo laikotarpis

Stebéjimo laikotarpio trukmé neturéty bati grieztai nustatoma. Jis turéty bati toks, kad pakakty iSsamiai
jvertinti stebéty poveikiy griztamuma arba negriZtamuma, bet paprastai neturi virsyti 21 dienos po
jlaginimo.
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1.6.3.

1.6.3.1.

3.1.

Darbo eiga

Gyvanai turéty bati laikomi atskiruose narveliuose. Tiriamoji medziaga turéty bati jlasinama | kiekvieno
gyvino vienos akies akiy gleivinés maiselj, $velniai atitraukus apatinj voka nuo akies obuolio. Po to vokai
$velniai vienai sekundei suglaudziami, kad medziaga nenutekéty. Kita akis, kuri neapdorojama, naudojama
kontrolei.

Jeigu manoma, kad medziaga gali sukelti nereikalinga skausma, prie§ lasinant tiriamaja medziaga gali bati
naudojamas vietinis anestetikas. Vietinio anestetiko risis, koncentracija ir naudojimo laikas turéty biti
atidziai parenkami, uZtikrinant, kad dél jo vartojimo nebus didelio reakcijos i tiriamaja medziaga skirtumo.
Kontroliné akis turéty bti panasiai anestezuojama.

Bandomuyjy gyviny akys neturéty biti plaunamos 24 valandas po tiriamosios medziagos ilasinimo. Praéjus
24 valandoms, galima nuplauti, jeigu laikoma, kad tai tinka.

Jeigu bandymu jrodoma, kad kai kurios medziagos yra dirginancios, gali bati nurodoma atlikti papildomus
bandymus naudojant triusius, kuriems akys nuplaunamos tuoj pat jlasinus medziaga. Tokiais atvejais
rekomenduojama naudoti tris triusius. Pra¢jus pusei minutés po jladinimo, triusiy akys plaunamos pusg
minutés naudojant bet kokj tiirj ir srovés greitj, kuris nesukelty pakenkimy.

Stebéjimas ir reakcijos intensyvumo jvertinimas

Akys turéty bati tikrinamos praéjus 1, 24, 48 ir 72 valandoms. Jeigu po 72 valandy néra akiy pakenkimy,
bandymas gali bati uzbaigiamas.

Gali biiti reikalinga pailginti stebéjimus, jeigu vykdomas ilgalaikis ragenos pakenkimas arba kitas akiy
dirginimas, norint nustatyti organy pakenkimo vystymasi bei jo griztamuma arba negriZtamuma. Be
ragenos, rainelés ir akiy gleivinés stebéjimy, turéty bati registruojami ir ataskaitoje pateikiami kiti pastebéti
organy pakenkimai. Akiy reakcijos intensyvumo vertinimas (lentelé) turéty bati uZzraSomas kickvieno
patikrinimo metu. (Akiy reakcijy intensyvumo vertinimas priklauso nuo jvairiy aiskinimy. Norint padeti
tyrimo laboratorjjoms ir toms laboratorijoms, kurios dalyvauja organizuojant ir aiskinant stebéjimus, gali
biti naudojamos iliustruotos rekomendacijos.)

Reakcijy tikrinimg galima palengvinti naudojant binokuling lupa, rankine plysine lempg, biomikroskopa
arba kitokj tinkama jtaisa. Uzregistravus 24 valandy stebéjimus, bet kurio arba visy triusiy akys gali bati
patikrinamos fluoresceinu.

DUOMENYS

Duomenys turéty bati apibendrinami lentelé¢je, nurodant kiekvieno gyvino sudirginimo laipsnius nustatytu
steb¢jimo laiku. Turety biti pateikiamas sudirginimo laipsnio ir pobtdzio, dideliy organy pakenkimy ir visy
su akimis nesusijusiy stebéty poveikiy apibiidinimas.

ATASKAITOS PATEIKIMAS

BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:
— - duomenys apie gyvinus (rGiSis, veislé, gyviny tiekéjas, aplinkos salygos, pasaras ir pan.);
— bandymo salygos (taip pat svarbios fizikinés ir cheminés tiriamosios medZziagos savybeés);

— duomeny apie reakcijos i dirginimafardyma (ésdinima) suraSymas i lenteles pagal kickvieng atskirg
gyving kiekvienu stebéjimo laiko momentu (pvz., 1, 24, 48 ir 72 valanda);

— visy stebéty rimty pakenkimy apibadinimas;

— apraSomasis stebéto dirginimo arba ésdinimo (ardymo), taip pat paveiktos ragenos ir griztamumo
apibadinimas;
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— metodo, naudoto dirginimui, reakcijos intensyvumui jvertinti pra¢jus 1, 24, 48 ir 72 valandoms,
apibidinimas (pvz., rankiné plysiné lempa, biomikroskopas, fluoresceinas)

— visy pastebéty su akimis nesusijusiy vietiniy poveikiy apibiidinimas;
— duomeny aptarimas;

— duomeny aiskinimas.

3.2. DUOMENU IVERTINIMAS IR AISKINIMAS
Zr. bendrgja jvading B(D) dalj.
4. LITERATURA

7r. bendraja jvading B(E) dalj.

Priedelis

AKIY PAKENKIMY INTENSYVUMO VERTINIMO SKALE

Ragena

Drumstis: tankumo laipsnis (tankiausia zona, paimta duomeny uzrasymui)
Opéjimo arba drumstumo NEIA ..........ooeiiiiiiiiiiiiii it 0

isibarsciusios arba i3sklidusios drumstumo zonos (iskyrus nedidelj normalaus blizgéjimo prislopi-
nimg), rainelés elementai ai¥kiai MAtOMI ..........ooiiiiiiii i

Lengvai jziGirima beveik permatoma zona, rainelés elementai vos pastebimi ............................... 2

Perlamutrinés zonos, rainelés elementai nematomi, vyzdys vos jZiGrimas ..............c..cooeevininn. 3

Ragena matiné, rainelé nejZifirima dél nepermatomumo ................cooeeiiiiiiiiiiii 4
Rainelé

NOIMAll L..oui i 0

Labai pagiléjusios raukslés, kongestija, pabrinkimas, vidutiniska hiperemija aplink ragena arba injekcija,

arba bet kuris i§ jy ar jy derinys, rainelé vis dar reaguoja { $viesa (vangi reakcija teigiama) ............ 1
Nereaguoja | $viesy, kraujavimas, stiprus suardymas (bet kuris i§ jy arba vis)) ....................... 2
Junginé

Raudonumas (priskiriamas patiems stipriausiems parodymams apie vokg ir bulbaring junging, palygti su kontroline

akimi)

Kraujo indai normallis .........c..oiiiiiiiitiii e 0
Kai kurie kraujo indai aiSkiai hiperemidki (jvirkta) ... 1
I§sklaidyta, tamsiai raudonos spalvos, atskiri indai sunkiai pastebimi ... 2
[Ssklaidyta, jautienos raudonUmO ............cooiiiiiiiiiiiiiiiii 3

Chemozé: akiy vokai ir(arba) niktitacinés membranos

PabUTKIMO NETA ...ttt e e e 0
Bet koks paburkimas, didesnis negu normalus (taip pat niktitacinés membranos) ........................ 1
Akivaizdus paburkimas, taip pat voky eversija .................oooiiiiiiiii 2
Paburkimas, pusiau uZmerkti VOKai .........oooiiiiii 3

Paburkimas, vokai uzmerkti daugiau nei per pusg ..............oooooiiii 4
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1.1.

1.2.

1.3.

B.6. ODOS JAUTRINIMAS (SENSIBILIZAVIMAS)

METODAS
[VADAS
Pastabos

Bandymy jautrumas ir sugebéjimas nustatyti potencialius Zmogaus odos sensibilizatorius yra laikomi
svarbiis toksiskumo klasifikavimo sistemoje, kuri svarbi Zmoniy sveikatai.

Néra atskiro bandymo metodo, kuriuo bty tiksliai nustatomos visos medziagos, galinCios jautrinti
zmogaus oda, ir kuris tikty visoms medziagoms.

Pasirenkant bandyma turi bati atsizvelgiama j tam tikrus veiksnius, pavyzdziui, medziagos fizikines savybes,
taip pat jos gebéjima isiskverbti | oda.

Bandymai, kuriems naudojamos jiry kiaulytés, gali bati skirstomi j pagalbinius bandymus, kuriuose alerginé
biisena yra sustiprinama istirpinant arba suspenduojant tiriamaja medziaga Freunds Complete Adjuvant (FCA),
ir { nepagalbinius bandymus.

Pagalbiniai bandymai gali bati tikslesni, numatant galima Zmogaus odos jautrinimo tam tikra medziaga
poveiki, negu tais metodais, kuriuose Freunds Complete Adjuvant nenaudojamas, ir todél Siems metodams
atiduodama pirmenybe.

Jary kiauly¢iy maksimizacijos bandymas (GPMT) yra placiai naudojamas pagalbinis bandymas. Nors keli kiti
metodai gali biti naudojami nustatyti medziagos gebéjima sukelti odos jautrinimo reakcija, GPMT yra
laikomas pagalbine metodika, kuriai atiduodama pirmenybe.

Daugumai chemikaly klasiy nepagalbiniai bandymai (vienas i§ populiariausiy yra Buehler bandymas) yra
laikomi maziau jautriais.

Tam tikrais atvejais gali bati daug priezasciy pasirinkti Buehler bandyma, kurj atliekant naudojamasi greiciau
vietine aplikacija negu intrakutanine injekcija, kuri naudojama atliekant jary kiauly¢iy maksimizacijos
bandyma. Tie atvejai, kai naudojamas Buehler bandymas, turéty buti moksliskai pagrindziami.

Siame metode apibidinamas jiiry kiauly¢iy maksimizacijos bandymas (GPMT) ir Buehler bandymas. Kiti
metodai gali bati taikomi tik tuo atveju, jeigu jie yra gerai pagristi ir pateikiamas mokslinis pagrindimas.

Nepriklausomai nuo taikomo metodo, jiry kiaulyciy veislés, kuri naudojama odos jautrinimo bandyme,
jautrumas turi biti tikrinamas reguliariais intervalais (Se$i ménesiai), naudojant Zinomg, nuo $velnaus iki
vidutinisko, sensibilizatoriy bei gaunant pakankama skaiciy teigiamy reakcijy.

Taip pat Zr. bendraja jvading B(A) dalj.
APIBREZIMAS

Zr. bendrgja jvading B(B) dalj.
ETALONINES MEDZIAGOS

Toliau iSvardytos medziagos, prireikus, atskiestos, rekomenduojamos naudoti kartu su bet kuria kita
jautrinancia (sensibilizuojancia) medziaga, kuri Zinoma i§ literattiros arba kuri priklauso tyrinéjamy
medZiagy grupei.

— p-fenilenediaminas CAS Nr. 106-50-3
— 2,4-dinitrochlorbenzenas CAS Nr. 97-00-7

— kalio dichromatas CAS Nr. 7778-50-9
— neomicino sulfatas CAS Nr. 1405-10-3

—nikelio sulfatas CAS Nr. 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.

BANDYMO METODY ESME

Po to, kai atliekamas pirminis poveikis tiriamaja medziaga (,indukcijos* periodas), gyviinams apytikriai dvi
savaites po paskutinio indukcinio poveikio taikomas ,provokacijos“ poveikis tiriamaja medZiaga, norint
nustatyti, ar buvo sukelta padidéjusio jautrumo bisena. Jautrinimas nustatomas tikrinant odos reakcija i
provokacijos poveiki.

KOKYBES KRITERIJAI
Néra.
BANDYMO METODO APIBUDINIMAS

Jury kiauly¢iy maksimizacijos bandymas (GPMT)

Pasirengimas

Sveikos jaunos jiry kiaulytés albinosai yra randomizuojamos ir paskiriamos j poveikio ir kontrolines
grupes. Prie§ paskiriant doz¢ mentés srityje pasalinami plaukai juos kerpant arba skutant. Reikéty stengtis
nepazeisti odos.

Bandymo sglygos

Eksperimentiniai gyvinai

Panaudojamos placiai naudojamos laboratorines jiry kiaulytés albinosai, sveriancios maziau negu 500 g.

Skaicius ir lytis

Gali bati naudojami patinéliai ir (arba) patelés. Jeigu naudojamos patelés, jos turéty biiti neturéjusios
jaunikliy arba nevaikingos. Poveikio grupése naudojama maziausiai 10 gyviny ir ne maziau kaip 5 gyvinai
kontrolinéje grupéje. MazZesnis gyviny skaicius turéty bati pagrindZiamas. Jeigu gaunami abejotini rezulta-
tai, histopatologinis iStyrimas gali padéti nuspresti, ar bandymas turéty biti pakartotas naudojant kitg
gyviiny grupe.

Jeigu nejmanoma padaryti abejoniy nekeliancios i§vados, kad tiriamoji medziaga yra sensibilizatorius arba
kad ji tokia néra, rekomenduojama atlikti bandyma su papildomais gyviinais, kuriy i§ viso bty ne maziau
20 bandomuyjy ir 10 kontroliniy.

Dozés

Yra nustatoma tokia tiriamosios medziagos koncentracija, kad bity gaunami tam tikri odos dirginimo
jrodymai, bet gyviinai ja turi gerai toleruoti kiekviename indukcijos etape.

Provokacijos koncentracija turéty biiti maksimali koncentracija, kai negaunama jokiy nejjautrinty gyviny
odos jautrinimo jrodymuy.

Sias koncentracijas galima nustatyti atliekant nedidelés apimties (nuo dviejy iki trijy gyviiny) bandomajj
tyrimg.

Stebéjimo laikotarpis

Indukciniu laikotarpiu yra vykdomi stebéjimai, norint patikrinti galimus dirginimo poveikius. Po provoka-
cinio poveikio odos reakcija registruojama praéjus 24 ir 48 valandoms po to, kai nuimama skiauté.

Darbo eiga

Gyviinai sveriami prie§ bandymo pradzig ir bandymui pasibaigus. Mentés srityje pasalinami plaukai. Darbo
eiga sudaro du etapai:
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1.6.1.3.1.

1.6.1.3.2.

Indukcija
0 diena — paveikta grupé

Toliau nurodytos intrakutaninés injekcijos, kuriy kiekvieng sudaro 0,1 ml, po dvi yra suleidZiamos mentés
srityje, abipus vidurinés linijos:

1 injekcija: 0,1 ml Freunds Complete Adjuvant (FCA) sumaiSytas su vandeniu
arba fiziologiniu tirpalu 1:1,

2 injekcija 0,1 ml tirlamosios medziagos, jeigu reikia, su atitinkamu tirpikliu,

3 injekcija 0,1 ml tiriamosios medziagos su FCA

3 injekcija — vandenyje tirpios medZziagos iStirpinamos 0,05 ml vandens ir 0,05 ml neskiesto FCA. Jeigu
turi biiti tirlamos riebaluose tirpios arba netirpios medziagos, jos maiSomos su neskiestu FCA.

3 injekcijos galutiné tiriamosios medziagos koncentracija yra lygi 2-os injekcijos koncentracijai.

1 ir 2 injekcijos yra $virk$¢iamos 3alia viena kitos ir arciausiai galvos, o 3-ioji §virks¢iama link uodeginés
tiriamos zonos dalies.

0 diena — kontroliné grupé

Sios intrakutaniniy injekcijy poros yra §virksciamos i tas pacias zonas kaip nurodyta pirmiau:

1 injekcija: 0,1 ml Freunds Complete Adjuvant (FCA) sumaiSytas su vandeniu
arba fiziologiniu tirpalu 1:1,

2 injekcija 0,1 ml vien tirpiklio,

3 injekcija 0,1 ml tirpiklio su FCA

6 diena — kontroliné ir paveikta grupés

Jeigu medziaga nedirgina odos, bandomoji zona, jg nukirpus ir(arba) nuskutus, nudazoma 0,5 ml 10 %
natrio laurilsulfatu vazeline, kad bty sukeliamas vietinis dirginimas.

7 diena — paveikta grupé

Nuo bandomos zonos vél paSalinami plaukai. Tiriamoji medZiaga atitinkamame tirpiklyje (tirpiklio
pasirinkimas turéty buti pagrindziamas; kietosios medziagos smulkiai pulverizuojamos ir sumaiSomos su
atitinkamu tirpikliu; skysciai, prireikus, gali bati dedami tiesiogiai) paskleidziama ant filtravimo popieriaus
(2 x 4 cm) ir dedama ant bandomos zonos bei laikoma salytyje 48 valandas, sutvars¢ius uzdaru badu.

7 diena — kontroliné grupé

Nuo bandomos zonos vél pasalinami plaukai. Vien tirpiklis dedamas panasiu bidu ant bandomos zonos ir
laikomas salytyje 48 valandas, sutvars¢ius uzdaru badu.

Provokacija
21 diena

Nuo paveikty ir kontroliniy gyviiny Sony pasalinami plaukai. Skiauté arba apdangalas su tiriamaja medziaga
dedami ant paveikty gyviiny vieno $ono, o skiauté arba apdangalas tik su tirpikliu — ant kito Sono.

Skiautés laikomos salytyje 24 valandas, sutvars¢ius uzdaru badu.

Kontroliné grupé veikiama tokiu pat budu.
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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.

1.6.1.2.2.

1.6.2.2.3.

1.6.2.2.4.

1.6.2.3.

23 ir 24 dienos

— nuémus skiaute, po 21 valandos provokacijos zona nuvaloma ir prireikus pasalinami plaukai,
— po trijy valandy (48 valandos nuo provokacijos pradzios), stebima ir registruojama odos reakcija,

— pra¢jus 24 valandoms po $io steb¢jimo, atlickamas ir uzZregistruojamas antrasis stebéjimas (72
valandos).

Kad iSaiskéty pirmosios provokacijos metu gauti rezultatai, turéty biiti svarstoma galimybé taikyti antraja
provokacija, prireikus, naudojant naujg tirpiklj kontrolinei grupei, mazdaug po vienos savaités nuo
pirmosios provokacijos.

Stebéjimas ir odos reakcijy intensyvumo vertinimas

Turéty bati uZregistruojamos ir pateikiamos ataskaitos apie visas odos reakcijas ir bet kokius rezultatus,
atsiradusius dél indukcijos ir provokacijos.

Gali bati naudojamos tokios metodikos, kaip odos raukslés storio histopatologinis istyrimas arba matavi-
mas, kad bity iSsiaiskinamos abejotinos reakcijos, kuriy nematyti dél odos nudazymo tiriamaja medziaga.

Buehler bandymas

Preparatai

Sveikos, jaunos jiry kiaulytés albinosai randomizuojamos ir paskiriamos j poveikio ir kontrolines grupes.
Pries jvedant dozg, nuo vieno $ono pasalinami plaukai juos kerpant ir(arba) skutant. Turi biti imamasi
atsargos priemoniy, kad nebiity nepazeidziama oda.

Bandymo  sglygos

Eksperimentiniai gyvinai

Panaudojamos placiai naudojamos laboratorinés jiry kiaulytés albinosai, sverian¢ios maziau negu 500 g.

Skaicius ir lytis

Gali bati naudojami patinéliai ir(arba) patelés. Jeigu naudojamos patelés, jos turéty buti neturéjusios
jaunikliy arba biti nevaikingos. Poveikio grupése naudojama maziausiai 20 gyviiny ir ne maziau kaip 10
gyviny kontrolinéje grupéje. MaZesnis gyviny skaicius turéty buti pagrindZiamas. Jeigu gaunami neaiskiis
rezultatai, histopatologinis i$tyrimas gali padéti nuspresti, ar bandymas turéty bati pakartotas naudojant kitg
gyviiny grupe.

Dozés

Kiekviename indukcijos etape yra nustatoma tiriamosios medziagos auksciausia koncentracija, kuri bity
sistemiskai toleruojama ir kuri, dirginanciy medziagy atveju, daugumai bandomy gyviny sukelty nuo
$velnaus iki vidutinio dirginima. Provokacijos koncentracija turéty bhti maksimali, kurig taikant nebity
jrodymy apie nejjautrinty gyviiny sudirginima. Sias koncentracijas galima nustatyti atliekant nedidelés
apimties (nuo dviejy iki trijy gyviiny) bandyma.

Stebéjimo laikotarpis

Indukciniu laikotarpiu vykdomi odos stebéjimai, siekiant patikrinti dirginimo poveikius. Po provokacijos
poveikio odos reakcija registruojama praéjus 24 ir 48 valandoms po to, kai nuimama skiaute, t.y. po 30 ir
54 valandy nuo uzdéjimo pradzios.

Darbo eiga
Gyvinai sveriami prie§ bandymo pradzig ir bandymui pasibaigus.

Darbo eiga sudaro du etapai:
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1.6.2.3.1.

1.6.2.3.2.

1.6.2.3.3.

3.1.

Indukcija
0 diena — paveikta grupé

Nuo vieno Sono pasalinami plaukai. 0,5 ml tiriamosios medZziagos atitinkamame tirpiklyje (tirpiklio
pasirinkimas turéty buti pagrindziamas; skysciai prireikus gali bati dedami tiesiogiai) yra paskleidziami ant
medvilninio tampono. Dedama ant bandomos zonos ir laikoma salytyje su oda 6 valandas, uzdéjus skiaute
arba apdangala ir tinkamai sutvarscius uzdaru budu.

0 diena — kontroliné grupé

Nuo vieno Sono pasalinami plaukai. Ant bandomos zonos panasiu bidu dedamas tik tirpiklis. Jis laikomas
salytyje su oda 6 valandas, uzdéjus skiaute arba apdangalg ir tinkamai sutvarscius uzdaru badu.

7 ir 14 dienos

7 dieng ir 14 dieng ant tos pacios bandomos zonos (prireikus pasalinus plaukus) dedama ta pati aplikacija,
kaip ir 0 diena

Provokacija
28 diena

Nuo kito paveikty ir kontroliniy gyviny Sono pasalinami plaukai. Uzdaru tvarstymu skiauté arba
apdangalas su 0,5 ml tiriamosios medziagos, kurios maksimali koncentracija yra nedirginanti, dedama ant
tiriamo gyvino uZpakalinés Sono dalies. Uzdaru tvarstymu skiauté arba apdangalas tik su tirpikliu dedamas
ant priekinés Sono dalies.

Uzdaro tvarstymo skiautés laikomos salytyje 6 valandas.
Kontroliné grupé paveikiama tokiu pat badu.
29 ir 30 dienos

— pragjus 21 valandai po skiautés nuémimo, provokacijos zona nuvaloma ir prireikus pasalinami plaukai,

— dar po trijy valandy (pra¢jus 30 valandy nuo provokacijos pradzios) stebima ir uzregistruojama odos
reakcija,

— pra¢jus 24 valandoms nuo $io stebéjimo, atlickamas ir uZregistruojamas antras stebéjimas.

Stebéjimas ir odos reakcijy intensyvumo vertinimas

Visos odos reakcijos ir bet kokie nejprasti duomenys, gauti po indukcijos ir provokacijos, turéty biti
registruojami ir pateikiami ataskaitoje.

Tokios metodikos kaip odos raukslés histopatologiniai tyrimai arba storio matavimai gali bati naudojamos
iSsiaiskinant abejotinas reakcijas, kurias sunku nustatyti dél odos nusidazymo tiriamaja medziaga.

DUOMENYS (GPMT ir Buehler bandymas)

Duomenys turety bati apibendrinami lenteléje, nurodant kiekvieno gyvino odos reakcija kickvieno
stebéjimo metu.

ATASKAITOS PATEIKIMAS (GPMT ir Buehler bandymas)
BANDYMO ATASKAITA (GPMT ir Buehler bandymas)

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:
— naudoty jiros kiaulyciy veislé;

— bandymo salygos, tirpiklio ir tiriamosios medziagos koncentracijos, naudotos atliekant indukcijas ir
provokacijas;
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3.2.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

— gyvany skaicius, amzius ir lytis;
— kiekvieno gyviino svoris bandymo pradzioje ir pabaigoje;

— visi stebéjimai, atlikti su kiekvienu gyviinu, taip pat odos reakcijos intensyvumo vertinimo sistema, jeigu
tokia naudota;

— duomeny aptarimas;

— duomeny aiskinimas.

DUOMENU IVERTINIMAS IR AISKINIMAS (GPMT ir Buehler bandymas)
7r. bendraja jvading B(D) dalj.

LITERATURA

Zr. bendrgja jvading B(E) dalj.

B.7. KARTOTINY DOZIU (28 DIENOS) TOKSISKUMAS (ORALINIS)

METODAS

IVADAS

Zr. bendrgja jvading B(A) dalj.
APIBREZIMAI

Zr. bendraja jvading B(B) dalj.
ETALONINES MEDZIAGOS
Neéra.

BANDYMO METODO ESME

Tiriamoji medziaga jvedama per virskinamajj trakta kiekvieng dieng padalytomis dozémis kelioms grupéms
eksperimentiniy gyviny, viena dozé — vienai grupei per 28 dieny laikotarpj. Visa §j laikotarpj gyvinai
stebimi kiekvieng dieng toksiskumo poZymiams nustatyti. Gyvinams, kurie nugaiSta bandymo metu,
atlickama autopsija, ir bandymo pabaigoje islikusiems gyviinams atlickama autopsija.

KOKYBES KRITERIJAI

Néra.

BANDYMO METODO APIBUDINIMAS
Pasirengimas

Gyvinai laikomi eksperimentinémis laikymo ir $érimo salygomis ne trumpiau kaip penkias dienas iki
bandymo. Prie§ bandyma sveiki jauni gyviinai randomizuojami ir paskiriami i poveikio grupes. Tiriamoji
medziaga gali biti jvedama su pasaru, pro skrandzio zonda, kapsulémis arba su geriamuoju vandeniu.
Visiems gyvinams dozés jvedamos tokiu pat biidu viso eksperimento vykdymo metu. Jeigu doziy jvedimui
palengvinti naudojamas tirpiklis arba kiti priedai, turéty bati Zinoma, kad jie nesukels toksisky poveikiy.
Jeigu reikia, gali biiti naudojami ankstesniy bandymy duomenys.
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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.

Bandymo salygos

Eksperimentiniai gyviinai

Jeigu néra kontraindikacijy, pirmenybé atiduodama Ziurkéms. Paprastai naudojamos jprastos jauny sveiky
gyviny laboratorinés veislés, ir geriausia buty, kad dozés baty jvedamos pries Ziurkéms sulaukiant Sesiy
savaiciy ir jokiu biidu ne vyresnéms kaip 8 savaiciy.

Bandyma uZzbaigus, naudoty gyviny svorio skirtumas neturéty virSyti + 20 % atitinkamo vidutinio svorio.

Skaicius ir Iytis

Kiekvienai dozei turéty biti naudojama ne maziau 10 gyviny (penkios patelés ir penki patinéliai). Patelés
turéty bati neturéjusios jaunikliy ir bati nevaikingos. Jeigu planuojami tarpiniai nuzudymai, gyviiny skaicius
turéty biti padidinamas tokiu gyviiny skai¢iumi, kurj planuojama nuzudyti iki bandymo pabaigos. Be to,
papildoma 10 gyviny grupé (po penkis kiekvienos lyties gyviinus) gali bati paveikiama didelémis dozémis
28 dienas ir po poveikio 14 dieny stebimi toksinio poveikio griZtamumo, stabilumo arba uzdelsto
atsiradimo pozymiai. Taip pat naudojama papildoma 10 kontroliniy gyviiny grupé (po penkis kiekvienos

lyties gyviinus).

Dozés

Turéty bati naudojamos ne maziau kaip trys dozés ir viena kontroliné grupé. I8skyrus tuos atvejus, kai
paveikiama tiriamaja medzZiaga, su kontrolinés grupés gyviinais turéty biti elgiamasi visiskai taip pat, kaip ir
su bandomosios grupés objektais. Jeigu dozavimui palengvinti naudojamas tirpiklis, kontrolinei grupei turi
bati skiriamos tokios pat dozés su tirpikliu, kokio skiriamos veikiamai grupei, ir ji turi gauti tokj patj
tirpiklio kiekj, kurj gauna didziausios dozés grupé. Didziausia dozé turéty sukelti toksiskumo poveiki, bet
neturi bti mirStamumo arba tik keliy tokiy atvejy prieZastimi. MaZiausia dozé neturéty sukelti jokio
toksiskumo poZymio. Jeigu yra praktinis poveikio Zmogui jvertinimas, maZziausia dozé ji turéty virSyti.
Geriausia, jeigu viduriné dozé galéty sukelti maZiausius pastebimus toksiskumo poveikius. Jeigu naudojama
daugiau negu viena tarpiné dozé, dozés turéty buti iSskirstomos intervalais taip, kad susidaryty toksisky
poveikiy intensyvumo vertinimo skalé. Mazy ir tarpiniy doziy bei kontrolinéje grupése nugais§imo atvejy
daznumas turéty bati nedidelis, kad baty galima prasmingai jvertinti rezultatus.

Jeigu tiriamoji medziaga jvedama su pasaru, gali buti naudojama arba pastovi pasaro davinio koncentracija
(ppm arba mg/kg maisto), arba pastovios dozés gyviino kino svorio atzvilgiu; kitoks naudojimas turi biti
pagrindziamas. Jeigu medZiaga jvedama zondu, dozé turéty biti jvedama panaSiais intervalais kiekvieng
dieng ir dozés turéty bati duodamos tokiais intervalais (kas savaite arba du kartus per savaitg), kad biity
islaikoma pastovi dozé gyviino kino svorio atzvilgiu.

Ribinis bandymas

Jeigu 28 dieny bandymas, atliktas pagal toliau iSsamiai apibiidinta metoda naudojant viena doz¢ 1 000
mg/kg kino svorio per diena arba didesng dozg, susijusig su tikétinu poveikiu Zmogui, kai toks yra
zinomas, nesukelia toksiskumo, laikoma, kad bandymo nereikia testi. Silpnai toksisky medziagy atvejais
svarbu uztikrinti, kad konkrecios tiriamosios medziagos, jvedamos su paSaru, kiekiai ir kitos savybés,
atitikty normalius mitybos reikalavimus.

Stebéjimo laikotarpis

Visi gyvinai turéty bati stebimi kiekviena diena, toksiskumo poZymiai registruojami jtraukiant jy atsiradi-
mo laika, laipsnj ir trukme. Turéty bati registruojamas nugaisimo laikas ir laikas, kada atsirado ir i$nyko
toksiskumo pozymiai.
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Darbo eiga

Gyvinai 28 dieny laikotarpiu nuo penkiy iki septyniy dieny per savait¢ kiekvieng diena yra veikiami
tirlamaja medziaga. Gyvinai, esantys bet kurioje papildomoje grupéje, kuri toliau stebima, turéty bati
laikomi dar 14 dieny neatlickant bandymuy, kad baty galima nustatyti atsigavima po toksisky poveikiy arba
tokiy poveikiy i3silaikyma.

Turéty biti stebimi odos ir kailio, akiy ir akies gleivinés poky¢iai, taip pat kvépavimo, kraujo apytakos,
vegetacinés ir centrinés nervy sistemy pokyciai, somatomotorinés veiklos ir elgsenos sutrikimai.Kiekvieng
savaite turéty biti matuojamas suvartoto pasaro kiekis (taip pat suvartojamo vandens kiekis, jeigu medziaga
jvedama su geriamuoju vandeniu), gyviinai turéty biti sveriami kiekvieng savaite.

Reguliarus gyviny stebéjimas yra reikalingas tam, kad bity uZztikrinama, jog kiek jmanoma bus stengiamasi
neprarasti gyviny dél tokiy prieZas¢iy kaip kanibalizmas, audiniy autolizé arba dél netinkamo taikymo
metodo. Bandymo laikotarpio pabaigoje islikusiems gyviems nepagalbinio poveikio grupiy gyviinams
atlickama autopsija. GaiStantys gyviinai ir gyvinai, kenciantys dideles kancias ar skausma, kai tai pastebima,
turéty bati pasalinami, humaniskai nuzudomi ir atlickama autopsija.

Bandymo pabaigoje gyviinams, taip pat ir kontroliniams, atliekami tokie tyrimai:

1. hematologija, taip pat bent jau kraujo kineliy, hemoglobino koncentracijos, eritrocity kiekio apskaicia-
vimas, visas ir diferencinis leukocity kiekis ir kres¢jimo matavimas;

2. klinikiné¢ kraujo biochemija, taip pat jtraukiant ne maziau kaip viena kepeny ir inksty funkcijy
parametrg: alanino aminotransferaz¢ (anksciau Zinoma kaip glutamo piruvo transaminazé), aspartato
aminotransferazés serumas (anks¢iau Zinomas kaip glutamo oksalato transminaze), Slapimo azotas,
albuminas, kraujo kreatininas, visas bilirubino kiekis ir visas serumo baltymy kiekis.

Kitus tyrimus, kurie gali bati reikalingi kompetentingam toksikologiniam jvertinimui atlikti, sudaro kalcio,
fosforo, chloro, natrio, kalio, badavimo gliukozés nustatymas, lipidy, hormony, riigiciy ir Sarmy pusiausvy-
ros, methemoglobino, cholinesterazés aktyvumo analizé.

Atitinkamais atvejais gali bati naudojama papildoma klinikiné biochemija stebéty poveikiy tyrinéjimui
isplésti.

Bendroji nekroskopija

Visiems bandomiems gyviinams turi biti atliekama visa bendroji nekroskopija. Bent jau kepenys, inkstai,
audiniai (kepenys, inkstai, bluznis, séklidés, antinksciai, Sirdis ir bet kurie kiti organai, kurie turi dideliy
matomy pazeidimy arba kuriy dydis pasikeites) turéty bati konservuojami atitinkamoje terpéje galimam
histopatologiniam istyrimui ateityje.

Histopatologinis istyrimas

Dideliy doziy grupéje ir kontrolinéje grupéje turéty bati atliekamas uzkonservuoty organy ir audiniy
histologinis istyrimas. Organai ir audiniai, kurie turi defekty, atsirandanciy jvedus didZiausias tiriamosios
medziagos dozes, turéty biti iStiriami visose maZesniy doziy grupése. Visy papildomy grupiy gyvinai
turéty bati istiriami histologiskai, ypatinga démesj skiriant tiems organams ir audiniams, jeigu nustatyta,
kad kitose paveiktose grupése tie poveikiai pasireiske.

DUOMENYS

Duomenys turéty biiti apibendrinami lentelése, kiekvienai bandomai grupei nurodant gyviny skaiciy
bandymo pradzioje ir gyviiny, kuriems atsirado kiekvienos raisies pakenkimy, skaiciy.

Visi stebéti rezultatai turéty biti jvertinami naudojant atitinkamg statistikos metodg. Gali bati naudojamas
bet kuris pripazintas statistikos metodas.
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3. ATASKAITOS PATEIKIMAS
3.1. BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:
— rasis, veisle, gyviiny tiekéjas, aplinkos salygos, pasaras ir pan.;
— bandymo salygos;
— dozés (nurodant tirpiklj, jeigu naudojamas) ir koncentracijos;
— duomenys apie toksines reakcijas pagal lytj ir dozg;
— poveikio nesukelianti doz¢, jeigu jmanoma;
— nugai§imo laikas bandymo metu arba ar gyviinai iSgyveno iki jo pabaigos;
— toksiski ir kiti poveikiai;
— visy nenormaliy poZymiy pastebéjimo laikas ir tolesne eiga;
— duomenys apie pasarg ir kino svorj;
— naudoti hematologiniai bandymai ir visi rezultatai;
— naudoti Klinikinés biochemijos bandymai ir visi rezultatai;
— nekroskopijos duomenys;
— i§samus visy histopatologiniy duomeny aprasymas;
— statistinis duomeny apdorojimas, atitinkamais atvejais;
— duomeny aptarimas;
— duomeny aiskinimas;
3.2. DUOMENU VERTINIMAS IR AISKINIMAS
7r. bendraja jvading B(D) dalj.
4. LITERATURA
7r. bendrgjg jvading B(E) dalj.



13/11 ¢

Europos Sajungos oficialusis leidinys

397

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.8. KARTOTINIY DOZIU (28 DIENOS) TOKSISKUMAS (INHALIACINIS)

METODAS

IVADAS

Naudinga turéti iSanksting informacija apie medziagos daleliy dydZio pasiskirstyma, gary slégi, lydymosi
temperatiirg, virimo temperatiira, plitipsnio temperatiira ir sproguma (atitinkamais atvejais).

Taip pat Zr. bendraja jvading B(A) dalj.

APIBREZIMAS

Zr. bendraja jvading B(B) dalj.

ETALONINES MEDZIAGOS

Néra.

BANDYMO METODO ESME

Kelios eksperimentiniy gyviny grupés kickvieng dieng apibréztu laikotarpiu yra paveikiamos tiriamaja
medziaga suskirstytomis koncentracijomis, viena koncentracija naudojama vienai grupei 28 dienas. Jeigu
tirpiklis naudojamas tam, kad bity lengviau gaunama atitinkama tiriamosios medZziagos koncentracija
aplinkoje, turéty bati naudojama kontroliné tirpiklio grupé. Medziagos jvedimo laikotarpiu gyviinai stebimi
kiekvieng dieng toksiSkumo pozymiams nustatyti. Gyvinams, kurie nugaista bandymo metu, atliekama
autopsija, o bandymui pasibaigus, islikusiems gyviems gyviinams daroma autopsija.

KOKYBES KRITERIJAI

Néra.

BANDYMO METODO APIBUDINIMAS

Pasirengimas

Gyvinai laikomi eksperimentinémis laikymo ir $érimo salygomis ne trumpiau kaip penkias dienas iki
eksperimento pradzios. Prie§ bandyma sveiki jauni gyvinai randomizuojami ir suskirstomi i reikalinga
skaiciy grupiy. Tam tikrais atvejais i tiriamaja medZiagg gali biti dedama atitinkamo tirpiklio, kad bity
lengviau gaunama atitinkama medziagos koncentracija aplinkoje. Jeigu tirpiklis arba kiti priedai naudojami
dozavimui palengvinti, turi bati Zinoma, kad jie nesukelia toksisky poveikiy. Atitinkamais atvejais gali bati
naudojami ankstesniy bandymy duomenys.

Bandymo salygos

Eksperimentiniai gyviinai

Jeigu néra kontraindikacijy, pirmenybé atiduodama Zziurkéms. Naudojamos jprasty laboratoriniy veisliy
jauni, sveiki gyviinai.

Bandymg uzbaigus naudoty gyviiny svorio pokyciai neturéty vir§yti + 20 % atitinkamo vidutinio svorio.
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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.

Skaicius ir lytis

Kiekvienoje bandymo grupéje turéty bati naudojama ne maziau 10 gyviny (penkios patelés ir penki
patinéliai). Patelés turéty biiti neturéjusios jaunikliy ir bati nevaikingos. Jeigu planuojami tarpiniai nuzudy-
mai, gyviiny skaicius turéty bati padidinamas tokiu gyviny skai¢iumi, kuris buvo planuojamas nuzudyti iki
bandymo pabaigos. Be to, papildoma 10 gyviiny grupé (po penkis kiekvienos lyties gyviinus) gali bati
paveikiama didele koncentracija 28 dienas ir po poveikio 14 dieny stebimi toksiniy poveikiy griZtamumo,
stabilumo arba uzdelsto atsiradimo pozymiai. Taip pat naudojama papildoma kontroliné 10 gyviiny grupé
(po penkis kiekvienos lyties gyviinus).

Poveikio koncentracija

Turi biti ne maziau kaip trys tiriamosios medziagos koncentracijos ir viena kontroliné arba tirpiklio
kontroliné grupé (atitinkanti didziausios dozés tirpiklio koncentracijg), jeigu naudojamas tirpiklis. I3skyrus
tuos atvejus, kai paveikiama tirlamaja medziaga, su kontrolinés grupés gyvinais turéty biti elgiamasi
visiskai taip pat, kaip su bandomosios grupés gyviinais. DidZiausia koncentracija turéty sukelti toksiskumo,
poveikj, bet neturi bati mirStamumo arba tik keliy tokiy atvejy priezastimi. Maziausia koncentracija
neturéty sukelti jokio toksiskumo poZymio. Jeigu yra praktinis poveikio Zmogui jvertinimas, maZiausia
dozé ji turéty virSyti. Geriausia, jeigu viduriné dozé galéety sukelti maziausius pastebimus toksiskumo
poveikius. Jeigu naudojama daugiau negu viena tarpiné dozé, dozés turéty biti iSskirstomos intervalais
taip, kad toksiskus poveikius bity galima grupuoti. Mazy ir tarpiniy doziy bei kontrolingje grupése Zities
atvejy paplitimas turéty bati nedidelis, kad biity galima prasmingai jvertinti rezultatus.

Poveikio trukmé

Kiekvienos dienos poveikio trukmé turéty bati Sesios valandos, bet gali bati reikalingi kitokie laikotarpiai,
kad atitikty specialius reikalavimus.

Irenginiai

Gyvinai turéty bati bandomi inhaliacinéje jrangoje, sukonstruotoje taip, kad bty islaikomas dinaminis oro
srautas, kuriam esant per valandg oras pasikeicia ne maziau kaip 12 karty, uZtikrinant pakankama
deguonies kiekj ir vienoda poveikio atmosferos pasiskirstyma. Jeigu naudojama kamera, ji turéty bati taip
suprojektuota, kad bandomieji gyviinai nesibarivoty ir kad jkvepiant tiriamosios medziagos buty kiek
jmanoma padidintas poveikis. Paprastai, norint uZtikrinti kameros atmosferos pastovuma, visas bandomuyjy
gyviny ,taris“ neturéty virsyti 5 proc. bandymo kameros tiirio. Gali biiti naudojamas burnos ir nosies, tik
galvos arba atskirai viso kiino poveikis kameroje; du pirmieji sumazins kitais dviem atvejais sunaudojama

kieki.

Stebéjimo laikotarpis

Toksiskumo pozymiai eksperimentiniams gyviinams turéty biiti stebimi kiekvieng dieng viso poveikio metu
ir sveikimo laikotarpiu. Nugaiimo s laikas ir tas laikas, kai pasireiskia ir i$nyksta toksiskumo pozymiai,
turéty bati registruojamas.

Darbo eiga

Gyvinai 28 dieny laikotarpiu nuo penkiy iki septyniy dieny per savait¢ kiekvieng diena yra veikiami
tirlamaja medziaga. Gyvinai, esantys bet kurioje papildomoje grupéje, kuri toliau stebima, turéty bati
laikomi dar 14 dieny neatlickant bandymuy, kad baty galima nustatyti atsigavima po toksisky poveikiy arba
tokiy poveikiy iSsilaikyma. Temperatara, kuriai esant vykdomas bandymas, turéty bati palaikoma 22 + 3°C.

Tinkamiausias santykinis drégnumas yra tarp 30 ir 70 %, bet tam tikrais atvejais (pvz., atliekant tam tikry
aerozoliy bandymus) tai gali baiti nejgyvendinama. ISlaikant kameros viduje nedidelj neigiama slégj (< 5
mm vandens), tirlamoji medziaga negalés patekti  aplinkg. Poveikio metu neturi biti duodama pasaro ir
vandens.

Turéty bati naudojama dinaminé inhaliacijos sistema, kartu su atitinkama analizés koncentracijos kontrolés
sistema. Tinkamas poveikio koncentracijas rekomenduojama nustatyti bandomuoju tyrimu. Oro srautas
turéty bati nustatomas taip, kad poveikio kameroje buty uZtikrinamos vienarfisés salygos. Tokia sistema
turéty uztikrinti, kad kaip galima grei¢iau biity nustatomos pastovios poveikio salygos.
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1.6.3.2.

Turéty bati matuojama arba kontroliuojama:
a) oro srauto greitis (nenutriikstamai);

b) tikroji tiriamosios medziagos koncentracija, matuojama kvépavimo zonoje. Kasdieninio poveikio laiko-
tarpiu koncentracija neturéty svyruoti daugiau negu + 15 % vidutinés vertés. Taciau tam tikry aerozoliy
atveju $io kontrolés lygio nejmanoma pasiekti, tada baity priimtinas platesnis intervalas. Viso bandymo
metu kiekvienos dienos koncentracijos turéty bati, kiek tai praktiskai jmanoma, islaikomos pastovios.
Aerozoliams ne maziau kaip viena daleliy dydzio analizé turéty bati atlickama kiekvienai bandomajai
grupei per savaite;

) temperatiira ir drégnumas, jeigu jmanoma nenutrikstamai.

Poveikio metu ir po jo vykdomi nuolatiniai stebéjimai ir registravimas; kiekvienam gyvinui turéty biti
daromi atskiri jrasai. Visi gyviinai turety biti stebimi kiekviena dieng, o toksiskumo poZzymiai registruojami
nurodant pasireiskimo laikg, jy laipsnj ir trukme. Turéty bati stebimi odos ir kailio, akiy ir akies gleivinés
pokyciai, taip pat kvépavimo, kraujo apytakos, vegetacinés ir centrinés nervy sistemy pokyciai, somatomo-
torinés veiklos ir elgsenos sutrikimai. Kickvieng savait¢ turéty biti nustatomas gyviny svoris. Taip pat
rekomenduojama kiekviena savaitg matuoti suvartoto paSaro kiekj. Reguliarus gyviny stebéjimas yra
reikalingas tam, kad baty uZtikrinama, jog kiek jmanoma bus stengiamasi bandymo metu neprarasti
gyviny dél tokiy priezasc¢iy kaip kanibalizmas, audiniy autolizé arba dél netinkamo taikymo metodo.
Bandymo laikotarpio pabaigoje islikusiems gyviems nepagalbinio poveikio grupiy gyvinams atlickama
autopsija. GaiStantys gyvinai ir gyvinai, kenciantys dideles kancias ar skausma, kai tai pastebima, turéty
bati pasalinami, humaniskai nuzudomi ir atliekama autopsija.

Bandymo pabaigoje visiems gyviinams, taip pat ir kontroliniams, atlickami tokie tyrimai:

i) hematologija, taip pat bent jau kraujo kineliy, hemoglobino koncentracijos, eritrocity kiekio apskaicia-
vimas, visas ir diferencinis leukocity kiekis ir kresé¢jimo matavimas;

i) klinikiné kraujo biochemija, taip pat jtraukiant ne maziau kaip viena kepeny ir inksty funkcijy
parametrg: alanino aminotransferazés serumas (anksciau Zinomas kaip glutamo piruvo transaminazé),
aspartato aminotransferazés serumas (anksciau Zinomas kaip glutamo oksalato transminazé), $lapimo
azotas, albuminas, kraujo kreatininas, visas bilirubino kiekis ir visas serumo baltymy kiekis.

Kitus nustatymus, kurie gali bati reikalingi kompetentingam toksikologiniam jvertinimui atlikti, sudaro
kalcio, fosforo, chloro, natrio, kalio, badavimo gliukozés nustatymas, lipidy, hormony, ragsciy ir Sarmy
pusiausvyros, methemoglobino, cholinesterazés aktyvumo analizé.

Atitinkamais atvejais gali biiti naudojama papildoma klinikiné biochemija stebéty toksiskumo poveikiy
tyrinéjimui iSplésti.

Bendroji nekroskopija

Visiems bandymo gyvinams turi bati atlickama visa bendroji nekroskopija. Bent jau kepenys, inkstai,
Organai ir audiniai (kvépavimo traktas, kepenys, inkstai, bluznis, séklidés, antinksciai, Sirdis ir visi kiti
organai, kurie turi dideliy matomy pazeidimy arba kuriy dydis pasikeitgs) turéty bati konservuojami
atitinkamoje terpéje galimam histopatologiniam iStyrimui ateityje. Plauciai turéty bati i§imami sveiki,
pasveriami ir apdorojami atitinkamu fiksatyvu uZtikrinant, kad bus i$saugota plauciy struktira.

Histopatologinis istyrimas

Dideliy koncentracijy grupéje ir kontrolinéje grupéje(-se) turéty bati atliekamas uzkonservuoty organy ir
audiniy histologinis iStyrimas. Organai ir audiniai, paZeisti tiriamosios medziagos, kuri jvesta didZiausiomis
dozémis, turéty bati istiriami visose mazesniy doziy grupése. Visy papildomy grupiy gyviinai turéty bati
iStiriami histologiskai, ypatinga démesj skiriant tiems organams ir audiniams, kuriems nustatyta, kad kitose
paveiktose grupése tie poveikiai pasireiske.

DUOMENYS

Duomenys turéty biti apibendrinami lentelése, nurodant gyviiny skaic¢iy kiekvienos grupés bandymo
pradzioje ir gyviny, kuriems atsirado kiekvienos raisies pakenkimy, skaiciy.
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3.1.

3.2

Visi stebéti rezultatai turéty biti jvertinami naudojant atitinkamg statistikos metodg. Gali bati naudojamas
bet kuris pripazintas statistikos metodas.

ATASKAITOS PATEIKIMAS

BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:

— risis, veisle, gyviiny tickéjas, aplinkos salygos, pasaras ir pan.;

— bandymo salygos;

Poveikio aparato apibiidinimas bei brézinys, tipas, matmenys, taip pat oro Saltinis, aerozoliy generavimo
sistema, oro kondicionavimo metodas ir gyviny laikymo salygy bandymo kameroje, jeigu tokia
naudojama, apib@idinimas. Turéty bati apibGdinama temperatiira, drégnumo matavimo jranga ir atitin-
kamais atvejais aerozolio koncentracijy pastovumas ir daleliy dydzio pasiskirstymas.

Duomenys apie poveiki

Jie turéty bati pateikiami lentelése, nurodant vidutines vertes ir kintamumo vienetus (t. y. standartinis
nuokrypis) ir, jeigu jmanoma, i juos turéty bati jtraukiami:

a) oro srauto, tekancio per inhaliacijos jrenginij, greitis;
b) oro temperatiira ir drégnumas;

¢) nominalios koncentracijos (visas tiriamos medziagos kiekis, jdétas j inhaliacijos jrenginj, padalytas i3
oro tiirio);

d) tirpiklio rasis, jeigu naudotas;

¢) faktines koncentracijos bandymo kvépavimo zonoje;

f) masés medianinis aerodinaminis skersmuo (MMAD) ir geometrinis standartinis nuokrypis (GSD);
duomenys apie toksing reakcija pagal lytj ir koncentracija;

nugaisimo laikas poveikio metu arba nurodant, ar gyvinai i§gyveno iki pabaigos;
toksisky arba kitokiy poveikiy apibadinimas; poveikiy nesukeliancios koncentracijos;
kiekvieno ypatingo poZymio stebéjimo laikas ir tolesné jo eiga;

duomenys apie maistg ir kiino svorj;

naudoti hematologiniai bandymai ir jy rezultatai;

naudoti klinikiniai biocheminiai bandymai ir jy rezultatai;

autopsijos duomenys;

i$samus visy histopatologiniy duomeny aprasymas;

statistinis duomeny apdorojimas, jeigu jmanomas;

duomeny aptarimas;

— duomeny aiskinimas.

DUOMENU APSKAICIAVIMAS IR AISKINIMAS

7r. bendraja jvading B(D) dalj.

LITERATURA

7Zr. bendrgja jvading B(E) dalj.
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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. KARTOTINIY DOZIU (28 DIENOS) TOKSISKUMAS (PER ODA)

METODAS

[VADAS

Zr. bendrgja jvading B(A) dalj.

APIBREZIMAI

Zr. bendrgja jvading B(B) dalj.

ETALONINES MEDZIAGOS

Néra.

BANDYMO METODO ESME

Tiriamoji medziaga 28 dienas kiekvieng diena dedama ant odos pamatuotomis dozémis kelioms eksperi-
mentiniy gyviny grupéms, viena dozé — vienai grupei. Poveikio metu gyviinai stebimi kiekviena dieng
toksiskumo pozymiams nustatyti. Gyviinams, kurie nugai§ta bandymo metu, atlickama autopsija, bandyma
uzbaigus likusiems gyviems gyviinams atlickama autopsija.

KOKYBES KRITERIJAI

Néra.

BANDYMO METODO APIBUDINIMAS

Pasirengimas

Gyviinai laikomi eksperimentinémis laikymo ir $érimo salygomis ne trumpiau kaip penkias dienas iki
eksperimento pradzios. Pries bandyma sveiki jauni gyviinai randomizuojami ir paskiriami | poveikio ir
kontrolines grupes. Prie§ pat bandyma nuo bandomuyjy gyviny kiino sprando srityje nukerpamas kailis.
Galima ir skusti, bet tai turéty buti atlickama apytikriai prie§ 24 valandas iki bandymo. Pakartotinai kirpti
arba skusti paprastai reikia apytikriai kas savaite. Jeigu kailis kerpamas arba skutamas, reikia stengtis
nenubrizinti odos. Tiriamajai medziagai uzdeti turéty bati nukerpama ne maziau kaip 10 % proc. kino
pavirSiaus. Turéty biti atsiZvelgiama j gyviino kino svorj, nusprendziant, koks plotas turéty biti be kailio,
ir | apdangalo dydj. Jeigu bandomos kictosios medZiagos, kurios prireikus gali bati pulverizuojamos,
tiriamoji medziaga turéty bati pakankamai sudrékinama vandeniu arba, tam tikrais atvejais, atitinkamu
tirpikliu, kad biity uztikrinamas geras sglytis su oda. Skystos tiriamosios medZiagos paprastai naudojamos
neskiestos. Dedamos nuo penkiy iki septyniy karty per savaite.

Bandymo salygos

Eksperimentiniai gyviinai

Gali biiti naudojamos suaugusios Ziurkés, triusiai arba jiry kiaulytés. Gali bati naudojamos kitos raisys, bet
jy naudojimas turéty bati pagrindziamas.

Bandymo pradzioje naudojamy gyviny svorio pakitimo intervalas neturéty virSyti * 20 % atitinkamo
vidutinio svorio.



402

Europos Sajungos oficialusis leidinys

13/11 t.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Skaicius ir lytis

Kiekvienai dozei turéty biti naudojama ne maziau 10 gyviiny (penkios patelés ir penki patinéliai), turinciy
sveika oda. Patelés turéty buti neturéjusios jaunikliy ir bati nevaikingos. Jeigu planuojami tarpiniai
nuzudymai, gyviny skaiCius turéty biti padidinamas tokiu gyviny skai¢iumi, kuris buvo planuojamas
nuzudyti iki bandymo pabaigos. Be to, papildoma 10 gyviny grupé (po penkis kiekvienos lyties gyviinus)
gali buti veikiama didele doze 28 dienas ir po poveikio 14 dieny stebimi toksinio poveikio griztamumo,
stabilumo arba uZzdelsto atsiradimo pozymiai. Taip pat naudojama papildoma 10 kontroliniy gyviiny grupé
(po penkis kiekvienos lyties gyviinus).

Dozés

Reikalingos ne maziau kaip trys dozés, kontroliné grupé arba tirpiklio kontroliné grupé, jeigu naudojamas
tirpiklis. Poveikio laikas turéty biiti ne trumpesnis kaip Sesios valandos per dieng. Tiriamoji medZiaga turét
biti uzdedama panasiu laiku kiekvieng dieng ir intervalai (kas savaite arba kas dvi savaites) suderinami taip,
kad gyvino kiano svorio atzvilgiu buty islaikoma pastovi dozé. Isskyrus tuos atvejus, kai paveikiama
tiriamaja medziaga, su kontrolinés grupés gyvinais turéty biti elgiamasi visiSkai taip pat, kaip ir su
bandomosios grupés objektais. Jeigu dozavimui palengvinti naudojamas tirpiklis, kontrolinei grupei turi
biati skiriamos tokios pat dozés su tirpikliu, kokio skiriamos veikiamai grupei, ir ji turi gauti tokj patj
tirpiklio kiekj, kurj gauna didziausios dozés grupé. Didziausia dozé turéty sukelti toksiskumo poveiki, bet
neturi biti mirStamumo arba tik keliy tokiy atvejy priezastimi. Maziausia dozé neturéty sukelti jokiy
toksiskumo poZymiy. Jeigu yra praktini poveikio Zmogui jvertinimas, maziausia dozé ji turéty virSyti.
Geriausia, jeigu viduriné dozé galéty sukelti maZiausius pastebimus toksiskus poveikius. Jeigu naudojama
daugiau negu viena tarpiné dozé, dozés turéty buti iSskirstomos intervalais taip, kad susidaryty toksisky
poveikiy intensyvumo vertinimo skalé. Mazy ir tarpiniy doziy bei kontrolinése grupése nugaisimo atvejy
daznumas turéty bati nedidelis, kad baity galima prasmingai jvertinti rezultatus.

Jeigu tiriamoji medziaga sukelia stipry odos dirginima, koncentracijos turéty bati sumazinamos, ir dél to,
naudojant dideles dozes, turéty susilpnéti kiti toksiski poveikiai arba jy nebiti. Be to, jeigu oda labai stipriai
pazeidziama, reikia bandymg nutraukti ir pradéti naujg bandyma naudojant maZesniy koncentracijy dozes.

Ribinis bandymas

Jeigu iSankstinis bandymas naudojant 1 000 mg/kg doz¢ arba didesn¢ dozg, susijusig su tikétinu poveikiu
Zmogui, jeigu toks zinomas, nesukelia aiskaus toksiskumo, laikoma, kad bandymo nereikia testi.

Stebéjimo laikotarpis

Eksperimentiniai gyviinai turéty bati stebimi kiekviena dieng, ar neatsiranda toksiskumo poZymiy. Turéty
biti registruojamas nugaisimo laikas ir laikas, kada atsirado ir i$nyko toksiskumo pozymiai.

Darbo eiga

Gyviinai turéty bati laikomi atskiruose narveliuose. Gyviinai yra paveikiami tiriamaja medZziaga, geriausiai —
28 dienas septynias dienas per savaitg. Gyvinai, esantys bet kurioje papildomoje grupéje, kuri toliau
stebima, turéty bati laikomi dar 14 dieny neatliekant bandymy, kad bity galima nustatyti atsigavima po
toksisky poveikiy arba tokiy poveikiy issilaikymg. Poveikio laikas neturéty bati trumpesnis kaip 3esios
valandos per diena.

Tiriamoji medziaga turéty buti tolygiai uzdedama ant plotelio, kurio dydis sudaro apie 10 % viso kino
pavirSiaus. Jeigu medZiagos labai toksiskos, paveikiamas pavir§ius gali biiti mazesnis, bet kaip galima
didesnis plotas turéty biti padengiamas kiek jmanoma plonesniu ir vienodu sluoksniu.

Tiriamoji medziaga tureéty liestis su oda akytu marlés tvars¢iu ir nedirginancia lipnia juostele. Tiriamoji vieta
ir toliau turéty bati atitinkamai padengta, kad biity i$saugotas marlés tvarstis ir tiriamoji medZziaga bei
uztikrinama, kad gyvinai nepraris tiriamosios medZiagos. Gali bati naudojami ribotuvai, kad tiriamoji
medziaga nebity praryjama, bet visisko imobilizavimo metodas nerekomenduojamas. Gali biiti taikomas ir
,apsauginio antkaklio“ metodas.
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1.6.4.

1.6.5.

Poveikio laikotarpio pabaigoje tiriamosios medziagos likutis turéty biti nuimamas, jeigu tai praktiskai
jvykdoma — naudojant vandenj ar kokj kita atitinkama odos valymo buda.

Visi gyviinai turéty biti stebimi kiekviena diena, o toksiskumo pozymiai registruojami nurodant pasireiski-
mo laikg, jy laipsnj ir trukme. Turéty biti stebimi odos ir kailio, akiy ir akies gleivinés pokyciai, taip pat
kvépavimo, kraujo apytakos, vegetacinés ir centrinés nervy sistemy pokyciai, somatomotorinés veiklos ir
elgsenos sutrikimai. Kiekvieng savait¢ turéty biiti nustatomas gyviiny svoris. Taip pat rekomenduojama
kiekvieng savaite matuoti suvartoto paSaro kiekj. Reguliarus gyviny stebéjimas yra reikalingas tam, kad
baty uztikrinama, jog kiek jmanoma bus stengiamasi neprarasti gyviny dél tokiy priezasciy kaip
kanibalizmas, audiniy autolizé arba dél netinkamo taikymo metodo. Bandymo laikotarpio pabaigoje
islikusiems gyviems nepagalbinio poveikio grupiy gyvinams atlickama autopsija. Gaitantys gyvinai ir
gyvinai, kenciantys dideles kancias ar skausma, kai tai pastebima, turéty bati pasalinami, humaniskai
nuzudomi ir atliekama autopsija.

Bandymo pabaigoje visiems gyviinams, taip pat ir kontroliniams atlieckami tokie tyrimai:

i) hematologija, taip pat bent jau kraujo kiineliy, hemoglobino koncentracijos, eritrocity kiekio apskaicia-
vimas, visas ir diferencinis leukocity kiekis ir kres¢jimo matavimas;

i) klinikiné kraujo biochemija, taip pat jtraukiant ne maziau kaip vieng kepeny ir inksty funkcijy
parametrg: alanino aminotransferazés serumas (anksciau Zinomas kaip glutamo piruvo transaminazé),
aspartato aminotransferazés serumas (anksciau Zinomas kaip glutamo oksalato transminazé), $lapimo
azotas, albuminas, kraujo kreatininas, visas bilirubino kiekis ir visas serumo baltymy kiekis.

Kitus tyrimus, kurie gali bati reikalingi kompetentingam toksikologiniam jvertinimui atlikti, sudaro kalcio,
fosforo, chloro, natrio, kalio, badavimo gliukozés nustatymas, lipidy, hormony, rigs¢iy/Sarmy pusiausvyros,
methemoglobino, cholinesterazés aktyvumo analizé.

Atitinkamais atvejais gali bati naudojama papildoma klinikiné biochemija stebéty toksiskumo poveikiy
tyringjimui iSplésti.

Bendroji nekroskopija

Visiems bandomiems gyviinams turéty bati atlickama visa bendroji nekroskopija. Bent jau kepenys, inkstai,
antinksciai ir seklidés turéty bati pasveriami drégni tuojau pat po skrodimo, kad neiddzitty. Organai ir
audiniai (tai yra tie organai, kurie turi dideliy matomy pakenkimy arba kuriy dydis pakites) turety bati

konservuojami atitinkamoje terpéje galimam histopatologiniam iStyrimui ateityje.

Histopatologinis ityrimas

Dideliy doziy grupéje ir kontrolingje grupéje turéty bati atliekamas uzkonservuoty organy ir audiniy
histologinis iStyrimas. Organai ir audiniai, kurie turi defekty, atsirandanciy jvedus didZiausias tiriamosios
medziagos dozes, turéty bati istiriami visose maZzesniy doziy grupése. Papildomos grupés gyvinai turéty
bati istiriami histologiskai, ypatingg démesj skiriant tiems organams ir audiniams, jeigu nustatyta, kad
kitose paveiktose grupése tie poveikiai pasireiske.

DUOMENYS

Duomenys turéty biti apibendrinami lentelése, kiekvienai bandomai grupei nurodant gyviny skaiciy
bandymo pradzioje ir gyviny, kuriems atsirado kiekvienos raisies pakenkimy, skaiciy.

Visi stebéti rezultatai turi bati jvertinami naudojant atitinkama statistikos metoda. Gali biti naudojamas bet
kuris pripazintas statistikos metodas.
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3. ATASKAITOS PATEIKIMAS
3.1. BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:
— duomenys apie gyviinus (rtsis, veislé, gyviiny tiekéjas, aplinkos salygos, pasaras ir pan.);
— bandymo salygos (taip pat tvarstymo budas: uzdaras ar neuzdaras);
— dozés (nurodant tirpiklj, jeigu naudotas) ir koncentracijos;
— poveikio nesukelianti doz¢, jeigu jmanoma;
— duomenys apie toksines reakcijas pagal lytj ir dozg;
— nugais§imo laikas bandymo metu arba nurodant, ar gyvinas i§gyveno iki pabaigos;
— toksiski arba kitokie poveikiai;
— visy nenormaliy poZymiy pastebéjimo laikas ir tolesne eiga;
— duomenys apie pasarg ir kino svorj;
— naudoti hematologiniai bandymai ir jy rezultatai;
— naudoti Klinikiniai biocheminiai bandymai ir jy rezultatai;
— nekroskopijos duomenys;
— i§samus visy histopatologiniy duomeny aprasymas;
— statistinis duomeny apdorojimas, jeigu jmanomas;
— duomeny aptarimas;
— duomeny aiskinimas.
3.2. DUOMENU APSKAICIAVIMAS IR AISKINIMAS
7r. bendraja jvading B(D) dalj.
4. LITERATURA
7r. bendrgjg jvading B(E) dalj.
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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. MUTAGENISKUMAS (ZINDUOLIY CITOGENETINIS BANDYMAS IN VITRO)

METODAS

IVADAS

Zr. bendraja jvading B(A) dalj.
APIBREZIMAS

Zr. bendraja jvading B(C) dalj.
ETALONINES MEDZIAGOS
Néra.

BANDYMO METODO ESME

Citogenetinis bandymas in vitro — tai trumpalaikis mutageniSkumo bandymas atsekti struktiirines chromo-
somy aberacijas kultarinése zinduoliy Igstelése. Gali biti naudojamos zinomy lgsteliy eiliy kultaros, taip pat
ir pirminiy lasteliy kultiros. Lastelés kultaros, jas paveikus tiriamaisiais chemikalais su atitinkama metabo-
linio aktyvinimo sistema arba be jos, yra paveikiamos chromosomy dalijimosi inhibitoriumi, pavyzdziui,
kolchininu, kad lastelés kauptysi | metafaz¢ panasioje mitozés stadijoje (c-metafazé). Lastelés surenkamos
atitinkamu laiku ir atlickamas chromosomy preparavimas. Preparatai dazomi ir metafazés lastelés analizuo-
jamos nustatant chromosomy nenormalumus.

KOKYBES KRITERIJAI
Néra.
BANDYMO METODO APIBUDINIMAS

Pasirengimas

Lgstelés

Naudojamos zZinomos lasteliy eilés arba pirminiy lasteliy kultGros, pvz., kininio ziurkéno lastelés ir
zmogaus limfocitai. Tiriamoji medZiaga paruosiama kultirinéje terpéje arba iStirpinama atitinkamuose
tirpikliuose pries lasteles paveikiant.

Metabolinio aktyvinimo sistema

Lastelés turéty bati paveikiamos tiriamgja medziaga tiek kartu su atitinkama metabolinio aktyvinimo
sistema, tiek ir be jos. Placiausiai naudojama sistema — tai postmitochondriné frakcija, papildyta bendruoju
faktoriumi, paruosta i§ grauziky kepeny, apdoroty fermenty paveiktais reagentais.

Bandymo salygos

Kultiiry skaicius:

Kiekvienam eksperimentiniam taskui naudojamos ne mazesnés kaip dvigubos kultiiros.
Neigiamos ir teigiamos kontrolés naudojimas:

Tirpikliai (jeigu tirpiklis néra kultiriné terpé arba vanduo), kepeny fermenty aktyvinimo misinys, kepeny
fermenty aktyvinimo misinys ir tirpiklis bei nepaveiktos kontrolés yra naudojami kaip neigiamos kontrolés.
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1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

1.6.3.3.

| kiekviena eksperimenta jtraukiama teigiama kontrolé; jeigu kepeny fermenty aktyvinimo misinys yra
naudojamas tiriamajam chemikalui aktyvinti, cheminis junginys, kuriam, kaip Zinoma, reikalingas metabo-
linis aktyvinimas, turi biti naudojamas kaip teigiama kontrole.

Dozés

Naudojamos ne maziau kaip trys tirlamosios medziagos dozés ne maziau kaip vieno logaritmo doziy
intervalu. DidZiausia dozé turéty slopinti mitozés aktyvuma apytikriai 50 % arba turéty atsirasti kiti
citotoksiskumo pozymiai. Jeigu tiriamoji medZiaga netoksiska, ji turéty bati tiriama iki pasiekiama tirpumo
riba arba iki maksimalios 5 mg/ml koncentracijos.

Kultiiry sglygos:

Naudojama atitinkama kultiriné terpé, inkubacinés salygos (pvz., temperatira, kultGrai naudojami indai,
CO, koncentracijos ir drégnumas).

Darbo eiga

Kultiiry paruosimas

Zinomos lasteliy eilés: Lastelés auginamos i§ pagrindiniy kultfiry (pvz., tripsinizuojant arba nukratant),
paséjamos kultiiros induose atitinkamu tankiu 37 °C temperatiroje.

Zmogaus limfocitai: Visas heparinizuotas kraujas dedamas i kultiiring terpe, kurioje yra fitohemaglutinino,
verSelio fetalinio serumo ir antibiotiky, inkubuojama 37°C temperatiiroje.

Kultiry apdorojimas tiriamuoju cheminiu junginiu
i) Apdorojimas nenaudojant kepeny fermenty aktyvinimo misinio

Jeigu jmanoma, visi poveikiai trunka ne maziau kaip viena visos lastelés cikla, o fiksavimo schemomis
uztikrinama pirmyjy po poveikio mitozés lasteliy, paveikty skirtingais ciklo etapais, analizé.

Jeigu poveikis neapima viso vienos lastelés ciklo, fiksavimo laikas pasirenkamas lasteliy, esanciy
skirtinguose lgstelés ciklo etapuose poveikio metu, bandiniams imti, t.y. G,, S ir G,.

Tiriamasis chemikalas dedamas | zinomy lgsteliy eiliy kultdiras, jeigu jos yra eksponentiniame augimo
etape. Zmogaus limfocity kultiros apdorojamos, kai jos yra pusiau sinchroningje padétyje.

ii) Apdorojimas kepeny enzimy aktyvinimo misiniu

Poveikiui skirtas tiriamasis cheminis junginys kartu su aktyvinimo sistema turéty kaip galima ilgiau
nesukelti Igstelése toksiskumo. Jeigu dél toksiskumo Sis poveikis neapima viso lgstelés ciklo, fiksacijos
laikas yra pasirenkamas lgsteliy, esanciy skirtingose lastelés cikluose, méginiy émimo poveikio metu, ty.
G, Sir G,

1 2

Lgsteliy surinkimas:

Lasteliy kultiiros apdorojamos chromosomy dalijimosi inhibitoriumi atitinkama laika pries jas surenkant.
Kiekviena kultdira atskirai yra surenkama ir atskirai apdorojama chromosomy paruo$imui. Reikia ne maziau
kaip du kartus surinkti lasteles. Pirmg karta rekomenduojama rinkti apytikriai vieno lastelés ciklo metu,
antrg — véliau. Tai daroma norint uZztikrinti, kad bus apimti visi lastelés ciklo etapai ir lastelés ciklas
uztruks.

Chromosomy paruosimas

| chromosomy paruo$ima jeina hipotoninis lasteliy paveikimas, paskleidziant ant objektiniy stikleliy, ir
nudazymas.
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3.1.

3.2

Analizé

Nustatant chromosomy aberacijas analizuojama ne maziau kaip 100 gerai paskleisty kiekvienos kultiiros
metafaziy. Prie analize objektiniai stikleliai koduojami. Tiriant Zmogaus limfocitus analizuojamos tik
metafazés, turincios 46 centromerus.

Zinomy lasteliy eiliy atveju analizuojamos tik metafazés, turincios + 2 modalaus skaiiaus centromerus.

Be to, mitozinis indeksas arba kai kurie kiti citotoksiskumo pozymiai atitinkamais atvejais turéty bati
jvertinami bandymo metu kiekvienai dozei atskirai.

DUOMENYS

Duomenys pateikiami lentelése. Chromatido tipo aberacijos (pertriikiai, 10ziai, kaitaliojimasis), chromosomy
tipo aberacijos (pvz., pertriikiai, lGziai, fragmentacijos, Ziedai, dicentrikai, policentrikai) ir nejprastos
metafazés (su pertrikiais ir be jy) yra pateikiami atskirai visoms apdorotoms ir kontrolinéms kultiroms.

Duomenys vertinami naudojantis atitinkamais statistikos metodais.
Rezultatai turi bati palyginami su tuo paciu metu vykstancios neigiamos kontrolés duomenimis.

Atliekami ne maziau kaip du nepriklausomi eksperimentai. Taciau, jeigu galima moksliskai pagristi, gali
pakakti ir vieno eksperimento. Nebitina atlikti antro eksperimento visai tokio pat, kaip pirmasis eksperi-
mentas. Zinoma, geriau pakeisti tam tikras bandymo salygas, kad biity gaunami naudingesni duomenys.

ATASKAITOS PATEIKIMAS
BANDYMO ATASKAITA

Ataskaitoje, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:
— naudotos Igstelés;

— bandymo sglygos: terpés sudétis, CO, koncentracija, inkubacijos temperatiira, inkubacijos laikas, dozés,
poveikio laikas, poveikio naudotu chromosomy dalijimosi inhibitoriumi trukmé ir koncentracija,
naudota kepeny fermento aktyvinimo misinio rasis, teigiama ir neigiama kontrolé;

— lgsteliy kultiry skaicius;
— analizuoty metafaziy skaicius (duomenys pateikiami atskirai pagal kickvieng kultira);
— citotoksiskumo mitozinis indeksas arba kiti pozymiai;

— aberacijy rasis ir skaiCius, pateikiamas kiekvienai paveiktai ir kontrolinei kulttrai, chromosomy, naudoty
Zinomose lgsteliy eilése, modalus skaicius;

— statistinis vertinimas;
— duomeny aptarimas;

— duomeny aiskinimas.

DUOMENU VERTINIMAS IR AISKINIMAS
Zr. bendrgjg jvading B(D) dalj.
LITERATURA

Zr. bendrgjg jvading B(E) dalj.
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B.11. MUTAGENISKUMAS (ZINDUOLIY KAULY CIULPY CITOGENETINIS BANDYMAS IN VIVO, CHRO-
MOSOMU ANALIZE)

1. METODAS
1.1. [VADAS

7r. bendraja jvadine B(A) dalj.
1.2. APIBREZIMAS

7r. bendraja jvading B(C) dalj.

1.3. ETALONINES MEDZIAGOS
Néra.
1.4. BANDYMO METODO ESME

Sis citogenetinis bandymas in vivo — tai trumpalaikis mutageniskumo bandymas, skirtas nustatyti struktiri-
nes chromosomy aberacijas. Paprastai chromosomy aberacijos vertinamos vykstant pirmosioms po poveikio
mitozéms. Su cheminiais mutagenais didZioji dalis sukelty nukrypimy yra chromatidy tipo.

Metodas apima Zinduoliy kauly ¢iulpy lasteles, kurios paveikiamos tiriamaja chemine medziaga atitinkamu
keliu ir pasalinamos nuosekliais intervalais. Gyvinai pries tokj pasalinima ir toliau veikiami chromosomy
dalijimosi inhibitoriumi, pavyzdziui, kolchlorinu, kad buty sukaupiamos lastelés, esancios mitozés metafazés
stadijoje (c-metafazé). Padaromi ore i§dZiovinti chromosomy preparatai, jie nudazomi, o metafazés mikro-
skopiskai analizuojamos, siekiant nustatyti chromosomy aberacijas.

1.5. KOKYBES KRITERIJAI

Néra.
1.6. BANDYMO METODO APIBUDINIMAS
1.6.1. Pasiregimas

Bandymo chemikalai istirpinami paprastoje druskoje. Jeigu jie netirps, iStirpinami arba suspenduojami
atitinkamuose tirpikliuose.

palengvinti, jis neturi bati trukdziu tirlamam cheminiam junginiui arba sukelti toksisko poveikio.

1.6.2. Bandymo salygos

1.6.2.1. Eksperimentiniai gyviinai

Naudojami grauzikai, pavyzdziui Ziurkés, pelés arba kininiai Ziurkénai. Sveiki jauni suauge gyviinai
randomizuojami ir paskiriami i poveikio ir kontrolines grupes.

1.6.2.2. Skaicius ir lytis

Naudojama ne maziau penkiy patinéliy ir penkiy pateliy kiekvienoje eksperimentinéje ir kontrolingje
grupéje. Tokiu biidu, 10 gyviny bity paaukojami per tam tikra laika vienoje grupéje, jeigu i eksperimento
grafikg jtraukiami keli bandymo laikotarpiai po poveikio.

Teigiamai kontrolinei grupei pakanka bandinius imti vieng karta.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Vartojimo biidas

Tiriamieji cheminiai junginiai paprastai turéty biti duodami tik vieng karts. Remiantis toksikologine
informacija, gali biti naudojamas kartotinio poveikio grafikas. Taciau kartotinio poveikio grafikas gali bati
naudojamas tik tada, jeigu kauly ciulpuose dél tiriamy cheminiy junginiy neatsiranda citotoksisky poveikiy.
Iprastas jvedimo bidas — oralinis ir intraperitoninés injekcijos. Tinka ir kiti jvedimo budai.

Neigiamos ir teigiamos kontrolés naudojimas

Cheminis junginys, kuris Zinomas kaip sukeliantis chromosomy aberacijas in vivo, yra naudojamas kaip
teigiama kontrol¢, o neigiama (tirpiklio) kontroliné grupé taip pat yra jtraukiama j kiekvieno eksperimento
projekta.

Dozés

Pagrindinei serijai naudojama viena tiriamo cheminio junginio dozé — tai maksimali toleruojama dozé arba
tokia doze, kuri sukelia tam tikrus citotoksiskumo pozymius (pvz., dalinis mitozés slopinimas).

,Netoksiskiems“ cheminiams junginiams maksimali (ribiné¢) dozé, kuri turi biti istirta po to, kai suvarto-
jama viena dozé, yra 2 000 mg/kg kino svorio.

Jeigu naudojamas kartotiniy doziy grafikas, ribiné dozé yra 1 000 mg/kg kiino svorio per para.

Gali bati naudojamos papildomos dozés, jeigu to reikalaujama dél moksliniy priezasciy.

Jeigu bandymas yra naudojamas kaip patvirtinimo metodas, turéty biti naudojamos dvi papildomos dozés.

Darbo eiga

Bandymg galima vykdyti dviem bidais:

i) Gyvinai veikiami tiriamu cheminiu junginiu vieng karta, didZiausia toleruojama doze. Pirmuoju atveju
méginiai imami po poveikio praéjus 24 valandoms. Jeigu $iame etape rezultatai yra akivaizdziai teigiami,
tolesnis méginiy émimas nereikalingas. Taciau jeigu rezultatai neigiami arba abejotini, kadangi tiriamas
cheminis junginys gali turéti jtakos lasteliy ciklo kinetikai, taikomas vienas ankstesnio méginiy émimo ir
vienas vélesnio méginiy émimo intervalas, tinkamai paskirstytas intervale nuo Sesiy iki 48 valandy.

Jeigu naudojamos papildomos dozés, méginiai turi biti imami didZiausios rizikos intervalais arba, jeigu
jie nezinomi, praéjus 24 valandoms po poveikio.

—
=3
=

Jeigu pagal farmakokineting ir metaboling informacija reikalingas kartotinio poveikio grafikas, gali bati
naudojamas kartotinis dozavimas ir méginiai turi biti imami praéjus SeSioms ir 24 valandoms po
paskutinio poveikio.

Kauly ciulpy preparatas:

Prie§ gyviinus nuzudant, jiems daroma intraperitoniné injekcija, suleidZiant atitinkama chromosomy
dalijimosi inhibitoriaus dozg¢, kad biity gaunamas pakankamas lasteliy skai¢ius ¢ metafazéje. Kauly ciulpai
gaunami i3 abiejy ka tik nuzudyty gyviny $launikauliy, nuskalaujant izotoniniu tirpalu. Lastelés, atitinkamai
jas hipotoniskai paveikus, yra fiksuojamos ir po to paskleidziamos ant objektiniy stikleliy. Objektiniai
stikleliai, juos idziovinus ore, nudazomi.

Analizé:

Prie§ mikroskoping analiz¢ objektiniai stikleliai yra koduojami. Analizuojama ne maziau kaip 50 gerai
paskleisty viso centromery skaiCiaus kiekvieno gyvino metafazés, nustatant struktirines chromosomy
aberacijas. Be to, gali bati nustatomi kiekvieno gyviino mitoziniai indeksai.
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3.2

DUOMENYS

Duomenys pateikiami lentelése. Chromatidinés ir izochromatidinés aberacijos (pertrkiai, laziai, kaitalioji-
masis) ir mitoziniai indeksai, jeigu nustatyti, yra pateikiami atskirame sarae pagal visus paveiktus ir
kontrolinius gyvinus. Taip pat pateikiami vidutiniai skaiCiai ir standartiniai nuokrypiai pagal kickvieng
eksperimenting ir kontroling grupe. Duomenys vertinami naudojant atitinkamus statistikos metodus.

ATASKAITOS PATEIKIMAS
BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:
— naudoty gyviiny rasis, veislé ir amzius;
— kiekvienos lyties gyviiny skaicius eksperimentingje ir kontrolinéje grupése;

— bandymo salygos: i$samus poveikio ir méginiy émimo grafiko, doziy, poveikio naudotu chromosomy
dalijimosi inhibitoriumi trukmés ir jo koncentracijos apibiidinimas;

— kiekvieno gyvino analizuoty metafaziy skaicius;
— mitoziniai indeksai, jeigu nustatyti;

— aberacijy r@isis ir skaiCius pagal kiekvieng paveikta ir kontrolinj gyviing;
— toksiskumo pozymiai bandymo eigoje;

— statistinis jvertinimas;

— duomeny aptarimas;

— duomeny aiskinimas.

DUOMENU VERTINIMAS IR AISKINIMAS

7Zr. bendrg jvading B(D) dalj.

LITERATURA

Zr. bendrg jvadine B(E) dalj.
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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. MUTAGENISKUMAS (MIKROBRANDUOLINIS BANDYMAS)

METODAS

[VADAS

7r. bendra jvadine B(A) dalj.
APIBREZIMAS

Zr. bendrg jvadine B(C) dalj.
ETALONINES MEDZIAGOS
Néra.

BANDYMO METODO ESME

Mikrobranduolinis bandymas — tai trumpalaikis bandymas in vivo su Zinduoliais, nustatant chromosomy
pakenkimus arba mitozinio aparato pakenkimus chemikalais. Sios analizés pagrindas — mikrobranduoliy
skaiciaus tiriamy gyviny polichromatiniuose eritrocituose padidéjimas, palyginti su kontroliniais gyviinais.

Mikrobranduoliai yra sudaromi i§ chromosomy fragmenty arba chromosomy visumos mitozinéje fazéje.
Jeigu eritrocituose susidaro eritroblasty, pagrindinis branduolys i$metamas, bet mikrobranduoliai gali biti
iglaikomi citoplazmoje. Siam bandymui naudojami kauly iulpy jauni polichromatiniai eritrocitai, gaunami
i§ laboratoriniy Zinduoliy, kurie yra veikiami tiriamaja medziaga atitinkamu badu. Kauly ciulpai yra
iStraukiami, paruo$iami preparaty tepinéliai ir nudazomi. Naudojant mikroskopa suskaiciuojamas mikro-
branduoliy kiekis polichromatiniuose eritrocituose ir nustatomas polichromatiniy ir normochromatiniy
eritrocity santykis.

KOKYBES KRITERIJAI

Neéra.

BANDYMO METODO APIBUDINIMAS
Pasirengimas

Tiriamieji chemikalai iStirpinami izotoniniame tirpale. Jeigu jie netirpis, iStirpinami arba suspenduojami
atitinkamuose tirpikliuose. Jeigu naudojamas tirpiklis, jis neturi bati trukdziu tiriamam cheminiam junginiui
arba sukelti toksisko poveikio. Paprastai naudojami kg tik paruosti tiriamo cheminio junginio tirpalai.

Bandymo salygos

Eksperimentiniai gyviinai

Rekomenduojama naudoti peles, bet taip pat gali bati naudojami ir kiti Zinduoliai. Sveiki jauni suauge
gyvinai randomizuojami ir paskiriami j poveikio ir kontrolines grupes.

Skaicius ir lytis

Kiekvienoje eksperimentinéje ir kontrolingje grupéje naudojama ne maziau penkiy pateliy ir penkiy
patinéliy. Tokiu btidu, kickvienoje grupéje per viena laiko perioda bus nuzudoma 10 gyviny, jeigu i
eksperimento grafikg jtraukiami keli bandymo laikotarpiai po poveikio. Teigiamoje kontrolinéje grupéje
pakanka vieno bandiniy émimo.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Vartojimo biidas

Tiriami cheminiai junginiai paprastai turéty biti duodami tik vieng kartg. Remiantis toksikologine
informacija, gali biti naudojamas kartotinio poveikio grafikas. Taciau kartotinio poveikio grafikas gali bati
taikomas tik tada, kai tiriamas cheminis junginys nesukelia citotoksinio poveikio kauly ciulpuose. Iprasti
jvedimo budai — oralinis ir intraperitoninés injekcijos. Gali bati naudojami ir kiti jvedimo budai.

Neigiamos ir teigiamos kontrolés naudojimas

Kiekviename eksperimente turi biiti naudojamos abi — ir teigiama, ir neigiama (tirpiklio) kontrolés.

Dozés

Pagrindinei serijai naudojama viena tiriamo cheminio junginio dozé — tai maksimali toleruojama dozé arba
tokia dozé, kuri sukelia tam tikrus citotoksiskumo pozymius, pvz., pagal polichromatiniy ir normochro-
matiniy eritrocity santykio pasikeitima.

,Netoksiskiems* cheminiams junginiams maksimali (ribin¢) doze, kuri turi bati istirta po to, kai suvarto-
jama viena dozé, yra 2 000 mg/kg kino svorio.

Jeigu naudojamas kartotiniy doziy grafikas, ribiné dozé yra 1 000 mg/kg kiino svorio per dieng.

Gali bati naudojamos papildomos dozés, jeigu to reikalaujama deél moksliniy priezasciy.

Jeigu bandymas atlickamas kaip patvirtinimo metodas, turéty biti naudojamos dvi papildomos dozés.

Darbo eiga

Bandyma galima vykdyti dviem bidais:

i) Gyvinai veikiami tirlamu cheminiu junginiu vieng kartg. Meéginiy émimo laikas turi sutapti su
maksimaliais analizés rezultatais, kurie kinta atsizvelgiant i tiriamg cheminj junginj. Todél kauly ciulpy
méginiai yra imami ne reciau kaip du kartus, pradedant juos imti ne anks¢iau kaip praéjus 12 valandy
po poveikio ir ne véliau kaip po 48 valandy.

Jeigu naudojamos papildomos dozés, méginiai turéty buti imami didZiausios rizikos intervalais arba,
jeigu jis nezinomas, praéjus 24 valandoms po poveikio.

i) Jeigu pagal farmakokineting ir metaboling informacijg reikalingas kartotinio poveikio grafikas, gali bati
naudojamas Kkartotinis dozavimas ir méginiai turi bGti imami praéjus SeSioms ir 12 valandy po
paskutinio poveikio.

Kauly ciulpy preparatas:

Kauly ¢iulpai yra gaunami i§ abiejy kg tik nuZudyty gyviny $launikauliy, nuskalaujant fetaliniu blauzdos
serumu. Lastelés nusodinamos jas centrifuguojant, o pavirsinis sluoksnis i$pilamas. Homogeninés lasteliy
suspensijos ladai uzlasinami ant objektiniy stikleliy ir paskleidziami kaip tepinélis. Isdziovinus ore, stikleliai
nudaZzomi.

Analizé:

Prie§ mikroskoping analize stikleliai koduojami. Kiekvieno gyviino mikrobranduoliy daznumas yra apskai-
¢iuojamas ne maziau kaip 1000 polichromatiniy eritrocity.

Normochromatiniy ir polichromatiniy eritrocity santykis nustatomas kiekvienam gyviinui, i§ viso apskai-
¢iuojant 1 000 eritrocity.
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2. DUOMENYS

Duomenys pateikiami lentelése. Tokiu bidu apskaiciuoty polichromatiniy eritrocity skaicius, polichromati-
niy eritrocity skai¢ius su mikrobranduoliais ir lasteliy su mikrobranduoliais procentas yra pateikiami atskirai
pagal kiekvieng eksperimentinj ir kontrolinj gyving, tai pat ir normochromatiniy ir polichromatiniy
eritrocity santykis. Taip pat pateikiami vidutiniai skaiCiai ir standartiniai nuokrypiai pagal kickvieng
eksperimenting ir kontroling grupe. Pateiktieji duomenys yra jvertinami naudojant atitinkamus statistinius

metodus.
3. ATASKAITOS PATEIKIMAS
3.1. BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:
— naudoty gyviny rasis, veislé ir amzZius;
— kiekvienos lyties gyviiny skaicius eksperimentingje ir kontrolinéje grupése;

— bandymo salygos: iSsamus poveikio ir méginiy émimo grafiko, doziy, duomeny apie toksiskuma,
neigiamos ir teigiamos kontrolés apibiidinimas;

— mikrobranduoliy apskaitos kriterijai;

— dozés ir poveikio santykis, jeigu jmanoma;
— toksiskumo pozymiai bandymo eigoje;

— statistinis vertinimas;

— duomeny aptarimas;

— duomeny aiskinimas.

3.2. DUOMENU VERTINIMAS IR AISKINIMAS
Zr. bendraja jvading B(D) dalj.
4. LITERATURA

7r. bendrgjg jvading B(E) dalj.
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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.

B.13. MUTAGENISKUMAS (ESCHERICHIA COLI - GRIZTAMOSIOS MUTACIJOS ANALIZE)

METODAS

[VADAS

7r. bendraja jvading B(A) dalj.

APIBREZIMAS

Zr. bendraja jvading B(C) dalj.

ETALONINES MEDZIAGOS

Néra.

BANDYMO METODO ESME

Escherichia coli triptofano (trp) reversijos sistema — tai mikrobiologiné analizé, kurioje matuojama trp~ —>
trp* reversija chemikalais, sukelianti pagrindinius organizmo genomo pokycius.

Bakterijos veikiamos tiriamais chemikalais, esant metaboliniam aktyvinimui arba jo nesant. Praéjus atitinka-
mam inkubacijos laikotarpiui minimalioje terpéje, suskaiciuojamos revertanty kolonijos ir palyginamos su
savaiminiy revertanty skai¢iumi neapdorotoje kultiiroje ir(arba) kontrolinéje tirpiklio kultiroje.

KOKYBES KRITERIJAI

Néra.

BANDYMO METODO APIBUDINIMAS

Analizei atlikti gali biiti taikomi tokie metodai: 1) ikiinkubacinis metodas ir 2) tiesioginio jtraukimo
metodas, kai bakterijos ir bandymo reagentas yra sumaiSomi dengiamojo agaro sluoksnyje ir uZpilamas
ant atrankiosios agaro lekstelés pavirSiaus.

Pasirengimas

Bakterijos

Bakterijos auginamos 37 °C temperatiroje iki vélyvosios eksponentinés arba ankstyvosios stacionarinés
augimo fazés. Apytikris lasteliy tankis turéty bati 10° — 10° lasteliy mililitre.

Metabolinis aktyvinimas

Bakterijos turéty bati paveikiamos tiriamaja medziaga ir esant atitinkamai metabolinei aktyvinimo sistemai,
ir jai nesant. DaZniausiai naudojama sistema yra kofaktoriumi papildyta postmitochondriné frakcija,
paruosta i§ grauziky kepeny, apdorota fermenty paveiktais reagentais.
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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.

Bandymo salygos

Tyrimui naudojamos padermés

Turéty biti naudojamos trys padermés — WP2, WP2 uvr ir WP2 uvr A pKM 101. Turi biti naudojami
pripazinti pagrindiniy kultiry paruosimo ir laikymo metodai. Turi bati tikrinami $iy padermiy auginimo
reikalavimai ir padermiy genetiné tapatybé, jautrumas UV spinduliuotei arba C mitomicinui, bei WP2 uvr A
pKM 101 padermés atsparumas ampicilinui. 1§ $iy padermiy taip pat turéty bhti gaunami savaiminiai
revertantai laukiamu dazniy intervalu.

Terpé

Mutantai reiskiasi ir atrenkami atitinkamoje terpéje esant pakankamam dengiamojo agaro kiekiui.

Neigiamos ir teigiamos kontrolés naudojimas

Turi bati atliekama nepaveikty méginiy ir tirpiklio kontrolé, vykdomos tuo paciu metu. Teigiama kontrolé
turi bati vykdoma taip pat dél dviejy priezasciy:

i) bakterijy padermeés jautrumui patvirtinti,

Metilmetano sulfonatas, 4-nitrochinolino oksidas arba etilnitrosourea gali bhti naudojami teigiamai
kontrolei bandymuose be metobolinio aktyvinimo.

ii) atitinkamy metabolizuojanciy sistemy aktyvumui uZztikrinti.

Teigiama metabolizuojancios sistemos aktyvumo kontrolé visoms paderméms yra 2-aminoantracenas.
Jeigu jmanoma gauti, chemikaly teigiama kontrolé turéty bati tos pacios klasés, kaip ir tiriamyjy
chemikaly.

Tiriamosios medZiagos kiekis léksteléje

Tiriama ne maziau kaip penki skirtingi tiriamojo chemikalo kiekiai, intervalai tarp léksteliy — pusé
logaritmo. Medziagos tiriamos iki ribinio tirpumo arba toksiskumo. Toksiskumas jrodomas sumazinant
savaiminiy revertanty skaiciy, i$valant fong arba paveikty kultiry islikimo laipsniu. Netoksiski chemikalai
turéty bti tirfami, kol jy kiekis kiekvienoje léksteléje yra 5 mg, pries nusprendziant, kad tiriamoji medziaga
yra neigiama.

Inkubavimo sglygos

Leksteles yra inkubuojamos nuo 48 iki 72 valandy 37 °C temperatiroje.

Darbo eiga

Taikant tiesioginio lékstelés jvedimo metodg be fermenty aktyvinimo, atitinkamas chemikalas ir 0,1 ml
$viezios bakterijy kultiros yra dedami i 2 ml dengiamojo agaro. Atliekant bandymus su metaboliniu
aktyvinimu, 0,5 ml kepeny fermenty aktyvinimo miinio su pakankamu kiekiu pomitochondrinés frakcijos
yra dedama i dengiamaji agara po to, kai jdedama tiriamojo chemikalo ir bakterijy. Kiekviename vamzdelyje
esantis turinys i$maiSomas ir pilamas per atrankiosios agaro lékstelés pavirsiy. Dengiamajam agarui
leidziama sukietéti, o lékstelés inkubuojamos 37°C temperatiiroje nuo 48 iki 72 valandy. Inkubacinio
periodo pabaigoje suskaiciuojamos revertanty kolonijos kiekvienoje léksteléje.

Taikant iSankstinio inkubavimo metodg tiriamojo chemikalo misinys, 0,1 ml viezios bakterijy kultdros ir
pakankamas kepeny fermenty aktyvinimo misinio kiekis arba toks pat kiekis buferinio tirpalo yra i§ anksto
inkubuojami prie§ jdedant 2 ml dengiamojo agaro. Visa kita darbo eiga yra tokia pati kaip ir inkorpora-
vimo metodo.

Visas auginimas léksteléje abiem metodams yra atlickamas trimis egzemplioriais.
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3.2

DUOMENYS

Duomenys apie revertanty kolonijy skaiciy kiekvienoje léksteléje yra pateikiami abiem — kontrolinei ir
paveiktai serijoms. Tiriant chemikala ir atlickant kontrole turéty buti atlieckami skaiCiavimai kiekvienoje
leksteléje, pateikiamas vidutinis revertanty kolonijy lékstelé¢je skaicius ir standartiniai nuokrypiai.

Duomenys turéty biiti vertinami naudojant atitinkamus statistinius metodus.

Vykdomi ne maziau kaip du atskiri eksperimentai. Nebiitina antrg eksperimentg vykdyti visiskai taip pat,
kaip pirmaji. I§ tikryjy, bhty geriau pakeisti tam tikras bandymo salygas, kad bty gauti naudingesni
duomenys.

ATASKAITOS PATEIKIMAS
BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:
— bakterijos, naudota padermé;

— bandymo salygos: dozés, toksiskumas, terpiy sudétis; poveikio darbo eiga (iSankstiné inkubacija,
inkubacija); metabolinio aktyvinimo sistema; etaloninés medziagos, neigiama kontrol¢;

— bakterijy skaicius kiekvienoje léksteléje, vidutinis revertanty kolonijy skaicius léksteléje, standartinis
nuokrypis, dozés ir poveikio santykis, jeigu jmanoma;

— duomeny aptarimas;

— duomeny aiskinimas.

DUOMENUY VERTINIMAS IR AISKINIMAS
7r. bendraja jvading B(D) dalj.
LITERATURA

7r. bendrgjg jvading B(E) dalj.
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B.14. MUTAGENISKUMAS (SALMONELLA TYPHIMURIUM - GR[ZTAMOSIOS MUTACIJOS ANALIZE)

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.

METODAS

[VADAS

Zr. bendrgja jvading B(A) dalj.
APIBREZIMAS

Zr. bendrgjg jvading B(C) dalj.
ETALONINES MEDZIAGOS
Neéra.

BANDYMO METODO ESME

Salmonella typhimurium histidino (his) reversijos sistema — tai mikrobiologiné analizé, kurios metu hiss —»
his* reversija matuojama chemikalais, sukelianciais pagrindines $io organizmo genomo pakeitimo arba
genetinio kodo poslinkio mutacijas.

Bakterijos yra veikiamos tiriamaisiais chemikalais esant metaboliniam aktyvinimui arba jo nesant ir
dedamos ant 1ékstelés su minimalia terpe. Pra¢jus atitinkamam inkubacijos laikui, revertanty kolonijos yra
skaiCiuojamos ir palyginamos su savaiminiy revertanty skaiCiumi nepaveiktoje ir(arba) tirpiklio kontrolinéje
kultdiroje.

KOKYBES KRITERIJAI
Néra.
BANDYMO METODO APIBUDINIMAS

Pasirengimas

Bakterijos

Sviezios bakterijy kultfiros yra auginamos 37 °C temperatiiroje iki vélyvosios eksponentinés arba ankstyvo-
sios stacionarios augimo fazés. Lasteliy tankis turéty bati apytikriai lygus 10° — 10° lasteliy mililitre.

Metabolinis aktyvinimas

Bakterijos turéty buti paveikiamos tiriamaja medZziaga tiek esant atitinkamai metabolinio aktyvinimo
sistemai, tiek ir be jos. Dazniausiai naudojama sistema — tai kofaktoriumi papildyta pomitochondriné
frakcija, paruosta i§ grauziky kepeny, paveikty fermenty paveiktais reagentais.

Bandymo salygos

Tyrimui naudojamos padermés

Turi bati naudojamos ne maziau kaip keturios padermés — TA 1535, TA 1537 arba TA 97, TA 98 ir TA
100; gali bati naudojamos ir kitos padermés, pavyzdziui, TA 1538 ir TA 102. Turi bati naudojami
pripazinti pagrindiniy kultiry paruosimo ir laikymo metodai. Turi bati tikrinami $iy padermiy auginimo
reikalavimai ir padermiy genetiné tapatybé, jautrumas UV spindulivotei ir kristavioleto tirpalui bei
atsparumas ampicilinui. I3 $iy padermiy taip pat turi bliti gaunami savaiminiai revertantai laukiamu dazniy
intervalu.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Terpé

Mutantai reiskiasi ir atrenkami atitinkamoje terpéje esant pakankamam dengiamojo agaro kiekiui.

Neigiamos ir teigiamos kontrolés naudojimas

Turi bati atliekama nepaveikty méginiy ir tirpiklio kontrolé, vykdomos tuo paciu metu. Teigiama kontrolé
turi bati vykdoma taip pat dél dviejy priezasciy:

i) bakterijy padermiy jautrumui patvirtinti.

Toliau nurodyti junginiai gali bati naudojami tyrimams be metabolinio aktyvinimo:

Padermé Revertuoja veikiami

TA 1535, TA 100 Natrio azido

TA 1538, TA 98, TA 97 2-nitrofluoreno

TA 1537 9-aminoakridino

TA 102 Kumeno hidroperoksido

ii) Atitinkamy metabolizuojanciy sistemy aktyvinimui uZztikrinti.

Teigiama kontrolé vienos metabolizuojancios sistemos veikimui visoms bakterijy paderméms yra 2-
aminoantracenas. Jeigu jmanoma gauti, turéty buti naudojamas tos pacios klasés, kaip ir tirlamyjy
chemikaly teigiamai kontrolei.

Tiriamosios medZiagos kiekis léksteléje

Tiriami ne maziau kaip penki skirtingi tiriamojo chemikalo kiekiai, intervalai tarp léksteliy — pusé
logaritmo. MedzZiagos tiriamos iki ribinio tirpumo arba toksiskumo. Toksiskumas jrodomas sumazinant
savaiminiy revertanty skaiciy, i$valant fong arba paveikty kultdry islikimo laipsniu. Netoksiski chemikalai
turéty bati tiriami, kol jy kiekis kiekvienoje léksteléje yra 5 mg, prie§ nusprendziant, kad tiriamoji medziaga
yra neigiama

Inkubavimo sglygos
Lékstelés yra inkubuojamos nuo 48 iki 72 valandy 37°C temperatiiroje.
Darbo eiga

Taikant tiesioginio lékstelés jvedimo metodg be fermenty aktyvinimo, atitinkamas chemikalas ir 0,1 ml
§viezios bakterijy kultiiros yra dedami j 2 ml dengiamojo agaro. Atlickant bandymus su metaboliniu
aktyvinimu, 0,5 ml kepeny fermenty aktyvinimo miinio su pakankamu kiekiu pomitochondrinés frakcijos
yra dedama j dengiamaji agara po to, kai jdedama tiriamojo chemikalo ir bakterijy. Kiekviename vamzdelyje
esantis turinys i$maiSomas ir pilamas per atrankiosios agaro I¢kstelés pavirsiy. Dengiamajam agarui
leidziama sukietéti, o lékstelés inkubuojamos 37°C temperatiiroje nuo 48 iki 72 valandy. Inkubacinio
periodo pabaigoje suskaiciuojamos revertanty kolonijos kickvienoje 1¢kstel¢je. Taikant iSankstinio inkubavi-
mo metodg tiriamojo chemikalo miSinys, 0,1 ml $viezios bakterijy kultiros ir pakankamas kepeny
fermenty aktyvinimo misinio kiekis arba toks pat kiekis buferinio tirpalo yra i§ anksto inkubuojami pries
jdedant 2 ml dengiamojo agaro. Visa kita darbo eiga yra tokia pati kaip ir inkorporavimo metodo.

Visas auginimas léksteléje abiem metodams yra atlickamas trimis egzemplioriais.
DUOMENYS

Duomenys apie revertanty kolonijy skai¢iy kiekvienoje léksteléje yra pateikiami abiem — kontrolinei ir
paveiktai serijoms.

Tiriant chemikalg ir atlickant kontrole turéty biti atlickami skaiciavimai kickvienoje léksteléje, pateikiamas
vidutinis revertanty kolonijy lékstel¢je skaicius ir standartiniai nuokrypiai.

Duomenys turéty biti vertinami naudojant atitinkamus statistinius metodus.

Vykdomi ne maziau kaip du atskiri eksperimentai. Nebiitina antra eksperimentg vykdyti visiskai taip pat,
kaip pirmaji. I$ tikryjy, buty geriau pakeisti tam tikras bandymo salygas, kad bty gauti naudingesni
duomenys.
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3. ATASKAITOS PATEIKIMAS
3.1. BANDYMO ATASKAITA

Bandymo ataskaitoje, jeigu jmanoma, pateikiama tokia informacija:
— bakterijos, naudota padermé;

— bandymo salygos: dozés, toksiskumas, terpés sudétis; poveikio darbo eiga (iSankstiné inkubacija,
inkubacija); metabolinio aktyvinimo sistema; etaloninés medziagos, neigiama kontrol¢;

— bakterijy skaicius kiekvienoje leksteléje, vidutinis revertanty kolonijy skaicius léksteléje, standartinis
nuokrypis, dozés ir poveikio santykis, jeigu jmanoma;

— duomeny aptarimas;
— duomeny aiskinimas.
3.2. DUOMENU VERTINIMAS IR AISKINIMAS
7r. bendraja jvading B(D) dalj.
4. LITERATURA
Zr. bendrgja jvading B(E) dalj.



420

Europos Sajungos oficialusis leidinys

13/11 t.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

C DALIS. EKOTOKSISKUMO NUSTATYMO METODAI

C.1. UMUS TOKSISKUMO POVEIKIS ZUVIMS

METODAS
[VADAS

Sio metodo tikslas yra nustatyti medziagos fimy mirting toksiskumg zuvims gélame vandenyje. Norint
padéti pasirinkti tinkamiausia bandymo metoda (stacionary, pusiau stacionary arba pratekéjimo sglygomis),
kad visa bandymo laikg biity uztikrinta pakankamai pastovi bandomosios medZiagos koncentracija,
pageidautina turéti kiek galima daugiau informacijos apie medziagos tirpumg vandenyje, gary slégj, cheminj
patvarumg, disociacijos konstantas ir biologinj skaidomuma.

Planuojant bandymga ir interpretuojant jo rezultatus, turi bati atsizvelgta i papildomg informacija (pvz.,
struktriné formul¢, grynumo laipsnis, reik§mingesniy priemaiSy prigimtis ir procentinis kiekis, priedy
buvimas ir jy kiekis, pasiskirstymo tarp oktanolio ir vandens koeficientas).

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Umus toksiskumas yra stebimas neigiamas poveikis, sukeltas organizme per trumpa medZiagos veikimo
laikg (paros). Siame bandyme @imus toksiskumas isreikiamas medianine mirtina koncentracija (LC,)), — tai
medziagos koncentracija vandenyje, kai per nepertraukiamo veikimo laikotarpj, kuris turi bati nurodytas,
zista 50 % bandyme naudotos partijos Zuvy.

Kiekviena bandomosios medZiagos koncentracija yra skai¢iuojama mase tirio vienetui (mgflitre). Ja dar
galima iSreik$ti mase masés vienetui (mg/kg).

ETALONINES MEDZIAGOS

Kaip priemoné parodyti, kad laboratorinémis bandymo salygomis bandyme naudoty riiSiy atsakas zZymiai
nepakito, gali biti daromas bandymas su etalonine medziaga.

Siam bandymui etaloninés medziagos néra apibréztos.
BANDYMU METODO ESME

Galima atlikti ribinj bandymg su 100 mgflitre koncentracija, norint parodyti, kad LC, yra didesné nei $i
koncentracija.

Zuvys 96 valandas veikiamos bandomaja medziaga, jdéta j vandenj esant tam tikram koncentracijos verciy
intervalui. Mirtingumo duomenys uZraomi bent kas 24 valandas, ir, jei jmanoma, kiekvienai steb¢jimo
laiko atkarpai skai¢iuojama koncentracija, kuriai esant zéista 50 % zuvy (LC,).

KOKYBES KRITERIJAI
Kokybés kriterijai turi bati taikomi ir ribinio bandymo metodui, ir viso bandymo metodui.

Mirtingumas kontroliniuose bandymuose bandymo pabaigoje neturi bati didesnis kaip 10 % (arba viena
Zuvis, jei naudojama maziau kaip desimt Zuvy).

I3tirpusio deguonies koncentracija visg laika turi bati didesné kaip 60 % soties ore vertés.
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1.6

1.6.1.

1.6.1.1.

Bandomosios medziagos koncentracija visa bandymo laikg turi biti laikoma 80 % pradinés koncentracijos
vertés ribose.

Medziagy, kurios lengvai tirpsta bandomojoje terpéje ir kuriy tirpalai patvaris, ty., kuriuose itirpinta
medZiaga Zymiai negaruoja, nesuyra, nesihidrolizuoja arba neadsorbuojama, pradine koncentracija galima
laikyti varding medziagos koncentracija. Turi bati pateikti jrodymai, kad koncentracijos buvo islaikytos per
visa bandyma ir kad kokybés kriterijai buvo jvykdyti.

Medziagy, kurios:

i) mazai tirpsta bandymo terpéje, arba

ii) gali sudaryti patvarias emulsijas arba suspensijas, arba
iii) yra nepatvarios vandeniniuose tirpaluose,

pradine koncentracija turi bati laikoma koncentracija, nustatyta tirpale (ar, jei techniskai tai nejmanoma,
iSmatuota vandens taryje) bandymo pradzioje. Koncentracija turi bati nustatyta po to, kai nusistovi
pusiausvyra, taciau prie§ bandymy zuvy déjima.

Visais atvejais, norint patvirtinti tikrasias veikimo koncentracijas arba kokybés kriterijy vykdyma, bandymo
metu turi biti daromi tolimesni matavimai.

pH verté neturi keistis daugiau kaip 1 pH vienetu.

BANDYMU METODO APRASYMAS

Galima naudoti trijy tipy metodika:

Bandymas stacionariomis sglygomis:

Toksiskumo bandymas, kai bandomasis tirpalas neteka. (Tirpalai visa bandyma yra tie patys).
Bandymas pusiau stacionariomis sglygomis:

Bandymas, kai bandomasis tirpalas neteka, taciau per ilgesnj laiko tarpa (pvz., kas 24 valandas) daromas
reguliarus dozuojamasis bandomojo tirpalo atnaujinimas.

Bandymas pratekéjimo sglygomis:

Toksiskumo bandymas, kai vanduo bandymo kamerose atnaujinamas visg laika, bandomaja medziaga
tiekiant su vandeniu, naudojamu bandymo terpei atnaujinti.

Reagentai

Bandomyjy medziagy tirpalai

Pradiniai reikiamos koncentracijos tirpalai ruosiami istirpinant medZiaga dejonizuotame vandenyje arba
vandenyje pagal 1.6.1.2.

Pasirinktos bandymo koncentracijos tirpalai ruosiami skiedZiant pradinj tirpalg. Jei bandomos didelés
koncentracijos, medziaga gali bati istirpinta praskiedimo vandenyje tiesiogiai.

Paprastai medziagos turi biti bandomos tik iki tirpumo ribos. Norint kai kurioms medziagoms (pvz.,
vandenyje mazai tirpioms medziagoms, arba kuriy didelis P , arba toms, kurios sudaro patvarig dispersija,
o ne tikrajj tirpala vandenyje) uZztikrinti galimybe pasiekti soties/pastovia koncentracijg, priimtina daryti
bandyma vir§ medziagos tirpumo ribos. Taciau yra svarbu, kad tokia koncentracija netrikdyty bandymo
sistemos Kitais atzvilgiais (pvz., vandens pavirSiuje nesusidaryty bandomosios medziagos plévele, kuri
neleisty j vandenj patekti deguoniui, ir t.t.).

Ruosiant vandenyje mazai tirpiy medziagy pradinius tirpalus arba norint pagerinti $iy medziagy disperga-
vimg bandomojoje terpéje, | pagalbg galima pasitelkti dispergavima ultragarsu, organinius tirpiklius,
emulsiklius arba dispergatorius. Kai naudojamos tokios pagalbinés medziagos, visuose bandomyjy kon-
centracijy tirpaluose turi bati toks pat pagalbinés medziagos kiekis, ir papildoma kontroliné zuvis turi bati
veikiama pagalbine medziaga, kurios koncentracija biity tokia pat, kaip ir bandymy serijoje. Tokiy
pagalbiniy medziagy koncentracija turi bati kuo mazesné ir jokiu budu neturi bati didesné kaip 100
mgllitre bandomosios terpés.
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

Bandymas turi bati daromas nereguliuojant pH vertés. Jei yra jrodymy apie Zymy pH vertés kitima,
patartina bandyma kartoti reguliuojant pH verte, ir bandymo rezultatus pateikti ataskaitoje. Tokiu atveju
pradinio tirpalo pH verté turi bati pakoreguota iki skiedimo vandens pH vertés, jei néra ypatingos
priezasties to nedaryti. Siam tikslui geriausia naudoti HC1 ir NaOH. Sis pH reguliavimas turi biiti daromas
taip, kad bandomosios medziagos koncentracija pradiniame tirpale Zymiai nepasikeisty. Jei reguliuojant pH
vyksta kokia nors cheminé reakcija arba bandomoji medziaga fiziskai iskrenta | nuosédas, tai turi bati
nurodyta ataskaitoje.

Laikymo ir skiedimo vanduo

Galima naudoti geriamojo vandens vandentiekio vandenj (neuztersta potencialiai kenksmingos koncentraci-
jos chloru, sunkiaisiais metalais arba kitomis medziagomis), geros kokybés gamtinj vandenj arba atkurtajj
vandenj (Zr. 1 papildyma). Geriausiai tinka vanduo, kurio bendrasis kietumas yra nuo 10 iki 250 mg/litre
(skai¢iuojant CaCO,) ir kurio pH yra nuo 6,0 iki 8,5.

Aparatiira

Visa aparatira turi bati pagaminta i§ chemiskai inertisky medziagy.
— automatinio skiedimo sistema (bandymui pratekéjimo salygomis),
— deguonies matuoklis,

— jranga vandens kietumui nustatyti,

— atitinkama termostatavimo aparatiira,

— pH-metras.
Bandymy Zuvys
Zuvys turi biiti sveikos ir neturéti jokiy matomy nenormalumo pozymiy.

Zuvy r{i%j reikia rinktis remiantis praktiniais kriterijais, pvz., lengvumas Zuvis gauti iStisus metus ir
lengvumas jas prizitiréti, patogumas bandyti, santykinis jautrumas cheminéms medziagoms, bei kiek nors
susijusiais ekonominiais, biologiniais arba ekologiniais faktoriais. Be to, renkantis zuvy rasis, reikia
nepamirdti apie gauty duomeny palyginamumo biitinyb¢ ir esamg tarptautinj derinimg (1 nuoroda).

Zuvy, kurios rekomenduojamos naudoti $iame bandyme, sarasas pateiktas 2 papildyme; tinkamiausios riisys
yra dryZuotasis danio ir margasis upétakis.

Laikymas

Geriausia, jei bandymy Zuvys biity vienos veislés ir panasaus ilgio bei amziaus. Zuvys turi biiti laikomos
bent 12 pary tokiomis salygomis:

jkrova:

atitinkanti sistema (su recirkuliavimu arba su pratekéjimu) ir Zuvy rasj,
vanduo:

7r. 1.6.1.2,

Sviesa:

kasdienis ap$vietimas nuo 12 iki 16 valandy,
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1.6.3.2.

1.6.4.

1.6.5.

istirpusio deguonies koncentracija:
bent 80 % soties ore vertés,
maitinimas:

tris kartus per savait¢ arba kasdieng, nutraukiant maitinimg prie§ 24 valandas iki bandymo pradzios.

Mirtingumas
Po 48 valandy stabilizavimo laikotarpio, uZraSomi mirtingumo duomenys ir taikomi tokie kriterijai:
— populiacijos mirtingumas per septynias paras didesnis kaip 10 %:
visa partija atmetama,
— populiacijos mirtingumas 5 - 10 %:

laikoma dar septynias paras. Jei mirtingumas nedidéja, partija priimama, priesingu atveju turi bati
atmesta,

— populiacijos mirtingumas mazesnis kaip 5 %:
partijg priimama.
Adaptavimas

Pries tai kaip naudoti, visas Zuvis bent septynias paras butina laikyti vandenyje, kurio kokybé ir temperatiira
atitinka bandymo salygas.

Bandymo eiga

Norint gauti informacijos apie koncentracijy, kurias reikia naudoti pagrindiniame bandyme intervala, pries
galutinj bandyma gali bati daromas intervalo nustatymo bandymas.

Daromas vienas kontrolinis bandymas be bandomosios medziagos ir, jei tinka, bandymy serija papildoma
dar vienu kontroliniu bandymu, kuriame naudojama pagalbiné medziaga.

Pagal tai, kokios yra bandomosios medziagos fizikines ir chemines savybes, turi biti pasirinktas bandymas
stacionariomis, pusiau stacionariomis arba pratekéjimo salygomis, kad bty jvykdyti kokybés kriterijai.

Zuvys veikiamos medziaga, kaip tai aprasyta toliau:

— trukmé: 96 valandos

— gyviiny skaicius: bent 7 vienai koncentracijai,

— rezervuarai: tinkamo tirio, atsizvelgiant | rekomenduota jkrova,

— ikrova: didziausia rekomenduota bandymo stacionariomis ir pusiau stacionariomis salygomis jkrova —
1 gllitre; sistemoms su pratekéjimu priimtina didesne jkrova,

— bandomoji koncentracija: bent penkios koncentracijos, kurios skiriasi pastoviu faktoriumi, ne didesniu
kaip 2,2, bei kiek jmanoma apima mirtingumo intervalg nuo 0 iki 100 %,

— vanduo: zr. 1.6.1.2,
— 3$viesa: kasdienis apsvietimas, kurio trukmé nuo 12 iki 16 valandy,
— temperatiira: tinkama rsiai (2 priedélis), taciau konkreciame bandyme palaikoma 1 °C tikslumu,

— istirpusio deguonies koncentracija: ne mazesné kaip 60 % soties ore vertés pasirinktos temperatiiros
salygomis,

— maitinimas: jokio.
Zuvys tikrinamos 1§ pradziy po 2-4 valandy, po to — bent kas 24 valandas. Zuvis laikoma negyva, jei

lie¢iant uodeginj stiebelj (caudal peduncle) néra jokios reakcijos ir jei nesimato jokiy kvépavimo judesiy. Po
apziliros negyvos Zuvys pasalinamos ir uzraSomas negyvy zuvy skaicius.
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UzraSomi pastebimi nenormalumai (pvz., pusiausvyros netekimas, plaukimo manieros, kvépavimo funkcijos,
pigmentacijos poky¢iai ir t.t.).

pH, itirpes deguonis ir temperatiira turi bati matuojami kasdieng.

Ribinis bandymas

Taikant $iame bandymo metode aprasytas metodikas, galima daryti ribinj bandyma su koncentracija 100
mgllitre, kai norima jrodyti, kad LC, yra didesné nei §i koncentracija.

Jei medziagos prigimtis yra tokia, kad 100 mgflitre koncentracijos bandymy vandenyje pasickti negalima,
ribinis bandymas turi bati daromas su koncentracija, lygia medZziagos tirpumui (arba su didZiausia
koncentracija, kurioje susidaro patvari suspensija) naudojamoje terpéje (dar Zr. 1.6.1.1 punkta).

Ribinis bandymas turi biiti daromas naudojant 7-10 Zuwvy, toks pat Zuvy skaiCius turi bati naudojamas
kontroliniame (-iuose) bandyme (-uose). (Binominio skirstinio teorija sako, kad, jei bandyme su 10 Zuvy
mirtingumas yra nulinis, pasikliovimo tikimybé, kad LC,, yra didesné nei ribiniame bandyme naudota
koncentracija, yra 99,9 %. Mirtingumo nebuvimas, naudojant 7, 8 arba 9 Zuvis, uztikrina bent 99 %
pasikliovimo tikimybe, kad LC, yra didesné nei naudota koncentracija).

Jei mirtingumo atvejai pasitaiko, turi biti daromas visas bandymas. Jei stebimi subletalis padariniai, tai turi
biti uzrasyta ataskaitoje.

2. DUOMENYS IR VERTINIMAS

Kiekvienam laikotarpiui, kuriam rezultatai buvo uzrasyti (24, 48, 72 ir 96 valandos), logaritminiame
tikimybiniame popieriuje braiZykite mirtingumo, nustatyto kiekvienam rekomenduotam veikimo laikotar-
piui, procentinés vertés priklausomybés nuo koncentracijos kreive.

Kai tai jmanoma, ir kiekvienam matavimo laikotarpiui reikia jvertinti LC_ ir pasikliovimo rézius (p = 0,05),
tam taikant standartines metodikas; Sios vertés turi bati apvalinamos iki vieno ar, daugiausia, iki dviejy
reik§mingy skaitmeny (apvalinimo iki dviejy skaitmeny pavyzdys: 170 vietoj 173,5; 0,13 vietoj 0,127; 1,2
vietoj 1,21).

Tais atvejais, kai atsako procentinés vertés ir koncentracijos priklausomybés kreivés polinkis yra per status,

kad biity galima skaiciuoti LC_, pakanka grafinio $ios vertés jvercio.

Kai dviem gretimoms koncentracijoms, kuriy santykis 2,2, gaunamos 0 ir 100 % mirtingumo vertés, $iy
dviejy verciy pakanka pazymeéti intervalui, j kurj patenka LC, .

Jei pastebéta, kad bandomosios medziagos patvarumo arba homogeniskumo uZtikrinti nejmanoma, tai turi
biti pateikta ataskaitoje, o interpretuoti rezultatus reikia atsargiai.

3. ATASKAITA

Bandymuy ataskaitoje turi bati pateikta, jei jmanoma, tokia informacija:

— informacija apie bandymy Zuvis (mokslinis pavadinimas, veislé, tiekéjas, bet koks iSankstinis apdoroji-
mas, dydis ir kiekvienai bandomajai koncentracijai naudoty Zuvy skaicius);

— skiedimo vandens 3altinis ir pagrindinés cheminés savybés (pH, kietumas, temperatiira);

— mazai vandenyje tirpios medZiagos atveju, pradinio tirpalo ir bandomuyjy tirpaly ruodimo metodas;

— visy pagalbiniy medZziagy koncentracija;
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— naudoty koncentracijy sgrasas ir visa turima informacija apie bandomosios medziagos patvaruma
naudotos koncentracijos bandomajame tirpale;

— jei daroma cheminé analizé, taikyti metodai ir gauti rezultatai;
— ribinio bandymo, jei jis buvo daromas, rezultatai;

— taikytos bandymo metodikos pasirinkimo priezastys ir detalés (pvz., stacionariomis salygomis, pusiau
stacionariomis salygomis, dozavimo srautas, pratekéjimo srautas, ar buvo naudojamas aeravimas, Zuvy
ikrova ir t.t.);

— bandymy jrangos aprasymas;
— apsvietimo rezimas;

— itirpusio deguonies koncentracija bandomuosiuose tirpaluose, jy pH verté ir temperatira kas 24
valandas;

— jrodymas, kad kokybés kriterijai jvykdyti;

— lentel¢, kurioje kiekvienam rekomenduotam matavimo laikotarpiui pateiktas bendras mirtingumas
kiekvienai koncentracijai ir kontroliniame bandyme (ir kontroliniame bandyme su pagalbine medziaga,
jei reikia);

— atsako procentinés vertés priklausomybés nuo koncentracijos kreivés grafikas bandymo pabaigoje;

— jei jmanoma, LC, vertes kiekvienam rekomenduotam matavimo laikotarpiui (su 95 % pasikliovimo
réZiais);

— statistinés metodikos, taikytos LC, vertéms nustatyti;
— gauti rezultatai, jei naudota etaloniné medziaga,
— didziausia bandomoji koncentracija, kurig naudojant mirtingumas bandymo laikotarpiu yra nulinis;

— maziausia bandomoji koncentracija, bandymo laikotarpiu sukelianti 100 % mirtinguma.
4 NUORODOS

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 203, Decision of the Council C(81) 30 final and updates.

2) AFNOR - Determination of the acute toxicity of a substance to Brachydanio rerio - Static and Flow
Through methods - NFT 90-303 June 1985.

3) AFNOR - Determination of the acute toxicity of a substance to Salmo gairdneri - Static and Flow -
Through methods - NFT 90-305 June 1985.

4) 1SO 7346/1,/2 and[3 - Water Quality - Determination of the acute lethal toxicity of substances to a
fresh water fish (Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan - Teleostei, Cyprinidae). Part 1: Static method. Part
2: Semi-static method. Part 3: Flow-through method.

5) Eidgenossisches Department des Innern, Schweiz: Richtlinien fiir Probenahme und Normung von
Wasseruntersuchungsmethoden — Part II 1974.

6) DIN Testverfahren mit Wasserorganismen, 38 412 (L1) und L (15).
7) JIS K 0102, Acute toxicity test for fish.
8) NEN 6506 - Water - Bepaling van de akute toxiciteit met behulp van Poecilia reticulata, 1980.

9) Environmental Protection Agency, Methods for the acute toxicity tests with fish, macroinvertebrates
and amphibians. The Committee on Methods for Toxicity Tests with Aquatic Organisms, Ecological
Research Series EPA-660-75-009, 1975.
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g

Environmental Protection Agency, Environmental monitoring and support laboratory, Office of
Research and Development, EPA-600/4-78-012, January 1978.

11) Environmental Protection Agency, Toxic Substance Control, Pan IV, 16 March 1979.

12) Standard methods for the examination of water and wastewater, fourteen edition, APHA-AWWA-
WPCF, 1975.
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13) Commission of the European Communities, Inter-laboratory test programme concerning the study of
the ecotoxicity of a chemical substance with respect to the fish. EEC Study D.8368, 22 March 1979.

14) Verfahrensvorschlag des Umweltbundesamtes zum akuten Fisch-Test. Rudolph. P. und Boje. R. Okoto-
xikologie Grundlagen fiir die 6kotoxikologische Bewertung von Umweltchemikalien nach dem Chemi-
kaliengesetz, ecomed 1986.

15) Litchfield, ].T. and Wilcoxon, F., A simplified method for evaluating dose effects experiments, J. Pharm.
Exp. Therap., 1949, vol. 96, 99.

16) Finney, D.J. Statistical Methods in Biological Assay. Griffin, Weycombe, UK., 1978.

17) Sprague, ].B. Measurement of pollutant toxicity to fish. Bioassay methods for acute toxicity. Water Res.,
1969, vol. 3, 793-821.

18) Sprague, J.B. Measurement of pollutant toxicity to fish. I Utilising and applying bioassay results. Water
Res. 1970, vol. 4, 3-32.

19) Stephan, C.E. Methods for calculating an LC, . In Aquatic Toxicology and Hazard Evaluation (edited by
F.I Mayer and J.L. Hamelink). American Society for Testing and Materials, ASTM STP 634, 1977, 65-
84.

20) Stephan, C.E., Busch, K.A., Smith, R., Burke, J. and Andrews, RW. A computer program for calculating
an LC . US EPA.

1 priedélis

Atkurtasis vanduo
Skiedimui tinkamo vandens pavyzdys
Visos cheminés medziagos turi bati analiziskai grynos.

Vanduo turi bati geros kokybeés distiliuotas vanduo arba dejonizuotas vanduo, kurio savitasis laidumas biity
mazesnis kaip 5pSem.

Vandens distiliavimo aparate neturi biti jokiy variniy detaliy.

Pradiniai tirpalai

CaCl2 x 2H,0 (kalcio chloridas, dihidratas): 11,76 g
I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.
MgSO, x 7H,O (magnio sulfatas, heptahidratas): 493 g
I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.

NaHCO, (natrio hidrokarbonatas): 259 ¢
[3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.

KC1 (kalio chloridas): 023 ¢g
I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.

Atkurtasis skiedimo vanduo

Sumaiykite 25 ml kiekvieno i§ $iy keturiy tirpaly ir praskieskite vandeniu iki 1 litro.

Aeruokite tol, kol itirpusio deguonies koncentracija pasiekia soties ore lygi.

pH turi bati 7,8 £ 0,2.

Prireikus reguliuokite pH NaOH (natrio hidroksidu) arba HC1 (druskos rfigstimi).

Taip paruosta skiedimo vandenj padékite i 3alj 12 valandy, jo nereikia daugiau aeruoti.
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Ca ir Mg jony koncentracijy suma Siame tirpale yra lygi 2,5 mmol/litre. Ca ir Mg jony santykis lygus 4:1, o
Na ir K jony santykis lygus 10:1. Bendrasis Sio tirpalo $armingumas lygus 0,8 mmol/litre.

Joks nukrypimas nuo skiedimo vandens ruosimo baido neturi keisti vandens sudéties arba savybiy.

2 priedélis

Zuvy riiSys, rekomenduotos naudoti bandymuose

Rekomenduojamas bandy- | Rekomenduojamas bandy-
Rekomenduojamos riisys my temperatiiros intervalas | my gyviino bendras ilgis
(0 (cm)

Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton-Bu- nuo 20 iki 24 3,0+ 0,5
chanan) DryZuotasis danio
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) (Rafinesque) nuo 20 iki 24 50+ 2,0
Rainé
Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) (Linneaus 1758) nuo 20 iki 24 6,0 £ 2,0
Paprastasis karpis
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) Cyprinodontidae nuo 20 iki 24 3,0 £ 1,0
(Tomminck and Schlegel 1850) Red killifish
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae (Peters 1859) nuo 20 iki 24 3,0+ 1,0
Gupi
Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) (Rafines- nuo 20 iki 24 50+ 2,0
que Linneaus 1758) Bluegill
Onchorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae) (Wal- nuol2 iki 17 6,0 £ 2,0
baum 1988) Margasis upétakis
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) (Linneaus 1758) nuo 20 iki 24 6,0 + 2,0
Golden orfe

Rinkimas

Lenteléje nurodytas Zuvis lengva auginti ir (arba) jy galima gauti iStisus metus. Zuvis galima auginti ir veisti
zuvy fermose arba laboratorijoje, ligy ir parazity kontrolés salygomis, kad bandymy gyviinai biity sveiki ir
bty zinoma jy kilmeé. Siy Zuvy yra daugelyje pasaulio krasty.
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3 priedélis

Koncentracijos pavyzdys: mirtingumo dalis procentais

LC,, nustatymo pavyzdys, naudojant logaritminj-tikimybinj popieriy
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

C.2. UMUS TOKSISKUMO POVEIKIS DAFNIJOMS

METODAS
[VADAS

Sio bandymo tikslas yra nustatyti medziagos medianing efektyvig koncentracija (EC,) dafnijoms imobili-
zuoti gélame vandenyje. Prie§ pradedant bandyma, pageidautina turéti kiek galima daugiau informacijos apie
medziagos tirpumg vandenyje, gary slégj, cheminj patvarumg, disociacijos konstantas ir biologinj skaido-
mumg.

Planuojant bandymg ir interpretuojant jo rezultatus, turi bati atsizvelgta i papildoma informacija (pvz.,
struktdriné formulé, grynumo laipsnis, reik$mingesniy priemaiSy prigimtis ir procentinis kiekis, priedy
buvimas ir jy kiekis, pasiskirstymo tarp oktanolio ir vandens koeficientas).

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Direktyvos reikalavimas dél dafnijas veikiancios LC,; laikomas jvykdyty, jei EC, nustatoma taip, kaip
aprasyta Siame bandymo metode.

Siame bandyme @imus toksiskumas isreikiamas medianine efektyvia imobilizavimo koncentracija (EC, ). Tai
koncentracija, iSreiksta pradine verte, kurig naudojant per nepertraukiamo veikimo laikotarpj, kuris turi bati
nurodytas, imobilizuojama 50 % bandyme naudotos partijos dafnijy.

Imobilizavimas:

Imobilizuotais laikomi tie gyvinai, kurie negali plaukti, praéjus 15 sekundziy nuo $velnaus bandymy indo
pakratymo.

Visos bandomosios medziagos koncentracijos yra pateikiamos mase tirio vienetui (mg/litre). Jas taip pat
galima iSreik$ti mase masés vienetui (mg/kg).

ETALONINES MEDZIAGOS

Kaip priemoné parodyti, kad laboratorinémis bandymy salygomis naudojamy ri$iy jautrumas Zymiai
nepakito, gali bati daromas bandymas su etalonine medziaga.

EEC tarplaboratorinio bandymo rezultaty, gauty keturioms medziagoms, suvestiné pateikta 2 papildyme.
BANDYMY METODO ESME

Galima atlikti ribinj bandymg su 100 mg/litre koncentracija, norint parodyti, kad EC, yra didesné nei $i
koncentracija.

Dafnijos 48 valandas veikiamos bandomagja medzZiaga, jdéta j vandenj tam tikrame koncentracijy intervale.
Jei bandymo trukmé maZesné, tai turi biti pagrista bandymy ataskaitoje.

Kai kitos bandymy salygos yra identiskos ir kai bandomoji medziaga naudojama atitinkamame koncentra-
cijy intervale, vidutinis poveikio i dafnijos gebéjima plaukti laipsnis dél skirtingos bandomosios medziagos
koncentracijos yra taip pat nevienodas. Bandymo pabaigoje negalinciy plaukti dafnijy procentiné dalis, esant
skirtingoms koncentracijoms, bus nevienoda. Koncentracijos, kurias naudojant imobilizavimas nulinis arba
100 %, gaunamos tiesiogiai, remiantis bandymo metu darytais stebéjimais, tuo tarpu 48 valandy EC
skaiciuojama, jei tai jmanoma.
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1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

Siame metode naudojama stacionarioji sistema, taigi veikimo laikotarpiu bandomieji tirpalai neatnaujinami.
KOKYBES KRITERIJAI

Kokybés kriterijai turi bati taikomi ir ribinio bandymo metodui, ir viso bandymo metodui.

Bandymo pabaigoje imobilizavimas kontroliniuose bandymuose neturi biti didesnis kaip 10 %.
Kontrolinése grupése naudojami bandymy gyviinai neturi bati sulaikomi vandens pavirsiuje.

Pageidautina, kad iStirpusio deguonies koncentracija bandymy induose visa bandymo laika baty didesné
kaip 3 mg/l. Taciau jokiomis aplinkybémis istirpusio deguonies koncentracija neturi bati mazesné kaip 2
mg/l.

Bandomosios medziagos koncentracija visa bandymo laikg turi bati laikoma 80 % pradinés koncentracijos
vertés ribose.

Medziagy, kurios lengvai tirpsta bandomojoje terpéje ir kuriy tirpalai patvaris, t.y., kuriuose istirpinta
medziaga labai negaruoja, neskyla, nevyksta hidrolize arba neadsorbuojama, pradine koncentracija galima
laikyti varding medziagos koncentracija. Turi buti pateikti jrodymai, kad koncentracijos buvo islaikytos per
visa bandyma ir kad kokybés kriterijai buvo jvykdyti.

Medziagy, kurios:
i) mazai tirpsta bandymo terpéje, arba
ii) gali sudaryti patvarias emulsijas arba suspensijas, arba

iii) yra nepatvarios vandeniniuose tirpaluose,

pradine koncentracija turi bati laikoma koncentracija, nustatyta tirpale (ar, jei techniskai tai nejmanoma,
iSmatuota vandens taryje) bandymo pradzioje. Koncentracija turi bhti nustatyta po to, kai nusistovi
pusiausvyra, taciau prie§ bandymy organizmy déjima.

Visais atvejais, norint patvirtinti tikrasias veikimo koncentracijas arba kokybés kriterijy vykdyma, bandymo
metu turi biti daromi tolimesni matavimai.

pH verté neturi keistis daugiau kaip 1 pH vienetu.
BANDYMU METODO APRASYMAS

Reagentai

Bandomuyjy medziagy tirpalai

Pradiniai reikiamos koncentracijos tirpalai ruosiami istirpinant medZiaga dejonizuotame vandenyje arba
vandenyje pagal 1.6.1.2.

Pasirinktos bandymo koncentracijos tirpalai ruosiami skiedZiant pradinj tirpalg. Jei bandomos didelés
koncentracijos, medziaga gali bati istirpinta praskiedimo vandenyje tiesiogiai.

Paprastai medziagos turi bati bandomos tik iki tirpumo ribos. Norint kai kurioms medziagoms (pvz.,
vandenyje mazai tirpioms medZiagoms, arba kuriy didelis P_, arba toms, kurios sudaro patvarig dispersija,
o ne tikrajj tirpala vandenyje) uZztikrinti galimybe pasiekti soties/pastovig koncentracijg, priimtina daryti
bandyma vir§ medziagos tirpumo ribos. Ta¢iau yra svarbu, kad tokia koncentracija netrikdyty bandymo
sistemos kitais atzvilgiais (pvz., vandens pavirsiuje nesusidaryty bandomosios medziagos plévele, kuri
neleisty i vandenj patekti deguoniui, ir t.t.).

Ruosiant vandenyje mazai tirpiy medziagy pradinius tirpalus arba norint pagerinti $iy medziagy disperga-
vimg bandomojoje terpéje, | pagalbg galima pasitelkti dispergavima ultragarsu, organinius tirpiklius,
emulsiklius arba dispergatorius. Kai naudojamos tokios pagalbinés medziagos, visuose bandomuyjy kon-
centracijy tirpaluose turi biti toks pat pagalbinés medziagos kiekis, ir papildomos kontrolinés dafnijos turi
bati veikiamos pagalbine medziaga, kurios koncentracija biity tokia pat, kaip ir bandymy serijoje. Tokiy
pagalbiniy medziagy koncentracija turi bati kuo mazesné ir jokiu budu neturi bati didesné kaip 100
mgllitre bandomosios terpés.
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Bandymas turi biti daromas nereguliuojant pH vertés. Jei pH verté turi polinkj Zymiai pasikeisti, patartina
bandyma kartoti reguliuojant pH verte, ir bandymo rezultatus pateikti ataskaitoje. Tokiu atveju pradinio
tirpalo pH verté turi bati pakoreguota iki skiedimo vandens pH vertés, jei néra ypatingos priezZasties to
nedaryti. Siam tikslui geriausia naudoti HC1 ir NaOH. Sis pH reguliavimas turi biti daromas taip, kad
bandomosios medziagos koncentracija pradiniame tirpale Zymiai nepasikeisty. Jei reguliuojant pH vyksta
kokia nors cheminé reakcija arba bandomoji medziaga fiziskai iskrenta j nuosedas, tai turi bati nurodyta
ataskaitoje.

Bandymy vanduo

Siame bandyme naudojamas atkurtasis vanduo (zr. 1 papildyma ir 2 nuoroda: ISO 6341). Kultiirai
rekomenduojama naudoti vandenj, kurio kokybé (pH, kietumas) baty panasi j bandyme naudojamo
vandens kokybe, kad prie§ bandymg nereikéty aklimatizuoti.

Aparatiira

Turi bati naudojama jprasta laboratoriné aparatiira ir jranga. Baty geriau, jei su bandomaisiais tirpalais
kontaktuojanti jranga biity pagaminta vien tik i§ stiklo:

— Deguonies matuoklis (su mikroelektrodu arba kitokiu jtaisu, tinkamu matuoti istirpusj deguonj mazo
tirio bandiniuose),

— atitinkama termostatavimo aparatiira,
— pH-metras,

— vandens kietumo nustatymo jranga.
Bandymy organizmas

Daphnia magna yra labiausiai bandymui tinkanti rasis, nors leidziama naudoti ir Daphnia pulex. Bandymy
gyviny amzius bandymo pradzioje turi bliti mazesnis kaip 24 valandos, jie turi bati uzauginti laboratori-
joje, nesirgti akivaizdZiomis ligomis ir bati Zinomos kilmés (pvz.. veisimo salygos, bet koks pradinis
apdorojimas ir t.t.).

Bandymy eiga

Norint gauti informacijos apie koncentracijy, kurias reikia naudoti pagrindiniame bandyme intervala, pries
galutinj bandyma gali bati daromas intervalo nustatymo bandymas.

Daromas vienas kontrolinis bandymas be bandomosios medziagos ir, jei tinka, bandymy serija papildoma
dar vienu kontroliniu bandymu, kuriame naudojama pagalbiné medziaga.

Dafnijos veikiamos medziaga, kaip tai aprasyta toliau:
— trukmé: geriau 48 valandos,

— gyviny skaicius: bent 20 gyviiny kiekvienai bandomajai koncentracijai, blity geriau, jei jie blity padalinti {
keturias grupes po penkis gyvinus arba i dvi grupes po desimt gyviny,

— jkrova: kiekvienam gyviinui turi tekti ne maziau kaip 2 ml bandomojo tirpalo,

— bandomoji koncentracija: bandomasis tirpalas turi bati ruosiamas prie§ pat dafnijy déjima, ir geriau bity
nenaudoti jokio tirpiklio, i§skyrus vandenj. Koncentracija keiiama pagal geometring progresija, kon-
centracijy santykis ne didesnis kaip 2,2. Kartu su kontroliniais bandiniais turi bati iSbandytos
koncentracijos, dél kuriy imobilizacija po 48 valandy yra 0 ir 100 %, ir intervalas tarpiniy imobiliza-
cijos laipsniy koncentracijy, leidZianciy skaiciuoti 48 valandy EC, .

— vanduo: Zr. 1.6.1.2,
— Sviesa: Sviesos ir tamsos ciklas pasirenkamas laisvai,

— temperatiira: bandymy temperatiira turi bati nuo 18 iki 22 °C, taciau kiekviename atskirame bandyme ji
turi bati laikoma £ 1 °C ribose,
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— aeravimas: per bandomuosius tirpalus oras neturi biti puciamas,
— Sérimas: jokio.

Kontroliniy ir visy koncentracijy bandomyjy tirpaly pH ir deguonies koncentracija turi bati matuojami
bandymo pabaigoje; bandomuyjy tirpaly pH verté turi nesikeisti.

Lakios medziagos turi bati bandomos visiskai uzpildytuose uzdaruose induose, kurie bty pakankamai
dideli, kad juose galety pritrikti deguonies.

Dafnijos tikrinamos bent po 24 veikimo valandy ir dar karta po 48 valandy.
Ribinis bandymas

Taikant $iame bandymo metode aprasytas metodikas, galima daryti ribinj bandyma su koncentracija 100
mgllitre, kai norima jrodyti, kad EC,  yra didesné nei si koncentracija.

Jei medziagos prigimtis yra tokia, kad 100 mgflitre koncentracijos bandymy vandenyje pasiekti negalima,
ribinis bandymas turi bati daromas su koncentracija, lygia medZiagos tirpumui (arba su didZiausia
koncentracija, kurioje susidaro patvari suspensija) naudojamoje terpéje (dar zr. 1.6.1.1 punkta).

Ribinis bandymas turi biti daromas naudojant 20 dafnijy, padalinty i dvi arba keturias partijas, tas pat
dafnijy skaicius turi buti naudojamas kontroliniame (-iuose) bandyme (-uose). Jei pasitaiko imobilizacijos
atvejy, turi bati atlickamas visas bandymas.

2. DUOMENYS IR VERTINIMAS

Kiekvienam laikotarpiui, kuriam rezultatai buvo uZradyti (24 ir 48), logaritminiame- tikimybiniame
popieriuje braizykite mirtingumo procentinés vertés priklausomybés nuo koncentracijos kreive.

Kai tai jmanoma, ir kiekvienam matavimo laikotarpiui reikia jvertinti EC,, ir pasikliovimo rézius (p = 0,05),
tam taikant standartines metodikas; Sios vertés turi bati apvalinamos iki vieno ar, daugiausia, iki dviejy
reik§mingy skaitmeny (apvalinimo iki dviejy skaitmeny pavyzdys: 170 vietoj 173,5; 0,13 vietoj 0,127; 1,2
vietoj 1,21).

Tais atvejais, kai atsako procentinés vertés ir koncentracijos priklausomybés kreivés polinkis yra per status,
kad biity galima skaiciuoti EC_, pakanka grafinio Sios vertés jvercio.

Kai dviem gretimoms koncentracijoms, kuriy santykis 2,2, gaunamos 0 ir 100 % imobilizavimo vertés, $iy
dviejy verciy pakanka pazymeéti intervalui, j kurj patenka EC_.

Jei pastebéta, kad bandomosios medziagos patvarumo arba homogeniskumo uZtikrinti nejmanoma, tai turi
biti pateikta ataskaitoje, o interpretuoti rezultatus reikia atsargiai.

3. ATASKAITA

Bandymy ataskaitoje turi bati pateikta, jei jmanoma, tokia informacija:

— informacija apie bandymy organizma (mokslinis pavadinimas, veislé, tiekéjas arba Saltinis, bet koks
iSankstinis apdorojimas, auginimo metodas, jskaitant maisto Saltinj, rtsj ir kiekj, maitinimo daznij);

— skiedimo vandens 3altinis ir pagrindinés cheminés savybés (pH, temperatiira, kietumas);
— mazai vandenyje tirpios medZiagos atveju, pradinio tirpalo ir bandomuyjy tirpaly ruosimo metodas;
— visy pagalbiniy medZziagy koncentracija;

— naudoty koncentracijy sgrasas ir visa turima informacija apie bandomosios medziagos patvaruma
naudotos koncentracijos bandomajame tirpale;
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— jei daroma cheminé analizé, taikyti metodai ir gauti rezultatai;

— ribinio bandymo, jei jis buvo daromas, rezultatai;

— bandymy jrangos aprasymas;

— apdvietimo rezimas;

— iStirpusio deguonies koncentracija bandomuosiuose tirpaluose, jy pH verté ir temperatiira;

— jrodymai, kad kokybés kriterijai jvykdyti;

— lentelé, kurioje kiekvienam rekomenduotam matavimo laikotarpiui (24 arba 48 valandos) pateiktas
bendras imobilizuoty dafnijy skaicius kiekvienai koncentracijai ir kontroliniame bandyme (ir kontro-
liniame bandyme su pagalbine medziaga, jei reikia);

— atsako procentinés vertés priklausomybés nuo koncentracijos kreivés grafikas bandymo pabaigoje;

— jei jmanoma, EC, vertes kiekvienam rekomenduotam matavimo laikotarpiui (su 95 % pasikliovimo
réziais);

— statistinés metodikos, taikytos EC, vertéms nustatyti;
— gauti rezultatai, jei naudota etaloniné medZiaga,
— didziausia bandomoji koncentracija, kurig naudojant imobilizavimas bandymo laikotarpiu yra nulinis;

— maziausia bandomoji koncentracija, bandymo laikotarpiu sukelianti 100 % imobilizavima.
NUORODOS

1) OECD, Paris, 1981, Test Guidelines 202, Decision of the Council C(81) 30 final and updates.

2) International Standard 1SO, Water Quality - Determination of inhibition of mobility of Daphnia magna
Straus, ISO 6341-1989

3) AFNOR Inhibition of mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera - crusiacea) NFT 90 301 (January
1983).

4)  Verfahrensvorschlag des Umweltbundesamtes zum akuten Daphnien-Test. Rudolph, P. und Boje, R.
Okotoxikologie, Grundlagen fiir die dkotoxikologische Bewertung von Umweltchemikalien nach dem
Chemikaliengesetz, ecomed 1986.

5) DIN Testverfahren mit Wasserorganismen 38412 (L1) und (LII).

6) Finney, D.J. Statistical Methods in Biological Assay. Griffin, Weycombe, UK., 1978.

7) Litchfield, J.T. and Wilcoxon, F. A simplified method of evaluating dose-effect experiments. J.
Pharmacol. and Exper. Ther.,, 1949, vol. 96, 99-113.

8) Sprague, ].B. Measurement of pollutant toxicity to fish. I Bioassay methods for acute toxicity. Water
Res., 1969, vol. 3, 793-821.

9) Sprague, J.B. Measurement of pollutant toxicity to fish. I Utilising and applying bioassay results. Water
Res. 1970, vol. 4, 3-32.

10

=

Stephan, C.E. Methods for calculating an LC, . In Aquatic Toxicology and Hazard Evaluation (edited by
F.I. Mayer and J.L. Hamelink). American Society for Testing and Materials. ASTM, 1977, STP 634, 65-
84.

11

~—

Stephan, C.E., Busch, K.A., Smith, R., Burke, J. and Andrews, RW. A computer program for calculating
an LC,; US EPA.

1 priedélis

Atkurtasis vanduo

Skiedimui tinkamo vandens pavyzdys (pagal ISO 6341)
Visos cheminés medziagos turi bti analiziskai grynos.

Vanduo turi biti geros kokybeés distiliuotas vanduo arba dejonizuotas vanduo, kurio savitasis laidumas biity
mazesnis kaip SpSem.

Vandens distiliavimo aparate neturi bti jokiy variniy detaliy.
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Pradiniai tirpalai

CaCl2 x 2H,0 (kalcio chloridas, dihidratas): 11,76 g
I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.
MgSO, x 7H,O (magnio sulfatas, heptahidratas): 493 g
I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.

NaHCO, (natrio hidrokarbonatas): 259 ¢
Itirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.

KC1 (kalio chloridas): 023 ¢
I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.

Atkurtasis skiedimo vanduo

Sumaisykite 25 ml kiekvieno i§ $iy keturiy tirpaly ir praskieskite vandeniu iki 1 litro.

Aeruokite tol, kol istirpusio deguonies koncentracija pasiekia soties ore lygi.

pH turi bati 7,8 + 0,2.

Prireikus reguliuokite pH NaOH (natrio hidroksidu) arba HC1 (druskos riigstimi).

Tai paruosty skiedimo vandenj padékite i 3alj 12 valandy, jo nereikia daugiau acruoti.

Ca ir Mg jony koncentracijy suma $iame tirpale yra lygi 2,5 mmol/litre. Ca ir Mg jony santykis lygus 4:1, o
Na ir K jony santykis lygus 10:1. Bendrasis $io tirpalo Sarmingumas lygus 0,8 mmoll/litre.

Joks nukrypimas nuo skiedimo vandens ruosimo biido neturi keisti vandens sudéties arba savybiy.

2 priedélis
EEC tarplaboratorinio lyginimo bandymo, daryto 1978 (taip pat cituojamo 2 nuorodoje) rezultaty suvestiné
Ispéjimas: $io tarplaboratorinio lyginimo bandymo tikslas buvo nustatyti 24 valandy EC,.
Naudota medziaga:
1) Kalio dichromatas
2) Tetrapropilbenzensulfoniné riigstis
3) Natrio tetrapropilbenzensulfonatas

4) Kalio 2,4,5-trichlorfenoksiacetatas

Medziaga Dalyvavusiq' Vl'aboratorijq Skai¢iavimams nz'i}l'dotq re- 24 h EC, " mg/l, vidutiné
skaicius zultaty skaicius verté
1 46 129 1,5
2 36 108 27
3 31 84 27
4 32 72 770
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3 priedeélis
Koncentracijos pavyzdys: imobilizavimo procentiné dalis
EC,, nustatymo pavyzdys, naudojant logaritminj-tikimybinj popieriy

Imobilizacija, %
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1.1.

1.2.

1.3.

C.3. DUMBLIY INHIBAVIMO BANDYMAS

METODAS
IVADAS

Sio bandymo tikslas yra nustatyti, kaip medziagos veikia vienalas¢iy zaliy dumbliy riigiy augima. Per
palyginti trumpai (72 valandas) trunkancius bandymus galima jvertinti poveikj kelioms kartoms. Sj metoda
galima pertvarkyti taip, kad ji buty galima taikyti kelioms vienalas¢iy dumbliy r@sims, tokiu atveju su
bandymo ataskaita turi bati pateiktas metodo apraymas.

Si metoda lengviausia taikyti vandenyje tirpioms medziagoms, kurios bandymo salygomis greiiausiai lieka
vandenyje.

Metoda galima taikyti medziagoms, kurios tiesiogiai netrukdo matuoti dumbliy augima.

Prie§ pradedant bandymag, pageidautina turéti kiek galima daugiau informacijos apie medziagos tirpuma
vandenyje, gary slégi, cheminj patvaruma, disociacijos konstantas ir biologinj skaidomumg.

Planuojant bandymg ir interpretuojant jo rezultatus, turi bati atsizvelgta i papildomg informacija (pvz.,
struktdriné formulé, grynumo laipsnis, reik$mingesniy priemaiSy prigimtis ir procentinis kickis, priedy
buvimas ir jy kiekis, pasiskirstymo tarp oktanolio ir vandens koeficientas).

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Lasteliy tankis: lgsteliy skaicius viename mililitre;
Augimas: lasteliy tankio padidéjimas per bandymo laika,
Augimo greitis: lasteliy tankio didéjimas per laiko vienets;

EC, : $iame metode — tai bandomosios medziagos koncentracija, kurioje augimas (E,C, ) arba augimo greitis
(EC,,) lyginant su kontroliniu bandymu mazéja 50 %;

NOEC (stebimo poveikio nedaranti koncentracija): Siame metode — tai didZiausia bandomoji koncentracija,
kurioje Zymaus augimo inhibavimo lyginant su kontroliniu bandymu nepastebéta.

Kickviena bandomosios medziagos koncentracija yra skaiciuojama mase tiirio vienetui (mg/litre). Ja dar
galima iSreik$ti mase masés vienetui (mg/kg).

ETALONINES MEDZIAGOS

Kaip priemoné parodyti, kad laboratorinémis bandymy salygomis naudojamy ri$iy jautrumas Zymiai
nepakito, gali bati daromas bandymas su etalonine medziaga.

Jei naudojama etaloniné medziaga, rezultatai turi buti pateikti ataskaitoje. Etalonine medZziaga galima
naudoti kalio dichromats, taciau jo spalva gali turéti jtakos $viesos, kurig gauna lastelés, kokybei ir
intensyvumui bei spektrofotometriniy nustatymy, jei jie daromi, rezultatams. Kalio dichromatas buvo
naudojamas tarptautiniame tarplaboratoriniame bandyme (7r. 3 nuorodg ir 2 papildyma).
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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

BANDYMY METODO ESME

Galima daryti ribinj bandymg su 100 mg/litre koncentracija, norint parodyti, kad EC yra didesné nei i
koncentracija.

Eksponentiskai augancios atrinkty Zaliyjy dumbliy kultGros apibréztomis salygomis per kelias kartas
veikiamos jvairios koncentracijos bandomaja medziaga.

Bandomieji tirpalai inkubuojami 72 valandoms; per ta laikg bent kas 24 valandas kiekviename tirpale
matuojamas lasteliy tankis. Nustatomas augimo inhibavimas lyginant su kultiros augimu kontroliniame
bandyme.

KOKYBES KRITERIJAI
Kokybés kriterijai turi bati taikomi ir ribinio bandymo metodui, ir viso bandymo metodui.
Lasteliy tankis kontroliniy bandymy kultiirose per tris paras turi biti padidéjes bent 16 karty.

Bandomosios medziagos koncentracija visa bandymo laika turi biti laikoma 80 % pradinés koncentracijos
vertés ribose.

Medziagy, kurios lengvai tirpsta bandomojoje terpéje ir kuriy tirpalai patvaris, ty., kuriuose itirpinta
medziaga Zymiai negaruoja, neskyla, nevyksta hidrolizé arba neadsorbuojama, pradine koncentracija galima
laikyti varding medziagos koncentracija. Turi baiti pateikti jrodymai, kad koncentracijos buvo islaikytos per
visa bandyma ir kad kokybeés kriterijai buvo jvykdyti.

Medziagy, kurios:
i) mazai tirpsta bandymo terpéje, arba
ii) gali sudaryti patvarias emulsijas arba suspensijas, arba

iii) yra nepatvarios vandeniniuose tirpaluose,

pradine koncentracija turi biti laikoma koncentracija nustatyta bandymo pradzioje. Koncentracija turi biiti
nustatyta po to, kai nusistovi pusiausvyra.

Visais atvejais, norint patvirtinti tikrgsias veikimo koncentracijas arba kokybés kriterijy vykdyma, bandymo
metu turi bati daromi tolimesni matavimai.

Yra pripazinta, kad per ta laika, kol vyksta bandymas, Zymus bandomosios medziagos kickis gali bati
sulaikytas dumbliy biomase. Taigi, siekiant parodyti, kad vykdomi auks$¢iau minéti kokybes kriterijai, turi
bati atsizvelgta ir | medziagos kiekj, kuris patenka j dumbliy biomase, ir j medziagos kiekj tirpale (ar, jei tai
techniskai nejmanoma, i vandens tiiryje nustatyta medziagos kieki). Taciau, kadangi medziagos koncentra-
cijos dumbliy biomaséje nustatymas gali kelti esminiy techniniy problemy, atitikimas kokybés kriterijams
gali bati parodytas, darant bandyma su didziausia medziagos koncentracija, bet be dumbliy, ir i¥matuojant
jos koncentracija tirpale (ar, jei tai techniSkai nejmanoma, vandens tiiryje) bandymo pradzioje ir pabaigoje.

BANDYMU METODO APRASYMAS

Reagentai

Bandomyjy medZiagy tirpalai

Pradiniai reikiamos koncentracijos tirpalai ruosiami istirpinant medZiaga dejonizuotame vandenyje arba
vandenyje pagal 1.6.1.2.

Pasirinktos bandymo koncentracijos tirpalai ruoSiami alikvoting pradinio tirpalo dalj jpilant | dumbliy
prading kultiira (zr. 1 papildyma). Paprastai medziagos turi bati bandomos tik iki tirpumo ribos. Norint kai
kurioms medziagoms (pvz., vandenyje mazai tirpioms medziagoms, arba kuriy didelis P , arba toms,
kurios sudaro patvarig dispersija, o ne tikrajj tirpala vandenyje) uZztikrinti galimybe pasickti soties/pastovia
koncentracijg, priimtina daryti bandyma vir§ medziagos tirpumo ribos. Taciau yra svarbu, kad tokia
koncentracija netrikdyty bandymo sistemos Kitais atzvilgiais (pvz., vandens pavirsiuje nesusidaryty bando-
mosios medziagos plével¢, kuri neleisty  vandenj patekti deguoniui, ir t.t).
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1.6.1.2.

Ruosiant vandenyje mazai tirpiy medziagy pradinius tirpalus arba norint pagerinti $iy medziagy disperga-
vimg bandomojoje terpéje, | pagalba galima pasitelkti dispergavima ultragarsu, organinius tirpiklius,
emulsiklius arba dispergatorius. Kai naudojamos tokios pagalbinés medziagos, visuose bandomuyjy kon-
centracijy tirpaluose turi biiti toks pat pagalbinés medziagos kiekis, ir papildomi kontroliniai bandiniai turi
bati veikiami pagalbine medziaga, kurios koncentracija bity tokia pat, kaip ir bandymy serijoje. Tokiy
pagalbiniy medziagy koncentracija turi bati kuo mazesné ir jokiu bidu neturi bati didesné kaip 100
mglitre bandomosios terpés.

Bandymas turi bati daromas nereguliuojant pH vertés. Jei yra jrodymy apie Zymy pH vertés kitima,
patartina bandyma kartoti reguliuojant pH verte, ir bandymo rezultatus pateikti ataskaitoje. Tokiu atveju
pradinio tirpalo pH verté turi bati pakoreguota iki skiedimo vandens pH vertés, jei néra ypatingos
priezasties to nedaryti. Siam tikslui geriausia naudoti HC1 ir NaOH. Sis pH reguliavimas turi biiti daromas
taip, kad bandomosios medziagos koncentracija pradiniame tirpale Zymiai nepasikeisty. Jei reguliuvojant pH
vyksta kokia nors cheminé reakcija arba bandomoji medziaga fiziskai iSkrenta i nuosédas, tai turi bati
nurodyta ataskaitoje.

Bandymy terpé

Vanduo turi biti geros kokybeés distiliuotas vanduo arba dejonizuotas vanduo, kurio savitasis laidumas biity
mazesnis kaip 5pScm. Vandens distiliavimo aparate neturi biti jokiy variniy detaliy.

Rekomenduojama tokia terpeé.

Pagal Cia pateikta lentele ruosiami keturi pradiniai tirpalai. Pradiniai tirpalai sterilizuojami filtravimu per
membrana arba autoklave, ir laikomi tamsoje 4 °C temperatiiroje. Pradinis tirpalas nr. 4 turi bati
sterilizuojamas tik filtravimu per membrana. Sie pradiniai tirpalai skiedziami, kad bandomuosiuose
tirpaluose biity gautos galutinés mitybiniy medziagy koncentracijos.

Mitybiné terpé Koncentracija pradiniame tirpale Galutiné koncentracija bandomajame tirpale
1 pradinis tirpalas: mitybiniai makroelementai

NH,C1 1,5 g/l 15 mg|l
Mg(l, x 6H,0 1,2 g/l 12 mgl
CaCl, x 2H,0 1,8 g/l 18 mgl
MgSO, x 7H,0 1,5 gfl 15 mg/l
KH,PO, 0,16 g/l 1,6 mg|l

2 pradinis tirpalas: Fe-EDTA

FeCl, x 6H,0 80 mg/l 0,08 mg/l
Na,EDTA x 100 mgl 0,1 mgl
2HO

3 pradinis tirpalas: mikroelementai

H,BO, 185 mgl 0,185 mgl
MnCl, x 4H,0 415 mgl 0,415 mgl
ZnCl, 3 mgl 3 x 107 mgl
CoCl, x 6H,0 1,5 mg|l 1.5 x 107 mg|l
CuCl, x 2H,0 0,01 mgl 10° mgl
Na,MoO, x 7 mg/l 7 x 10° mg|l
2H0

4 pradinis tirpalas: NaHCO,

NaHCO, 50 gfl 50 mg/l

Kai nusistovi pusiausvyra su oru, terpés pH verté yra lygi mazdaug 8.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Aparatiira

— Iprastoji laboratorijos jranga,

— Atitinkamo tiirio bandymy kolbos (pvz., jei bandomojo tirpalo taris 100 ml, tinka 250 ml tirio
kiiginés kolbos). Visos kolbos medziagos ir matmeny atzvilgiu turi biti vienodos.

— Kultdiros auginimo aparatiira: spinta arba kamera, kurioje temperattirg bty galima palaikyti intervale
nuo 21 °C iki 25 °C £ 2 °C tikslumu ir kurioje baity nuolatinis tolygus ap$vietimas intervale nuo 400
iki 700 nm. Jei dumbliy kontrolinés kultiiros pasieké rekomenduota augimo greitj, galima daryti
priclaidg, kad augimo salygos, jskaitant $viesos intensyvuma, buvo tinkamos.

Rekomenduojama, kad 3viesos intensyvumas bandomuyjy tirpaly vidutiniame lygyje baty intervale nuo
60 iki 120 pE x m™ x s (nuo 35 iki 70 x 10' fotony x m? x s7), kai matuojama intervale nuo 400
iki 700 nm, naudojant tinkamg imtuvg. Jei naudojami ap$vietos matavimo prietaisai kalibruoti liuksais,
yra priimtinas lygiavertis intervalas nuo 6 000 iki 10 000 Ix.

Tokj $viesos intensyvumg galimg gauti, jei 0,35 m atstumu nuo dumbliy kultiiros pastatyti nuo keturiy
iki septyniy 30 W universalaus tipo balty dienos $viesos lempy (spalvos temperatiira mazdaug 4300 K).

— Lasteliy tankio matavimai turi bati daromi naudojant tiesioginj gyvy lasteliy skai¢iavimo metoda, pvz.,
mikroskopa su skaiCiavimo kamera. Taciau gali bati naudojami kiti metodai (fotometrija, turbidimet-
rija,...), jei jie yra pakankamai jautrls ir jei baty parodyta, kad jy rezultatai pakankamai gera koreliuoja
su lasteliy tankiu.

Bandymy organizmai

Patariama naudoti greitai auganciy Zaliyjy dumbliy rasis, nes jas patogu auginti ir bandyti. Geriausia
naudoti Sias rasis:

— Selenastrum capricornutum, pvz., ATCC 22662 arba CCAP 278/4,
— Scenedesmus subspicatus, pvz., 86.81 SAG,

Pastaba:

ATCC

American Type Culture Collection (U.S.A.)
CCAP = Culture Centre of Algae and Protozoa (UK.)
SAG = Collection of algal culture (Gottingen, FR.G.)
Jei naudojamos kitos rasys, turi biti nurodytas Stamas.
Bandymy eiga

Koncentracijos intervalas, kuriame medziaga galéty veikti, nustatomas remiantis intervalo nustatymo
bandymy rezultatais.

Du augimo matavimo badai (biomasés kiekio ir augimo grei¢io nustatymas) gali duoti nesulyginamus
augimo inhibavimo rezultatus; abu turi biti taikomi intervalo nustatymo bandyme, sickiant uztikrinti, kad
geometrine progresija naudojamos koncentracijos leisty jvertinti E,C, ir EC, .

Pradinis lgsteliy tankis

Rekomenduojama, kad pradinis bandymo kultiiry Selenastrum capricornutum ir Scenedesmus subspicatus lasteliy
tankis baty apie 10* lasteliy/ml. Kai naudojamos kitos rasys, biomasé turi bati panasi.

Bandomosios medziagos koncentracija

bandymui imamos bent penkios geometrine progresija didéancios koncentracijos, kuriy santykis ne
didesnis kaip 2,2. Maziausios koncentracijos bandomoji medziaga turi neveikti dumbliy augimo. DidZiau-
sios koncentracijos bandomoji medziaga turi inhibuoti augima bent 50 %, lyginant su kontroliniu
bandymu, ir baty geriausia, jei augimas biity visiskai sustabdytas.
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Lygiagreciy bandymy skaicius ir kontroliniai bandymai

Pagal bandymo schemg su kiekviena bandomaja koncentracija turi biti daromi trys lygiagretiis bandymai.
Daromi trys kontroliniai bandymai be bandomosios medziagos, ir, jei tinka, dar daromi trys kontroliniai
bandymai su pagalbine medzZiaga. Jei pasiteisina, bandymo schema galima keisti, didinant koncentracijy
skaiciy ir mazinant lygiagreciy bandymy vienai koncentracijai skaiciy.

Bandymy eiga

Bandymy kultiros su reikiama koncentracija bandomosios medziagos ir reikiamu dumbliy kickiu ruosia-
mos | tinkama kiekj dumbliy i§ anksto paruostos kultiros pilant alikvotinj bandomosios medziagos

pradiniy tirpaly tarj (zr. 1 papildyma).

Kolbos su kultiira supurtomos ir statomos i kultfiros auginimo aparatg. Norint bandomuosiuose tirpaluose
pagerinti dujy apykaitg ir sumazinti pH kitima, dumbliy lastelés suspenduojamos tirpalus purtant, maiSant
arba barbotuojant per juos org. Kultiros turi bati laikomos temperatiros intervale nuo 21 iki 25 °C,
reguliuojant + 2 °C tikslumu.

Kiekvienoje kolboje lasteliy tankis nustatomas bent po 24, 48 ir 72 valandy nuo bandymo pradzios. Kai
lasteliy tankis matuojamas kitu, nei tiesioginis skaiCiavimas, metodu, fonui nustatyti naudojama filtruota
dumbliy terpé su atitinkama bandomosios medziagos koncentracija.

pH verté nustatoma bandymo pradzioje ir po 72 valandy.

pH verté kontroliniuose bandiniuose per visa bandymo laika paprastai neturi pasikeisti daugiau kaip 1,5
vieneto.

Lakiyjy medZiagy bandymas

Iki Siol néra visuotinai priimto bido bandyti lakigsias medziagas. Jei zinoma, kad medziaga turi polinkj
garuoti, galima naudoti uzdaras bandymy kolbas su padidintu laisvu tiriu vir$ tirpalo. Skai¢iuojant uzdary
kolby laisvajj tirj, turi bati atsizvelgta { CO, trikumo galimybe. Buvo pasilyti Sio metodo variantai (zr. 4
nuoroda).

Reikia stengtis nustatyti tirpale likusios medziagos kieki, ir patariama ypac atsargiai interpretuoti bandymy
rezultatus, gautus su lakiosiomis medziagomis uzdaroje sistemoje.

Ribinis bandymas

Taikant $iame bandymo metode aprasytas metodikas, galima daryti ribinj bandyma su koncentracija 100
mgllitre, kai norima jrodyti, kad EC, yra didesné nei i koncentracija.

Jei medziagos prigimtis yra tokia, kad 100 mgflitre koncentracijos bandymy vandenyje pasickti negalima,
ribinis bandymas turi biti daromas su koncentracija, lygia medziagos tirpumui (arba su didziausia
koncentracija, kurioje susidaro patvari suspensija) naudojamoje terpéje (dar zr. 1.6.1.1 punkta).

Turi biti daromas bent trigubas ribinis bandymas, toks pat turi bati ir kontroliniy bandymy skaicius.
Ribiniame bandyme turi biti naudojami du augimo matavimo bidai (biomasés kiekis ir augimo greitis).

Jei ribiniame bandyme, lyginant su kontroliniu bandymu, nustatomas 25 % arba didesnis vidutinis
biomasés kiekio mazéjimas arba augimo greicio mazéjimas, turi bati daromas visas bandymas.

DUOMENYS IR VERTINIMAS

I$matuotas lasteliy tankis bandomosiose kultiirose ir kontroliniuose bandiniuose, kartu su bandomosios
medziagos koncentracijomis ir matavimo laikais pateikiamas lenteléje. Norint gauti augimo kreives, vidutiné
lasteliy tankio verté kiekvienai bandomosios medziagos koncentracijai ir kontroliniuose bandiniuose
vaizduojama grafiskai laiko atzvilgiu (0 - 72 h).

Turi bati taikomi du Zemiau pateikti budai, kad biity galima jvertinti koncentracijos ir jos poveikio
priklausomybe. Kai kurios medziagos, biidamos mazos koncentracijos, gali skatinti augimag. Turi bati
jskaitomi tik tie duomeny taskai, kuriuose inhibavimas kinta nuo 0 iki 100 %.
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2.1.

2.2

PLOTY PO AUGIMO KREIVEMIS LYGINIMAS

Plotas tarp augimo kreivés ir horizontaliosios tiesés N = N, gali biiti apskaiciuotas taikant formule:

N; = No +N1+N2—2N0 Ny-1+ Ny = 2Ny

A:Txtl 5 X (tp—t1) + ...+ ) X (tg —ta-1)
Cia:
A = plotas,
N, = lasteliy skaicius laiku t, (bandymo pradzia),
N, = i$matuotas lsteliy skaicius/ml laiku t,
N, = iSmatuotas lgsteliy skaiCius/ml laiku t
t, = pirmojo matavimo laikas nuo bandymo pradzios,
t, = n, matavimo laikas nuo bandymo pradzios.
n = nuo bandymo pradzios daryty matavimy skaicius.

Lasteliy augimo inhibavimo procentiné verté kiekvienai bandomosios medziagos koncentracijai (I,) apskai-
¢iuojama taikant formule:

Ac - A

IA = x 100
C
Cia:
A = plotas tarp augimo kreivés, gautos kontroliniame bandyme, ir horizontaliosios tiesés N = N.
A = plotas tarp augimo kreivés, gautos koncentracijai t, ir horizontaliosios tiesés N = N.

I, vertés atitinkamy koncentracijy atzvilgiu atidedamos pusiau logaritminiame arba pusiau logaritminiame
tikimybiniame popieriuje. Jei vertés atidedamos tikimybiniame popieriuje, per taskus vedama ties¢, arba i3
akies arba skaiciuojant i§ regresijos lygties.

EC,, jvertinama i§ regresijos tiesés arba kaip koncentracijos rodmuo, kuris atitinka 50 % inhibavima (I, =
50 %). Norint 3ig verte pazymeéti vienareikSmiai, kaip gauta Siuo skai¢iavimo metodu, pasitlyta vartoti
simbolj E.C,,. Svarby, kad E.C,, biity nurodomas kartu su atitinkamu veikimo laikotarpiu, pvz., EC,, (0
- 72 h).

AUGIMO GREICIU LYGINIMAS

Vidutinis eksponentiskai auganciy kultiiry savitasis augimo greitis (n) gali bati apskaic¢iuotas pagal formule:

In N, - In Ny
P
n 0

¢ia t, bandymo pradzios laikas.

Kitaip, vidutinis savitasis augimo grei¢io verté gali bati gauta i§ regresijos tiesés kampinio koeficiento N
priklausomybés nuo laiko grafike.

Savitojo augimo grei¢io mazéjimo procentiné verté kiekvienai bandomosios medziagos koncentracijai (I,)
skai¢iuojama pagal formule:

Le =< H 100

Cia:

vidutinis savitasis augimo greitis kontroliniame bandyme,

F
I

1, vidutinis savitasis augimo greitis, kai bandomoji koncentracija t.
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2.3.

Kiekvienai koncentracijai gautos savitojo augimo grei¢io mazéjimo vertés ir kontrolinés grei¢io vertés
santykio procentiné verté bréziama koncentracijos logaritmo atzvilgiu. I§ gauto grafiko galima gauti EC,,
verte. Norint vienareikmiai pazyméti $iuo metodu gauta EC_, pasiiilyta naudoti simbolj EC_. Turi bati
nurodytos matavimo laiko ribos, pvz., jei verté gauta 0 ir 72 valandy laikotarpiui, simbolis uzrasomas EC,,
(0-72 h).

Pastaba. Savitasis augimo greitis yra logaritminis dydis, ir nedideli augimo greicio pokyciai gali bati dideliy
biomasés pokyciy priezastimi. Taigi, E,C ir EC skaitmeninés vertés néra palyginamos.

NOEC SKAICIAVIMAS

(NOEC — No Observed Effect Concentration — stebimo poveikio nedaranti koncentracija) nustatoma pagal
atitinkamg didelio skai¢iaus bandiniy lyginimo statisting metodikg (pvz., dispersiné analizé ir Dunnett'o
testas), naudojant lygiagreciuose bandymuose gautas atskiras ploto po augimo kreive vertes A (zr. 2.1
poskyrj) arba savituosius augimo greicius p (Zr. 2.2 poskyrj).

ATASKAITA

Bandymy ataskaitoje turi biiti pateikta, jei jmanoma, tokia informacija:
— bandomoji medziaga: cheminio identifikavimo duomenys;
— bandymy organizmai: kilmé, laboratoriné kultiira, Stamo numeris, ir auginimo metodas;
— bandymy salygos:
— bandymo pradzios ir pabaigos data bei jo trukmé,
— temperatiira,
— terpés sudetis,
— auginimo aparatiira,

— tirpaly pH bandymo pradzioje ir pabaigoje (turi buti pateiktas aiskinimas, jei stebimas pH vertés
nukrypimas yra didesnis nei 1,5 vieneto),

— nesiklis ir metodas, taikytas soliubilizuoti bandomaja medziaga, bei nesiklio koncentracija bando-
muosiuose tirpaluose,

— 3viesos intensyvumas ir kokybe,
— bandomosios koncentracijos (matuotos arba vardinés).
— rezultatai:

— lasteliy tankis kickvienoje kolboje bei kiekviename matavimo taske, taip pat lasteliy tankio
nustatymo metodas,

— lasteliy tankio vidutinés vertés,
— augimo kreivés,
— koncentracijos poveikio priklausomybiy grafinis vaizdavimas,
— EC vertés ir skai¢iavimo metodas,
— NOEC
— kiti pastebéti reiskiniai.
NUORODOS
1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 201, Decision of the Council C(81) 30 Final.

2) Umweltbundesamt, Berlin, 1984, Verfahrensvorschlag 'Hemmung der Zellvermehrung bei der Griinalge
Scenedesmus subspicatus, in: Rudolph/Boje: Okotoxikologie, ecomed, Landsberg, 1986.

3) ISO 8692 - Water quality - Fresh water algal growth inhibition test with Scenedesmus subspicatus and
Selenastrum capricornutum.

4) S. Galassi and M.Vighi - Chemosphere, 1981, vol. 10, 1123-1126.
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1 priedélis

Dumbliy auginimo metodikos pavyzdys
Bendrosios pastabos

Sio kultiiros auginimo pagal pateikiamg metodika tikslas yra gauti dumbliy kultiiras toksiskumo bandy-
mams.

Norint uztikrinti, kad dumbliy kultiiros nebiity uzkréstos bakterijomis, turi biti naudojami tinkami metodai
(ISO 4833). Pageidautina naudoti akseniskas kultiiras, taciau pagrindinés yra vienalas¢iy dumbliy kultdiros.

Visi veiksmai turi bati daromi steriliomis salygomis, kad nebiity uzkrésta bakterjjomis ir kitais dumbliais.
Uzkresty kultiiry turi bati atsisakyta.

Dumbliy kultiiros auginimo metodikos
Mitybiniy tirpaly (terpés) ruosimas:

terpé gali biiti paruosta skiedziant pradinius mitybiniy medziagy koncentruotus tirpalus. Kietai terpei gauti
dedama 0,8 % agaro. Naudojama terpé turi biti sterili. Sterilizuojant autoklave, galima prarasti NH..

Pradiné kultiira:

Pradinés kultiiros yra mazos dumbliy kultiros, kurios reguliariai pernesamos | $viezia terpg, kad jas buty
galima naudoti kaip prading bandymy medziaga. Jei kultiiros reguliariai nenaudojamos, jos uznesamos ant
gulsciojo agaro meégintuvéliuose. Sios kultliros pernesamos i $viezig terpg bent kartg per du ménesius.

Pradinés kultliros auginamos kaginése kolbose su atitinkama terpe (tiris apie 100 ml). Kai dumbliai
inkubuojami 20 °C temperatiiroje su nuolatiniu ap$vietimu, pernesti reikia kas savaite.

[ kolba su $viezia terpe sterilia pipete pernesamas toks 'senos’ kultiros kiekis, kad greitai auganciy rasiy
atveju pradiné koncentracija biity mazdaug 100 karty mazesné nei senos kultaros.

R@siy augimo greitis gali bati nustatytas i§ augimo kreives. Jei greitis Zinomas, galima jvertinti, koks turi
bati i naujg terpe perneSamos kultiros tankis. Tai turi bati daroma prie$ tai, kai kultiira pasiekia Zaties
tarpsnij.

IS anksto paruosta kultiira:

I§ anksto paruosta kultiira skirta tam, kad baty gautas bandomosioms kultiiroms séti reikalingas dumbliy
kiekis. I$ anksto paruosta kultiira inkubuojama bandymo salygomis ir naudojama tuomet, kai dar auga
eksponentiskai, paprastai mazdaug po trijy inkubavimo pary. Kai dumbliy kultiiroje pasitaiko deformuotos
arba nenormalios lastelés, jos turi biti pasalintos.

2 priedélis

ISO 8692 - Vandens kokybé - Gélojo vandens dumbliy augimo inhibavimo bandymas su Scenedesmus
subspicatus ir Selenastrum capricornutum pateikia iuos tarplaboratorinio lyginimo bandymo rezultatus, gautus
16 laboratorijy, tyrusiy kalio dichromata:

Vidutiné vertée (mg/l) Intervalas (mg/l)

EC, (0- 72 h) 0,84 0,60 - 1,03

EC,, (0 - 72 h) 0,53 0,20 - 0,75
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I DALIS.

L1.

C4. ,LENGVO*“ BIOLOGINIO SKAIDOMUMO MATAVIMAS

BENDRIEJI KLAUSIMAI
[VADAS

Apradyti $esi metodai, kurie leidZia chemines medZiagas riisiuoti pagal ju biologinio skaidomumo aerobingje
vandeningje terpéje lengvuma:

a) Istirpusios organinés anglies (DOC) i$nykimo (Die-Away) (C.4-A metodas)

b) Modifikuotas OECD (Organization for Economic Cooperation and Development — Ekonominio bendra-
darbiavimo ir vystymosi organizacija) atrankos bandymas - DOC i$nykimas (C.4-B metodas)

) Anglies dioksido (CO,) i$siskyrimas (modifikuotas Sturm bandymas) (C.4-C metodas)
d) Manometriné respirometrija (C.4-D)
e) Uzdarosios kolbos (Closed bottle) metodas (C.4-E metodas)

f) MITI [Ministry of International Trade and Industry (Tarptautinés prekybos ir pramonés ministerija) -
Japonija] (C.4-F metodas).

Bendrieji ir jprastieji visy 3eSiy bandymy klausimai pateikti metodo I dalyje. Atskiriems metodams
specifiniai klausimai pateikti 11 — VII dalyse. Prieduose pateikiami apibrézimai, formulés ir rekomendacijos.

OECD tarplaboratorinio lyginimo bandymai, daryti 1988, parodé¢, kad Siais metodais gauti rezultatai yra
suderinami. Taciau priklausomai nuo fizikiniy bandomosios medziagos savybiy, pirmenybé gali biiti
teikiama vienam arba kitam metodui.

TINKAMO METODO PARINKIMAS

Norint parinkti tinkamiausig metoda, labai svarbi yra informacija apie cheminés medziagos tirpumg, gary
slégj ir adsorbcijos charakteristikas. Turi bati Zinoma cheminé medziagos formulé, norint skai¢iuoti teorines
vertes ir (arba) tikrinti iSmatuotas parametry vertes, pvz., ThOD, ThCO, DOC, TOC, COD (zr. I ir II
priedus).

Bandomosios cheminés medziagos, kuriy tirpumas vandenyje yra bent 100 mgfl, ir jei jos néra lakios ir
neadsorbuojamos, gali biti jvertintos visais metodais. Toms cheminéms medziagoms, kurios mazai tirpsta
vandenyje, yra lakios arba yra adsorbuojamos, tinkami metodai nurodyti 1 lenteléje. Badas, kaip reikia elgtis
su mazai vandenyje tirpiomis ir lakiomis medZiagomis, yra apraytas IIl priede. Vidutiniskai lakios cheminés
medziagos gali buti bandomos DOC i$nykimo metodu, jei bandymy induose (kurie turi biiti tinkamai
uzkimsti) dujoms yra pakankamai vietos. Siuo atveju turi biiti jdiegta abiotiné kontrol¢, kad biity galima
atsizvelgti | bet kokius fizinius nuostolius.

1 lentelé. Bandymy metody tinkamumas

Tinkamumas medziagoms, kurios yra:
Band, Analizé tod:
andymas nalizes metodas o ) adsorbuoja—
mazai tirpios lakios
mos
DOC i$nykimas [3tirpusi organiné anglis — — +-
Modifikuotas OECD at- | IStirpusi organiné anglis — — +-
rankos bandymas - DOC
isnykimas
CO, issiskyrimas Respirometrija: CO, iSsis- + — +
kyrimas
Manometriné respiromet- | Manometriné respiromet- + +- +
rija rija: deguonies suvartoji-
mas
Uzdarosios kolbos Respirometrija: itirpes de- +/- + +
guonis
MITI Respirometrija: deguonies + +- +
suvartojimas
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Norint interpretuoti gautus rezultatus, ypa¢ kai rezultatai yra mazi arba nezymids, reikalinga informacija
apie bandomosios medziagos grynuma arba apie pagrindiniy komponenty santyking dalj.

Informacija apie bandomyjy medziagy toksiskumg bakterijoms (IV priedas) gali bati labai naudinga, kai
reikia pasirinkti tinkamas bandomasias koncentracijas, ir gali baiti esminé, kai reikia teisingai paaiskinti,
kodeél biologinio skaidymo vertés yra mazos.

ETALONINES MEDZIAGOS

Norint tikrinti metodika, lygiagreciai jprastiems bandymams tinkamai paruostoje kolboje bandomos
etaloninés medziagos, kurios atitinka lengvo biologinio suskaidymo kriterijus.

Tinkamos cheminés medZiagos yra anilinas (SvieZiai distiliuotas), natrio acetatas ir natrio benzoatas. Visos
Sios etaloninés medziagos skaidomos $iy bandymy salygomis, net jei s¢jimo kulttira ir néra specialiai jdéta.

Buvo padaryta prielaida, kad reikéty rasti etaloning medziaga, kuri biity lengvai biologiskai skaidoma, taciau
tik kai yra jdéta séjimo kultGros. Buvo pasitlytas kalio hidroftalatas, taciau prie$ tai kaip priimti jj kaip
etaloning medziagg, reikia apie ja surinkti daugiau duomeny.

Respirometriniuose bandymuose junginiai su azotu gali turéti jtakos deguonies vartojimui dél nitrifikavimo
(zr. 11 ir V priedus).

BANDYMY METODO ESME

[ bandomosios medziagos tirpala arba suspensija mineralingje terpéje dedama séjimo kultira ir tirpalas
inkubuojamas aerobinémis salygomis tamsoje arba i§sklaidytoje $viesoje. DOC kiekis bandomosios medzia-
gos tirpale, kuris atitinka s¢jimo kultiira, turi bati kieck jmanoma mazesnis lyginant su bandomosios
medziagos DOC kiekiu. Atsizvelgiama | s¢jimo kultiiros endogeninj aktyvuma, lygiagreciai darant tus¢iuo-
sius bandymus su s¢jimo kultiira, bet be bandomosios medziagos, nors lasteliy endogeninis aktyvumas, kai
yra bandomosios medziagos, nevisiskai tiksliai atitinka aktyvuma endogeninio aktyvumo kontroliniame
bandyme. Metodiky veikimui tikrinti lygiagreciai daromas bandymas su etalonine medziaga.

Bendruoju atveju, skaidymo eiga sekama nustatant parametrus, pvz., DOC, CO, susidarymg ir deguonies
suvartojimg; matavimai daromi pakankamai daznai, kad galima biity nustatyti biologinio skaidymo pradzig
ir pabaigg. Jei naudojami automatiniai respirometrai, matavimas yra nepertraukiamas. Kai matuojamas kitas
parametras, kartais papildomai matuojama DOC, taCiau tai paprastai daroma tik bandymo pradzioje ir
pabaigoje. Galima naudoti specifing cheming analiz¢, kai norima jvertinti pradinj bandomosios medziagos
suskaidyma ir nustatyti bet kurios susidariusios tarpinés medZziagos koncentracija (privaloma MITI bandy-
me).

Paprastai bandymas tesiamas 28 paras. Taciau bandyma galima baigti anksciau nei po 28 pary, ty., kai
biologinio skaidymo kreivé pasiekia gulscigja dalj bent po trijy matavimy. Bandymai gali bati pratesti ir
daromi ilgiau nei 28 paros, kai kreivé rodo, kad biologinis skaidymas prasidéjo, taciau 28 para gulscioji
dalis dar nepasiekta.

KOKYBES KRITERIJAI

Atkuriamumas

Dél biologinio skaidymo prigimties ir dél s¢jimo kultiiros bakterijy populiacijos misrios sudéties matavimai
turi biiti daromi bent du kartus.

Yra bendras patyrimas, kad, kuo didesné bandymo pradzioje | bandomaja terpe jdéty mikroorganizmy
koncentracija, tuo mazesné bus lygiagreciy bandymy sklaida. Tarplaboratorinio lyginimo bandymai taip pat
parodé, kad gali biti didelé sklaida tarp rezultaty, gauty skirtingose laboratorijose, taciau lengvai biologiskai
skaidomy junginiy atveju paprastai gaunamas geras sutapimas.



446

Europos Sajungos oficialusis leidinys

13/11 t.

1.5.2.

Bandymy tinkamumas

Bandymas yra validus, jei skirtumas tarp bandomosios medziagos $alinimo pakartotinai gauty krastiniy
verciy gulscioje kreivés dalyje, bandymo pabaigoje arba 10 pary lango pabaigoje, kas tinka, yra maZesnis
kaip 20 %, ir jei etaloninés medziagos skaidymo procentiné verté iki 14 paros pasieké lengvojo biologinio
skaidymo lygj. Jei bet kuri i§ $iy salygy nejvykdyta, bandymas turi biti pakartotas. Dél metody tikslumo
mazos vertés nebitinai reiskia, kad bandomoji medziaga aplinkos salygomis biologiskai neskaidoma, taciau
jos rodo, kad biologiniam skaidomumui nustatyti batina dirbti toliau.

Jei toksiskumo bandyme, kuriame yra ir bandomoji medziaga, ir etaloniné cheminé medziaga, skaidymas
po 14 pary yra maZesnis kaip 35 % (pagal DOC) arba mazesnis kaip 25 % (pagal ThOD arba ThCO,),
bandomosios cheminés medziagos gali biiti laikomos inhibuojanciomis (dar Zr. IV prieda). Bandymy serijos
turi blti pakartotos, jei tai jmanoma, naudojant mazesng¢ bandomosios medziagos koncentracijg ir (arba)
didesng séjimo kultairos koncentracija, taciau ne didesne kaip 30 mg kietyjy daleliy/litre.

BENDROSIOS METODIKOS IR PREPARATAI

Bendrosios bandymuy salygos apibendrintos 2 lenteléje. Aparatiira ir kitos eksperimento salygos, specifiskai
sicjamos su atskiru bandymu, aprasytos véliau to bandymo aprasyme.

2 lentelé. Bandymy salygos

DOC invki- | CO. issiskyri. | Manometrine ggggiklioms Uzdarosios
Bandymas STy 2 PSS espirometri- atran- | olbos ban- MITI (1)
mas mas : kos bandy-
ja mas dymas
Bandomosios 2-10 100
medziagos kon-
centracija mg/l 100
10-40 10-20 10-40 mg DOC/l
mg ThOD/I 50-100 5-10
Séjimo kultdiros < 30 mgfl SS arba 0,5 ml < 5ml 30 mg/l SS
koncentracija R antrinio antrinio (10-10%)
(gsteliyfl, apytik- < 100 ml istakiofl takiofl | istakiofl
riai) (10-10%) (107 (10*-10°)
Elementy kon-
centracija mine-
ralingje terpéje
(mgfl)
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 geriau 7,0
Temperatiira 22 £ 2°C 25+ 1°C
DOC = itirpusi organiné anglis ~ ThOD = teorinis deguonies poreikis SS = Suspenduotos kie-
tosios dalelés




13/11 ¢

Europos Sajungos oficialusis leidinys

447

L.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Skiedimo vanduo

Naudojamas dejonizuotas arba distiliuotas vanduo, kuriame nebiity inhibuojancios koncentracijos nuodin-
gyjy medziagy (pvz., Cu®* jony). Vandenyje organinés anglies neturi bati daugiau kaip 10 % to kiekio,
kuris yra bandomojoje medziagoje. Didelis bandymo vandens grynumas reikalingas tam, kad bty
eliminuotos didelés tusciyjy bandiniy vertés. UZterStumas gali atsirasti dél vandeniui budingy priemaiSy ir
dar dél jonitiniy dervy bei bakterijy ir dumbliy irimo produkty. Kiekvienoje bandymuy serijoje naudokite tik
vienos partijos vandeni, i§ anksto patikrinta atlickant DOC analiz¢. Toks tikrinimas néra biitinas uzdarosios
kolbos bandyme, taciau deguonies suvartojimas vandeniu turi biiti mazas.

Pradiniai mineraliniy komponenty tirpalai

Norint ruosti bandomuosius tirpalus, ruosiami atitinkamy koncentracijy mineraliniy komponenty pradiniai
tirpalai. DOC i$nykimo, modifikuotos OECD atrankos, CO, issiskyrimo, manometrinés respirometrijos,
uzdarosios kolbos bandymuose galima naudoti tokius pradinius (su skirtingais skiedimo faktoriais) tirpalus.
Skiedimo faktoriai ir specialios mineralinés terpés ruo$imas MITI bandymui pateikti konkre¢iy metody
apraSymuose.

Pradiniai tirpalai: Paruoskite Siuos pardinius tirpalus, naudodami analiziskai grynas medZiagas.

a) kalio dihidrofosfatas, KH,PO, 8,50 g
kalio hidrofosfatas, K,HPO, 21,75 g
natrio hidrofosfatas, dihidratas, Na,HPO, x 2 H,0 33,40 g
amonio chloridas, NH4C1 0,50 g
I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro. Tirpalo pH turi bati 7,4.

b) kalcio chloridas, bevandenis, CaCl, 27,50 g
arba kalcio chloridas, dihidratas, CaCl2 x 2 HO 36,40 g

I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.

0) magnio sulfatas, heptahidratas, MgSO, x 7 H,0 22,50 g
I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.

d) gelezies (Il) chloridas, heksahidratas, FeCl3 x 6 HO 0,25¢g

I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.

Pastaba: jei nenorite ruosti §j tirpala prie§ patj bandymg, vienam tirpalo litrui jlasinkite vieng lasa konc. HCl
arba jdékite 0,4 g etilendiamintetraacto rugsties dinatrio druskos (EDTA).

Cheminiy medZiagy pradiniai tirpalai

Pavyzdziui, dejonizuotame vandenyje iStirpinkite 1-10 g, kiek reikia,bandomosios arba ctaloninés medzia-
gos ir skieskite iki 1 litro, jei tirpumas didesnis kaip 1 g/l. Pagal kita buda pradinius tirpalus ruosiate
mineralinéje terpéje arba cheming medziaga dedate tiesiai | mineraling terpg. Kaip ruosti maziau tirpias
chemines medziagas, Zr. Il prieda, taciau MITI bandyme (C.4-F metodas), nei tirpikliai, nei emulsikliai
neturi bati naudojami.

S¢jimo kultiiros

Séjimo kultirg galima gauti i§ jvairiy Saltiniy: aktyvusis dumblas, nuoteky iStakiai (nechloruoti), pavirsiniai
vandenys ir dirvoZemiai, arba miSiniai i Siy Saltiniy. Jei DOC i$nykimo, CO, issiskyrimo ir manometrinés
respirometrijos bandymams naudojamas aktyvusis dumblas, jis turi bati imamas i§ nuoteky valymo
jrenginiy arba laboratoriniy valymo jrenginiy, | kuriuos daugiausia patenka buitinés nuotekos. Buvo
nustatyta, kad naudojant séjimo kultiiras i§ kity Saltiniy, rezultaty sklaida didesné. Modifikuotam OECD
atrankos ir uzdarosios kolbos bandymams reikia labiau praskiestos séjimo kultiros be dumblo dribsniy,
todél labiau pageidautinas Saltinis yra antrinis iStakis i§ buitiniy nuoteky valymo jrenginio arba laboratori-
nio valymo jrenginio. MITI bandymui s¢jimo kultiira daroma i§ jvairiy Saltiniy gauto misinio ir aprayta $io
specialaus bandymo skyriuje.
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1.6.4.1.

1.6.4.2.

L.6.5.

1.6.6.

Séjimo kultiira iS aktyviyjy dumbly

I§ daugiausia buitines nuotekas valancio valymo jrenginio arba laboratorinio valymo jrenginio aeravimo
tanko surinkite §viezig aktyviojo dumblo bandinj. Prireikus stambias daleles 3alinkite filtruodami per tanky
tinklinj filtra ir toliau dumblg laikykite aerobinémis salygomis.

Kitaip, paaling visas stambias daleles, leiskite dumblui nusistoti arba centrifuguokite (pvz., 10 min veikiant
1100 g). Skysti nuo dumblo pilkite lauk. Dumbla galite plauti mineraline terpe. Suspenduokite koncent-
ruotg dumblg mineralinéje terpéje, kad suspenduoty kiety daleliy koncentracija baty 3-5 g, ir aeruokite
tol, kol dumblg panaudosite.

Dumblas turi bati imamas i§ gerai veikiancio standartinio jrenginio. Jei dumblg reikia imti i§ didelio
nasumo valymo jrenginio, arba, jei manoma, kad dumble yra inhibitoriy, jis turi bati plaunamas. Gerai
sumaisyta, pakartotinai suspenduota dumblg palikite nusistoti arba centrifuguokite, nupilkite nuo jo skystj ir
i$plautg dumbly dar karta suspenduokite kitame mineralinés terpés tiiryje. Siuos veiksmus kartojate tol, kol
bus galima manyti, kad substrato pertekliaus arba inhibitoriy neliko.

Pries pat dumblo naudojimg, paimkite vél visiskai suspenduoto arba neapdoroto dumblo bandinj sausy
suspenduoty kietyjy daleliy masei nustatyti.

Pagal kit biidg homogenizuokite aktyvyji dumblg (3-5 g/l suspenduoty kietyjy daleliy). MaiSykite dumblg
2 min vidutiniu grei¢iu mechaniniame maisiklyje. Palikite sumaidyta dumbla 30 min arba ilgiau, jei to
reikia, ir dekantuokite skyst, kurj naudosite kaip s¢jimo kultira, pagal norma 10 ml/l mineralinés terpes.

Kiti s¢jimo kultiiros Saltiniai

Ja galima gauti i§ valymo jrenginio arba laboratorinio valymo jrenginio, apdorojan¢iy daugiausia buitines
nuotekas, antrinio iStakio. Paimkite $viezia bandinj ir, kol gabenate, laikykite jj acrobinémis salygomis.
Palikite nusistoti 1 h arba filtruokite per stamby filtrinj popieriy, ir dekantuotg iStakj arba filtrata laikykite
aerobinémis salygomis, kol naudosite. Vienam litrui mineralinés terpés galima naudoti iki 100 ml Sios
risies séjimo kultdiros.

Kitas séjimo terpés Zaltinis yra pavir$inis vanduo. Siuo atveju paimkite tinkamo pavirsinio vandens, pvz.,
upés, ezero, bandinj ir laikykite aerobinémis salygomis, kol panaudosite. Prireikus s¢jimo kultirg koncent-
ruokite filtravimo arba centrifugavimo budu.

Séjimo kultiiry pradinis kondicionavimas

S¢jimo kultiiros gali bati i§ anksto kondicionuojamos eksperimento sglygoms, taciau i§ anksto prie
bandomosios cheminés medziagos neadaptuojamos. Pradinis kondicionavimas susideda i§ aktyviojo dumblo
tirpalo mineralingje terpéje arba antrinio iStakio 5-7 pary trukmés aeravimo bandymo temperatiroje.
Kartais pradinis kondicionavimas gerina bandymo metody preciziskuma, nes sumazina tus¢iyjy bandiniy
vertes. Laikoma, kad MITI bandymo s¢jimo kultiirai pradinis kondicionavimas yra bitinas.

Abiotinio skaidymo kontroliniai bandiniai

Kai reikia, nustatykite galimg bandomosios medziagos abiotinj skaidyma, matuodami DOC pasalinimg,
deguonies suvartojimg arba anglies dioksido i$siskyrima steriliuose kontroliniuose bandiniuose be pasétos
kult@ros. Sterilizuokite filtravimu per membrang (0,2-0,45 pm) arba pridékite reikiamos koncentracijos
tinkamos nuodingos medziagos. Jei naudojamas filtravimas per membrana, sterilumui uZztikrinti bandinius
imkite steriliai. Jei bandomosios medziagos adsorbcija nebuvo i§ anksto paalinta, bandymai, kuriuose
skaidymas nustatomas matuojant DOC $alinima, ypac jei s¢jimo kultira i§ aktyviojo dumblo, turi bati su
abiotinio skaidymo kontroliniu bandiniu, j kurj dedama séjimo kultara ir nuodijama.
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1.6.7.

L.7.1.

Kolby skaicius

Kolby skai¢ius tipiskame bandyme nurodytas skyriuje su atitinkamo metodo aprasymu.

Galima naudoti tokio tipo kolbas:

Bandomoji suspensija: su bandomaja medziaga ir s¢jimo kultiira

S¢jimo kultairos tusciasis bandinys: tik su s¢jimo kultira

Metodikos tikrinimo bandinys: su etalonine medziaga ir s¢jimo kultira

Abiotinio skaidymo sterilus kontrolinis bandinys: sterilus, su bandomaja medziaga (Zr. 1.6.6)
Adsorbcijos kontrolinis bandinys: su bandomaja medziaga, s¢jimo kultira ir sterilizavimo agenta
Toksiskumo kontrolinis bandinys: su bandomaja medziaga, etalonine medziaga ir séjimo kultara.

Bitina, kad nustatymas bandomojoje suspensijoje ir s¢jimo kultiiros tui¢iajame bandinyje bity daromas
lygiagreciai. Patartina matavimus kitose kolbose taip pat daryti lygiagreciai.

Tadiau tai ne visuomet jmanoma. Uztikrinkite, kad bty paimtas pakankamas skaiCius bandiniy arba
padaryta matavimy, norint jvertinti pasalinimo procenting verte po 10 pary lango.

DUOMENYS IR VERTINIMAS

SkaiCiuojant skaidymo procenting verte, D, naudojamos vidutinés vertés dviejy parametro matavimy
bandymy kolboje ir tus¢iajame bandinyje su s¢jimo kultira. Formulés pateiktos kituose konkrecius
bandymus aprasanciuose skyriuose. Skaidymo eiga vaizduojama grafiskai ir pazymimas 10 pary langas.
Apskaiciuokite ir pateikite medziagos Salinimo, baigiantis 10 pary langui, procenting verte ir gulsciaja
kreivés dalj atitinkancia vert¢ arba bandymo pabaigos verte, kuri tinka.

Respirometriniuose bandymuose junginiai turintys azoto gali veikti deguonies suvartojima dél nitrifikavimo
(zr. Il ir V priedus).

Skaidymas, nustatytas pagal DOC kiekio matavima

Skaidymo procentiné verté D kiekvieng karta, kai buvo paimtas bandinys, turi biti skai¢iuojama atskirai
kolboms su bandomgja medziaga, naudojant dviejy DOC matavimu vidutines vertes, kad bty galima
jvertinti bandymo tinkamuma (Zr. 1.5.2.). Skaidymas skaic¢iuojamas pagal lygti:

C-C
Dt:(l—t—bt)xloo
Co_cbo

Cia:

D, = skaidymo % laiku t,

C, = vidutiné pradiné DOC koncentracija terpéje su bandomaja medziaga ir paséta kultiira (DOC mgfl),
C, = vidutiné DOC koncentracija terpéje su bandomaja medziaga ir paséta kultiira laiku t (DOC mgfl),
C, = vidutiné pradiné DOC koncentracija tuiiojo bandinio terpéje su paséta kultiira (DOC mgfl),

C, = vidutiné DOC koncentracija tusciojo bandinio terpéje su paséta kultiira (DOC mg/l).

Visos koncentracijos nustatomos eksperimentiskai.
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1.7.2.

1.7.3.

Skaidymas, nustatytas darant specifing analize

Kai yra specifinés analizés duomenys, pradinis biologinis skaidymas skaiciuojamas pagal formule:

Sy - S
Dl:%xloo

b

Cia:

D, = skaidymo % laiku t, paprastai 28 paros,

S, = likutinis bandomosios medziagos kiekis terpéje su s¢jimo kultira bandymo pabaigoje (mg),

S, = likutinis bandomosios medziagos kiekis tus¢iajame bandinyje su vandeniu (terpe), i kurj buvo jdéta

tik bandomoji medziaga (mg).
Abiotinis skaidymas
Naudojant sterily kontrolinj bandinj abiotiniam skaidymui nustatyti, abiotinio skaidymo procentiné verté

skai¢iuojama pagal formulg:

Cs o) — Cs
abiotinio skaidymo % = =0 = =0 5 100
Cs(o)

Cia:

C, = DOC koncentracija steriliame kontroliniame bandinyje 0 parg,
C, = DOC koncentracija steriliame kontroliniame bandinyje t para.
ATASKAITA

Bandymy ataskaitoje turi bati pateikta, jei jmanoma, tokia informacija:

— bandomoji ir etaloniné cheminé medZiaga, jy grynumas;

— bandymy salygos;

— s¢jimo kultiira: prigimtis ir émimo vieta (-os), koncentracija ir bet koks pradinis kondicionavimas;

— nuotekose esanciy pramoniniy nuoteky dalis ir kiekis, jei tai Zinoma;

— bandymo trukmé ir temperatiira;

— apdorojimo biidas mazai tirpiy cheminiy medziagy atveju;

— taikytas bandymy metodas; batina moksliskai pagristi ir paaiskinti bet kokj metodikos keitima;

— specifikacija;

— visi stebéti inhibavimo reiskiniai;

— bet koks stebimas abiotinis skaidymas;

— specifinés chemingés analizés duomenys, jei yra;

— analiziniai duomenys apie tarpinius produktus, jei yra;

— bandomosios medziagos ir etaloninés medziagos skaidymo procentinés dalies kitimo laike grafikas; turi
bati aiskiai nurodyta vélavimo fazé, skaidymo fazé, 10 pary langas ir kreivés krypties koeficientas (I
priedas). Jei bandymas atitinka tinkamumo kriterijus, grafikui sudaryti galima naudoti skaidymo

procentiniy verciy vidutines vertes, gautas kolbose su bandomgja medziaga.

— 3alinimo procentiné dalis po 10 pary lango ir kreivés guls¢ioje dalyje arba bandymo pabaigoje.
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Il DALIS. DOC ISNYKIMO BANDYMAS (C.4-A METODAS)

IL1.

1.2,

I1.2.1

11.2.2.

I1.2.3.

11.2.4.

METODO ESME

I$matuotas mineralinés terpés su s¢jimo kulttira ir Zinomos koncentracijos bandomaja medziaga (nuo 10 iki
40 mg/l DOC), kuri nominaliai yra vienintelis organinés anglies altinis, tiris yra aeruojamas tamsoje arba
issklaidytoje $viesoje 22 + 2 °C temperatiiroje.

Skaidymas sekamas, 28 paras trumpais intervalais darant DOC analiz¢. Biologinio skaidymo laipsnis
skaiciuojamas, pasalintos DOC koncentracijg (pataisyta dél DOC koncentracijos s¢jimo kultiros tusciajame
kontroliniame bandinyje) reiskiant pradinés koncentracijos procentine dalimi. Pradinio biologinio skaidymo
laipsnj galima skaiCiuoti pagal papildoma cheming analiz¢, daromg inkubavimo pradzioje ir pabaigoje.

METODO APRASYMAS

Aparatiira

a) Kaginés kolbos, pvz., nuo 250 ml iki 2 litry, tiris priklauso nuo DOC analizei reikalingo tairio;

=

Purtyklé skirta kuiginéms kolboms déti, arba su automatiniu termostatavimu arba naudojama patalpoje
su pastovia temperatiira, ir pakankamo galingumo, kad visose kolbose galima biity palaikyti aerobines

salygas;
¢) Filtravimo aparatas, su tinkamomis membranomis;
d) DOC analizatorius;
¢) Istirpusio deguonies nustatymo aparatiira;

f) Centrifuga.

Mineralinés terpés ruosimas

Apie pradiniy tirpaly ruosima, 7zr. 1.6.2.

Sumaisykite 10 ml (a) tirpalo su 800 ml skiedimo vandens, jpilkite po 1 ml (b) - (d) tirpaly ir praskieskite
skiedimo vandeniu iki 1 litro.

Sé¢jimo kultiiros ruosimas ir pradinis kondicionavimas

S¢jimo kultira galima ruodti i§ jvairiy Saltiniy: aktyvusis dumblas; nuoteky istakiai; pavirsiniai vandenys;
dirvozemiai arba misiniai i§ $iy Saltiniy.

Zr. 1.6.4., 16.4.1., 1.6.4.2. ir L6.5.

Kolby ruosimas

Pavyzdziui, j atskiras 2 | kogines kolbas ipilkite po 800 ml mineralinés terpés ir pakankamg tarj
bandomosios ir etaloninés medziagos pradiniy tirpaly, kad ekvivalentiné DOC koncentracija bity 10-40
mg/l. Patikrinkite pH verte ir prireikus nustatykite lygia 7,4. Idékite i kolbas s¢jimo kultiiros i aktyviojo
dumblo arba kito Saltinio (zr. 1.6.4.), kad galutiné suspenduoty kietyjy daleliy koncentracija bity ne didesné
kaip 30 mg/l. Taip pat paruoskite s¢jimo kultdros tirpalo mineralingje terpéje kontrolinj bandinj, kuriame
nebiity bandomosios arba etaloninés medziagos.

Jei reikia, vieng inda naudokite tikrinti galimam bandomosios medZziagos inhibuojamajam poveikiui, |
panasios koncentracijos bandomosios ir etaloninés medziagy tirpala mineralingje terpéje jdéje s¢jimo
kultiiros.

Be to, jei reikia, paruoskite dar vieng sterilia kolba su bandomgja medziaga be s¢jimo kultiros, kad
galétuméte nustatyti, arba vyksta bandomosios medziagos abiotinis skaidymas (Zr. 1.6.6.).
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I.2.5.

11.2.6.

I.3.

11.3.1.

1.3.2.

11.3.3.

Papildomai, jei kyla jtarimas, kad bandomaja medZziaga Zymiai adsorbuoja stiklas, dumblas ir t.t., padarykite
parengiamgjj jvertinima galimam adsorbcijos laipsniui nustatyti ir, tuo paciu, bandymo tinkamumui $iai
bandomajai medziagai (zr. 1 lentelg). Paruoskite kolbg su bandomaja medziaga, s¢jimo kultira ir steriliza-
vimo agentu.

Visus tirpalus kolbose skieskite mineraline terpe iki 1 1 ir, tirpalus sumaisg, i§ kiekvienos kolbos paimkite
bandinj DOC pradinei koncentracijai nustatyti (zr. 1.4 priedg). Uzdenkite kolby angas pvz., aliuminio folija
taip, kad tarp kolbos ir ja supancios aplinkos baty laisvi oro mainai. Tuomet bandymui pradéti istatykite
kolbas | purtykle.

Kolby skaicius tipiSkame bandyme

1 ir 2 kolba: bandomoji suspensija

3 ir 4 kolba: s¢jimo kultiros tuiciasis bandinys

5 kolba: metodikos tikrinimo bandinys

ir pageidautina bei kai bitina:

6 kolba: abiotinio skaidymo sterilus kontrolinis bandinys

7 kolba: adsorbcijos kontrolinis bandinys

8 kolba: toksiskumo kontrolinis bandinys

Zr. dar 16.7.

Bandymy eiga

Visg bandymo laikg zinomais laiko tarpais, bet pakankamai daznai, kad galima bty nustatyti 10 pary
lango pradzig ir Salinimo procenting verte 10 pary lango pabaigoje, kiekvienoje kolboje po du kartus
nustatykite DOC koncentracija. Imkite tik maziausia bandomosios suspensijos tiirj, reikalingg kiekvienam
nustatymui.

Jei butina, pries imdami bandinj, kompensuokite garavimo i§ kolby nuostolius, jpildami reikiama kiekj
skiedimo vandens (1.6.1). Prie§ imdami bandinj, gerai sumaisykite kultdros terpe ir uztikrinkite, kad pries
bandinio émimg ant kolbos sieneliy prilipusi medziaga baty istirpinta arba suspenduota. Paéme¢ bandini, jj
i§ karto filtruokite per membraninj filtra arba centrifuguokite (zr. 1.4 prieda). Nufiltruotus arba centrifu-
guotus bandinius analizuokite ta pacig dieng, arba laikykite 2-4 °C temperatiroje ne ilgiau kaip 48 h, jei
ilgiau — Zemesnéje kaip -18 °C temperatiiroje.

DUOMENYS IR ATASKAITA

Rezultaty apdorojimas

Apskaiciuokite skaidymo procenting verte laiku t, kaip nurodyta 1.7.1. (DOC nustatymas) ir, neprivalomai,
kaip 1.7.2. (specifiné analizé).

Visus rezultatus uZraSykite pateiktose specifikacijose.

Rezultaty tinkamumas

Zr. 1.5.2

Ataskaita

7r. 18.
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11.4. SPECIFIKACTJA
Toliau pateiktas specifikacijos pavyzdys.
DOC ISNYKIMO BANDYMAS
1. LABORATORIJJA
2. BANDYMU PRADZIOS DATA
3. BANDOMOJI MEDZIAGA
Pavadinimas:
Pradinio tirpalo koncentracija: mg/l, kaip cheminés medziagos
Pradiné koncentracija terpéje, t,: mgfl, kaip cheminés medziagos
4. SEJIMO KULTURA
Saltinis:
Kaip apdorota:
Pradinis kondicionavimas, jei toks buvo:
Suspenduoty kietyjy daleliy koncentracija reakcijos misinyje: mg|l

5. ANGLIES NUSTATYMAS

Anglies analizatorius:

DOC (mg/l) po n pary
Kolba Nr.
0 n n, n, n
al
1 a,
Bandomoji cheminé a, vidutiné vert¢ C,
medziaga ir séjimo
kultiira b,
2 b,
b, vidutiné verté Chm
Cl
3 <,
¢, vidutiné verté CL(‘)
Sé¢jimo kultdiros tus- d
Ciasis bandinys be
bandomosios me- 4 d,
dziagos
d, vidutiné verte C "
Cen + Cay
Coip) = -5
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6. NEAPDOROTUY DUOMENU VERTINIMAS

% skaidymo po n pary
Kolba Nr.
0 n, n, n, n
Cyn - C
Dl:(l,u)xmo
1 Cato) = Ghl(o) 0
Cpy — C
D2:<1_M> %« 100
2 Cp(o) = Chi(o) 0
D— D; - Dy
Vidutiné verté (') - 0

() D, ir D, vidutiné verté neturi bati skaiciuojama, jei tarp jy yra didelis skirtumas.

Pastaba. Panasiis formatai gali biiti taikomi etaloninei medziagai ir toksiskumo kontroliniams bandiniams.

7. ABIOTINIO SKAIDYMO KONTROLINIS BANDINYS (neprivalomas)

Laikas (paros)

0 t
DOC koncentracija (mg/l) Co) Co
steriliame kontroliniame
bandinyje

Cs) — C
abiotinio skaidymo % = =0 = =0 5 100
Cs(o)

8. SPECIFINE CHEMINE ANALIZE (neprivaloma)

Bandomosios medziagos likutinis kie-

kis bandymo pabaigoje (mg/l) % pirminio skaidymo

Sterilus kontrolinis bandinys S,
B_andymo terpé su s¢jimo kul- S, Sp — Sa % 100
tiira Sy

III DALIS. MODIFIKUOTAS OECD ATRANKOS BANDYMAS (C.4-B METODAS)

IL1.

METODO ESME

| iSmatuota mineralinés terpés tirj su Zinoma koncentracija bandomosios medziagos (nuo 10 iki 40 mg/l
DOQ), kuri nominaliai yra vienintelis organinés anglies 3altinis, jpilama s¢jimo kultiros 0,5 ml 1 1 terpés.
Misinys yra acruojamas tamsoje arba iSsklaidytoje Sviesoje 22 + 2 °C temperatiiroje.

Skaidymas sekamas, 28 paras trumpais intervalais darant DOC analiz¢. Biologinio skaidymo laipsnis
skaiCiuojamas, pasalintos DOC koncentracijg (pataisyta dél DOC koncentracijos s¢jimo kultiros tus¢iajame
kontroliniame bandinyje) reiskiant pradinés koncentracijos procentine dalimi. Pradinio biologinio skaidymo
laipsnj galima skaiciuoti pagal papildoma cheming analiz¢, daromg inkubavimo pradzioje ir pabaigoje.
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1I1.2.

11.2.1.

I1.2.2.

111.2.3.

111.2.4.

METODO APRASYMAS
Aparatiira

a) Kaginés kolbos, pvz., nuo 250 ml iki 2 litry, tiris priklauso nuo DOC analizei reikalingo tario;

b) Purtykleé skirta kiginéms kolboms déti, kuri baity arba su automatiniu termostatavimu arba naudojama
patalpoje su pastovia temperatiira, ir pakankamo galingumo, kad visose kolbose galima biity palaikyti
aerobines salygas;

¢) Filtravimo aparatas, su tinkamomis membranomis;

d) DOC analizatorius;

e) Istirpusio deguonies nustatymo aparatiira;

f) Centrifuga.
Mineralinés terpés ruoSimas
Apie pradiniy tirpaly ruo$ima, zr. 1.6.2.

Sumaisykite 10 ml (a) tirpalo su 800 ml skiedimo vandens, jpilkite po 1 ml (b) - (d) tirpaly ir praskieskite
skiedimo vandeniu iki 1 litro.

Siame metode kaip sé¢jimo kultiira naudojama tik 0,5 ml iStakioflitre ir todél gali tekti didinti terpés
mikroelementy ir augimo faktoriy koncentracijg. Tai daroma jpilant po 1 ml kiekvieno $iy tirpaly vienam
galutinio terpés tirio litrui.

Mikroelementy tirpalas:

Mangano sulfatas, tetrahidratas, MnSO , 4 HO 39,9 mg
Boro riigstis, H3803 57,2 mg
Zinko sulfatas, heptahidratas, ZnSO , x 7 HO 42,8 mg
Amonio heptamolibdatas (NH,) Mo,O,, 34,7 mg
Fe-chelatas (FeCl, ir etilendiamintetraacto riigstis) 100,0 mg

I3tirpinkite skiedimo vandenyje ir praskieskite juo iki 1000 ml.

Vitaminy tirpalas:

Mieliy ekstraktas 15,0 mg

IStirpinkite mieliy ekstrakta 100 ml vandens. Sterilizuokite filtruodami per 0,2 pm membrang arba
pagaminkite $vieziai.

Sé¢jimo kultiiros ruosimas ir pradinis kondicionavimas

S¢jimo kultirg ruosiama i§ nuoteky valymo jrenginio arba laboratorinio valymo jrenginio, valanciy
daugiausia buitines nuotekas, antrinio istakio. Zr. 1.6.4.2. ir L.6.5.

Naudojama 0,5 ml vienam litrui mineralinés terpés.
Kolby ruosimas

Pavyzdziui, | atskiras 2 1 kagines kolbas jpilkite po 800 ml mineralinés terpés ir pakankamg tirj
bandomosios ir etaloninés medziagos pradiniy tirpaly, kad ekvivalentiné DOC koncentracija bity 10-40
mg/l. Patikrinkite pH verte ir prireikus nustatykite lygia 7,4. Idékite i kolbas 0,5 ml/l s¢jimo kultiros is
nuoteky iStakio (Zr. 1.6.4.2), kad galutine suspenduoty kietyjy daleliy koncentracija baty ne didesné kaip 30
mg/l. Taip pat paruoskite s¢jimo kultfros tirpalo mineralingje terpéje kontrolinj bandinj, kuriame nebity
bandomosios arba etaloninés medziagos.

Jei reikia, viena inda naudokite tikrinti galimam bandomosios medziagos inhibuojamajam veikimui, |
panasios koncentracijos bandomosios ir etaloninés medziagy tirpala mineralingje terpéje jdéje s¢jimo
kultiiros. Be to, jei reikia, paruoskite dar vieng sterilig kolbg su bandomagja medziaga be s¢jimo kultiros,
kad galétuméte nustatyti, arba vyksta bandomosios medziagos abiotinis skaidymas (zr. 1.6.6.).
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I1.2.5.

111.2.6.

IIL.3.

I.3.1.

I1.3.2.

11.3.3.

Papildomai, jei kyla jtarimas, kad bandomaja medZziaga Zymiai adsorbuoja stiklas, dumblas ir t.t., padarykite
parengiamgjj jvertinima galimam adsorbcijos laipsniui nustatyti ir, tuo paciu, bandymo tinkamumui $iai
bandomajai medziagai (zr. 1 lentelg). Paruoskite kolbg su bandomaja medziaga, s¢jimo kultira ir steriliza-
vimo agentu.

Visus tirpalus kolbose skieskite mineraline terpe iki 1 1 ir, tirpalus sumaisg, i§ kiekvienos kolbos paimkite
bandinj DOC pradinei koncentracijai nustatyti (zr. IL.4 prieda). Uzdenkite kolby angas pvz., aliuminio folija
taip, kad tarp kolbos ir ja supancios aplinkos biity laisvi oro mainai. Tuomet bandymui pradéti jstatykite
kolbas j purtykle.

Kolby skaicius tipiSkame bandyme

1 ir 2 kolba: bandomoji suspensija

3 ir 4 kolba: s¢jimo kultiiros tusciasis bandinys

5 kolba: metodikos tikrinimo bandinys

ir pageidautina bei kai bitina:

6 kolba: abiotinio skaidymo sterilus kontrolinis bandinys

7 kolba: adsorbcijos kontrolinis bandinys

8 kolba: toksiskumo kontrolinis bandinys

7r. dar 1.6.7.

Bandymy eiga

Visg bandyma Zinomais laiko intervalais, bet pakankamai daznai, kad galima baty nustatyti 10 pary lango
pradzig ir procenting Salinimo vert¢ 10 pary lango pabaigoje, nustatykite po du kartus DOC koncentracijas
kiekvienoje kolboje. Imkite tik minimaly kiekvienam nustatymui reikalinga bandomosios suspensijos tirj.

Jei bitina, prie§ imdami bandinj kompensuokite garavimo i§ kolby nuostolius, jpildami reikiama kiekj
skiedimo vandens (1.6.1). Prie§ imdami bandinj, gerai sumaisykite kultiiros terpe ir uztikrinkite, kad pries
bandinio émimg ant kolbos sieneliy prilipusi medziaga baty istirpinta arba suspenduota. Paéme¢ bandini, jj
i§ karto filtruokite per membraninj filtra arba centrifuguokite (zr. 1.4 prieda). Nufiltruotus arba centrifu-
guotus bandinius analizuokite ta pacig diena, arba laikykite 2-4 °C temperatiiroje ne ilgiau kaip 48 h, jei
ilgiau — Zemesnéje kaip -18 °C temperatiiroje.

DUOMENYS IR ATASKAITA

Rezultaty apdorojimas

Apskaiciuokite skaidymo procentine verte laiku t, kaip nurodyta 17.1. (DOC nustatymas) ir, neprivalomai,
kaip 1.7.2 (specifiné analize).

Visus rezultatus uZrasykite pateiktose specifikacijose.

Rezultaty tinkamumas

Zr. 15.2.

Ataskaita

Zr. 18.
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111.4. SPECIFIKACTJA
Toliau pateiktas specifikacijos pavyzdys.
MODIFIKUOTAS OECD ATRANKOS BANDYMAS
1. LABORATORIJJA
2. BANDYMO PRADZIOS DATA
3. BANDOMOJI MEDZIAGA
Pavadinimas:
Pradinio tirpalo koncentracija: mg/l, kaip cheminés medziagos
Pradiné koncentracija terpéje, t,: mgfl, kaip cheminés medziagos
4. SEJIMO KULTURA
Saltinis:
Kaip apdorota:
Pradinis kondicionavimas, jei toks buvo:
Suspenduoty kietyjy daleliy koncentracija reakcijos misinyje: mg|l

5. ANGLIES NUSTATYMAS

Anglies analizatorius:

DOC po n pary (mg/l)
Kolbos Nr.
0 n n, n, n
al
1 a,
Bandomoji cheminé a, vidutiné vert¢ C,
medziaga ir séjimo
kultiira b,
2 b,
b, vidutiné verté Chm
Cl
3 c,
¢, vidutiné verté CL(‘)
Sé¢jimo kultdiros tus- d
Ciasis bandinys be
bandomosios me- 4 d,
dziagos
d, vidutiné verte C "
Cen + Cay
Coip) = -5
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6. NEAPDOROTUY DUOMENU VERTINIMAS

skaidymo % po n pary
Kolba Nr.
0 n, n, n, n
Gy — Cb](t))
Di=|1-——=] x100
1 ! ( Cato) = Ghl(o) 0
Coy — Cbl(t))
Dp=(1-—>) x100
2 : ( Coi0) = Coio) 0
p_Di-D;
Vidutiné verté (') - 0

() D, ir D, vidutiné verté neturi biiti skai¢iuojama, jei tarp jy yra didelis skirtumas.

Pastaba. Panasiis formatai gali biiti taikomi etaloninei medziagai ir toksiskumo kontroliniams bandiniams.

7. ABIOTINIO SKAIDYMO KONTROLINIS BANDINYS (neprivalomas)

Trukmé (paros)

0 t
DOC koncentracija (mg/l) Co Cy
steriliame kontroliniame
bandyme

Cs o) — Cs
abiotinio skaidymo % = % x 100
s(0)

8. SPECIFINE CHEMINE ANALIZE (neprivaloma)

Bandomosios medziagos likutinis kie-

kis bandymo pabaigoje (mg/l)

% pirminio skaidymo

Sterilus kontrolinis bandinys S,
Bandymo terpé su sé¢jimo kul- S, Sp — Sa % 100
tiira Sy
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IV DALIS. CO, ISSISKYRIMO BANDYMAS (C.4-C METODAYS)

IV.1.

IV.2.

IV.2.1.

Iv.2.2.

IV.2.3.

IV.2.4.

METODO ESME

Zinomas mineralinés terpés su s¢jimo kultfira turis, kuriame kaip vienintelis nominalus organinés anglies
Saltinis yra Zinomos koncentracijos bandomoji cheminé medziaga (10-20 mg DOC arba TOC/l), tamsoje
arba issklaidytoje $viesoje yra aeruojamas, reguliuojamu greic¢iu barbotuojant anglies dioksido neturintj ora.
Skaidymas 28 paras stebimas, nustatant susidariusio anglies dioksido, sugeriamo bario arba natrio hidro-
ksidu, kiekj, matuojama likusio hidroksido titravimu arba kaip neorganiné anglis. I§ bandomosios cheminés
medziagos susidariusio anglies dioksido kiekis (pataisytas atimant anglies dioksido, susidarancio tus¢iajame
bandinyje su s¢jimo kultiira, kiekj) yra skaiCiuojamas kaip procentiné ThCO, verté. Kitaip biologinio
skaidymo laipsnj galima skaiciuoti, nustatant papildoma DOC kiekj inkubavimo laikotarpio pradzioje ir
pabaigoje.

METODO APRASYMAS

Aparatiira

a) 2-5 litry talpos kolbos, kiekviena su acravimo vamzdziu, siekianciu beveik indo dugna, ir isleidimo anga;
b) Magnetiniai maisikliai, kai vertinamos mazai tirpios cheminés medziagos;

¢) Dujy sugérimo kolbos;

d) Itaisas reguliuoti ir matuoti oro srautg;

¢) Aparatas anglies dioksidui iplauti, kuriuo ruoSiamas oras, neturintis anglies dioksido; pagal kita buda
galima naudoti i§ baliony tiekiamy CO, neturincio deguonies ir CO, neturincio azoto misinj, dujas
maiSant teisingu santykiu (20 % O,: 80 % N.);

f) Itaisas anglies dioksidui nustatyti titravimo biidu arba kokio nors tipo neorganinés anglies analizatorius;
g) Membraninio filtravimo jtaisas (neprivalomas);

h) DOC analizatorius (neprivalomas).

Mineralinés terpés ruoSimas

Apie pradiniy tirpaly ruosima, 7zr. 1.6.2.

Sumaiykite 10 ml (a) tirpalo su 800 ml skiedimo vandens, jpilkite po 1 ml (b) - (d) tirpaly ir praskieskite
skiedimo vandeniu iki 1 litro.

Sé¢jimo kultiiros ruosimas ir pradinis kondicionavimas

S¢jimo kultira galima ruosti i§ jvairiy Saltiniy: aktyvusis dumblas; nuoteky istakiai; pavirsiniai vandenys;
dirvozemiai arba misiniai i§ $iy Saltiniy.

Zr. 1.6.4., 1.6.4.1, 1.6.4.2. ir 1.6.5.
Kolby ruosimas

Kaip pavyzdys, toliau nurodyti tiiriai ir masés 5 litry kolboms su 3 1 suspensijos. Jei naudojate maZesnius
tarius, kiekius atitinkamai keiskite, taciau uztikrinkite, kad baty galima tiksliai matuoti susidariusio anglies
dioksido kieki.

| kickvieng 5 litry kolba jpilkite 2400 ml mineralinés terpés. Ipilkite atitinkam tiirj paruo$to aktyviojo
dumblo (zr. 1.6.4.1. ir 1.6.5), kad suspenduoty kietyjy daleliy koncentracija miSinio su séjimo kultiira
galutiniame 3 1 tiiryje bity ne didesné kaip 30 mgl.
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IV.2.5.

IV.2.6.

Kitas budas, kai paruostas dumblas i§ pradziy skiedZiamas mineralingje terpéje ruosiant 500 - 1000 mg/l
suspensija, po to alikvotinis $ios suspensijos tiris pilamas i 5 litry kolbos turinj, kad koncentracija bity 30
mg/l; tai uztikrina didesnj preciziskumg. Galima naudoti kitus s¢jimo kultaros Saltinius (Zr. 1.6.4.2).

Per naktj Siuos misinius su s¢jimo kultiira aeruokite CO, neturinciu oru, kad i§ sistemos biity isvalytas
anglies dioksidas.

[ lygiagre¢iam bandymui skirtas kolbas atskirai jpilkite bandomosios ir etaloninés medziagy Zinomus
pradiniy tirpaly tarius, kad dél jdéty cheminiy medziagy buty gautos nuo 10 iki 20 mg DOC arba TOC/I
koncentracijos; | kai kurias kolbas cheminiy medZiagy nedékite, bet palikite jas kaip s¢jimo kultiros
kontrolinius bandinius. Mazai tirpias medziagas dékite tiesiai i kolbas, remdamiesi mase arba tiriu, arba
darykite, kaip aprasyta IIl priede.

Jei reikia, vieng kolbg naudokite bandomosios cheminés medziagos galimam inhibuojamajam veikimui
tikrinti, jdédami i ja ir bandomosios, ir etaloninés cheminés medziagos, kuriy koncentracija bty tokia pat,
kaip ir kitose kolbose.

Be to, jei reikia patikrinti, arba nevyksta bandomosios cheminés medziagos abiotinis skaidymas, turékite
sterilig kolba su bandomgja chemine medziaga be sé¢jimo kultiros (zr. 1.6.6.). Sterilizuokite jdédami
atitinkamos koncentracijos nuodingos medziagos.

Suspensijas visose kolbose skieskite iki 3 1, jpildami mineralinés terpés, pries tai aeruojamos CO, neturinciu
oru. Neprivaloma, bet galima siurbti bandinius DOC analizei (Zr. IL.4 priedg) ir specifinei analizei. Prie
kolby oro ileidimo angy prijunkite dujy sugérimo kolbas.

Jei naudojamas bario hidroksidas, prie kiekvienos 5 1 kolbos nuosekliai prijunkite po tris dujy sugérimo
kolbas, kuriy kiekvienoje bity 100 ml 0,0125 M bario hidroksido tirpalo. Tirpale neturi bati sulfato ir
karbonato nuosédy ir jo koncentracija turi baiti nustatyta prie§ pat tirpalo naudojima. Jei naudojamas natrio
hidroksidas, junkite dvi gaudykles, antroji bity kontroling, sickiant parodyti, kad visas anglies dioksidas
buvo absorbuotas pirmoje gaudykléje. Tinka dujy sugérimo kolbos, uzdarytos serumo buteliy dangciais. |
kiekvieng kolba jpilkite 200 ml 0,05 M natrio hidroksido tirpalo, kurio pakanka sugerti visa kiekj anglies
dioksido, i3siskyrusio visiskai suskaidant bandomagja medziaga. Natrio hidroksido tirpalas, net $vieziai
paruostas, turi karbonaty pédsakus; pataisa padaroma, atimant tui¢iajame bandinyje susidariusio karbonato
kieki.

Kolby skaicius tipiSkame bandyme

1 ir 2 kolba: bandomoji suspensija

3 ir 4 kolba: s¢jimo kultiros tuiciasis bandinys

5 kolba: metodikos tikrinimo bandinys

ir pageidautina bei kai bitina:

6 kolba: abiotinio skaidymo sterilus kontrolinis bandinys
7 kolba: toksiskumo kontrolinis bandinys

8 kolba: toksiskumo kontrolinis bandinys

Zr. dar 1.6.7.

Bandymy eiga

Prad¢kite bandyma, per suspensija barbotuodami 30-100 ml/min oro be CO, srautg. CO, nustatyti
periodiskai imkite anglies dioksido absorbento bandinius. Norint identifikuoti 10 pary lango perioda,
rekomenduojama pirmasias desimt dieny analiz¢ daryti kas antra arba trecig diena, o po to iki 28 paros
— kas penktg diena.

28 parg paimkite bandinius (neprivalomai) DOC ir (arba) specifinei analizei, i$matuokite suspensijy pH
vertes ir | kiekviena kolba jpilkite 1 ml koncentruotos druskos rigsties; acruokite kolbas per naktj, kad i3
bandomuyjy suspensijy baty pasalintas anglies dioksidas. 29 para darykite paskuting issiskyrusio anglies
dioksido analize.
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IV.3.

IV.3.1.

CO, matavimo dieng atjunkite arciausiai kolbos prijungta absorberj su bario hidroksidu, ir titruokite bario
hidroksido tirpalg 0,05 M HCI tirpalu, indikatoriumi naudodami fenolftaleing. Perkelkite likusius absorbe-
rius per viena vietg arciau kolbos ir kitame nuosekliai sujungty absorberiy gale prijunkite naujg absorberj
su 100 ml $viezio 0,0125 M bario hidroksido. Titruokite, kai tai batina, pvz., kai pirmojoje gaudykléje
matyti daug nuosédy, bet jy dar néra antroje, arba bent kartg per savaite. I3 kitos pusés, jei absorbentu
naudojamas NaOH, $virkstu i§ arciau kolbos stovincio absorberio paimkite maza natrio hidroksido tirpalo
bandinj (tai priklauso nuo naudojamo anglies analizatoriaus charakteristiky). Purkskite bandinj i anglies
analizatoriaus IC dalj, kad galétuméte tiesiogiai nustatyti iSsiskyrusj anglies dioksida.

Antrosios gaudyklés turinj analizuokite tik bandymo pabaigoje, kad bty galima padaryti pataisg dél galimo
anglies dioksido i$nesimo.

DUOMENYS IR ATASKAITA
Rezultaty apdorojimas
Absorberyje sugerto CO, kiekis nustatomas pagal tokig titravimo formule:

mg CO, = (100 x C, - 0,5 x V x C,) x 44

Cia:

V = 100 ml absorberio turinio titruoti sunaudotos HC1 tiris (ml),
C, = bario hidroksido tirpalo koncentracija (M),

C, = druskos riigdties tirpalo koncentracija (M),

jei C, lygi 0,0125 M ir C, lygi 0,05 M, 100 ml bario hidroksido tirpalui titruoti reikia 50 ml, ir CO, masé
nustatoma pagal lygti:

0,05
N x 44 x ml HC1 sunaudoto titravimui = 1,1 x ml HC1

Taigi $iuo atveju, titravimui sunaudoto HC1 tiirio perskaiciavimo i susidariusio CO, mg faktorius yra 1,1.

Naudodami atitinkamas titravimo vertes, apskaiCiuokite vien i§ séjimo kultiros bei i§ s¢jimo kultdiros ir
bandomosios cheminés medziagos gauto CO, mases, ir $iy masiy skirtumas yra mas¢ CO,, susidariusio vien
tik i§ bandomosios cheminés medziagos.

Pavyzdziui, jei vien tik s¢jimo kultiiros bandinio titravimas duoda 48 ml, o s¢jimo terpés ir bandomosios
cheminés medziagos bandinio titravimas duoda 45 ml,

CO, i§ s¢jimo kultiros = 1,1 x (50-48) = 2,2 mg
CO, i§ s¢jimo kultdros ir bandomosios cheminés medziagos = 1,1 x (50-45) = 5,5 mg
taigi, i§ bandomosios cheminés medziagos susidariusio CO, masé lygi 3,3 mg.

Procentine biologinio skaidymo verté skai¢iuojama pagal formule:

issiskyrusio CO, (mg)
ThCO; x mg pridétos bandomosios cheminés medziagos

skaidymo % =

Arba

issiskyrusio CO, (mg)

i o —
skaidymo % = pridétos bandyme TOC kiekis (mg) x 3,67

3,67 yra anglies masés perskaiciavimo | anglies dvideginio mase (44/12) faktorius.
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IV.3.2.

IV.3.3.

V4.

Skaidymo po bet kurio laiko intervalo procenting verte gaukite, pridédami procentines ThCO, vertes,
apskaiciuotas kiekvienai parai, iki to laiko, kuriuo jis buvo i§matuotas.

Absorberiams su natrio hidroksidu susidariusio anglies dioksido kiekj, ireiksta IC (mg), skaiciuokite
daugindami IC koncentracija absorbente i§ absorbento tirio.

Procenting skaidymo verté skaiciuokite pagal:

IC kolboje su bandomaja medziaga (mg) - IC kolboje su tus¢iuoju bandiniu (mg) o

% ThCO, =
0 : TOC, pridétos kaip bandomoji medziaga, masé (mg)

100

Apskaiciuokite DOC $alinimg (neprivaloma), kaip aprasyta 1.7. UZzraSykite Siuos ir visus kitus rezultatus
pridétose specifikacijose.

Rezultaty tinkamumas

Bandomosios cheminés medziagos suspensijos mineralingje terpéje IC kiekis bandymo pradzioje turi bati
mazesnis kaip 5 % TC, ir tusCiajame bandinyje bandymo pabaigoje viso issiskyrusio CO, kiekis paprastai
neturi bati didesnis kaip 40 mg/l terpés. Jei gaunamos didesnés kaip 70 mg CO,[litre vertés, duomenys ir
eksperimento metodika turi bati kritiskai istirti.

Zr. dar 1.5.2.
Ataskaita
7r. 18.
SPECIFIKACIJA
Toliau pateiktas specifikacijos pavyzdys.
ANGLIES DIOKSIDO ISSISKYRIMO BANDYMAS
1. LABORATORIJJA
2. BANDYMO PRADZIOS DATA
3. BANDOMOIJI MEDZIAGA
Pavadinimas:
Pradinio tirpalo koncentracija: mg/l, kaip cheminés medziagos
Pradiné koncentracija terpéje: mg/l, kaip cheminés medziagos
Bendrasis | kolba jdétos C kiekis: mg C
ThCO,: mg CO,
4. SEJIMO KULTURA
Saltinis:
Kaip apdorota:
Pradinis kondicionavimas, jei toks buvo:

Suspenduoty kietyjy daleliy koncentracija reakcijos misinyje: mg|l
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5. ANGLIES DIOKSIDO SUSIDARYMAS IR SKAIDOMUMAS

Metodas: Ba(OH),/NaOH/kitas

€O, susidares (EOZ sus1gar(;ds_ tus- %Ostusular(;s ThCO,
bandinyje (mg) ¢iajame bandinyje endras (mg)_
(mg) (bandinio viduti- bendras CO,
e né verté minus T Thco, x 100
Laikas 1 3 tuiCiojo bandinio
(paros) viduting verté)
vidutiné vidutiné
verteé verté .
vidutiné
2 4 1 2 1 2 verté
0
nl
nZ
n:’v
28

Pastaba. Panasis formatai gali bati taikomi etaloninei medziagai ir toksiskumo kontroliniams bandiniams.
6. ANGLIES ANALIZE (neprivaloma)

Anglies analizatorius:

Laikas (paros) Tusciasis bandinys, mg|l Bandomoji cheminé medziaga, mg|l
0 Coo )
1
28() Cyo C,

() arba inkubavimo pabaigoje

G -G
pasalintos DOC % = (1 - tib(t)) x 100
Co = Gy(o)

7. ABIOTINIS SKAIDYMAS (neprivalomas)

CO, — susidaro CO, sterilioje kolboje po 28 pary (mg)
ThCO, (mg)

x 100

abiotinio skaidymo % =
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V DALIS. MANOMETRINIS RESPIROMETRINIS BANDYMAS (C.4-D METODAS)

VI

V.2.

V.2.1.

V.2.2.

V.2.3.

V.2.4.

METODO ESME

I$matuotas mineralinés terpés su séjimo kultira taris, turintis Zinomos koncentracijos bandomaja cheming
medziaga (100 mg/litre bandomosios medziagos, duodancios bent 50-100 mg ThOD/litre), kuri nominaliai
yra vienintelis organinés anglies 3altinis, pastovioje temperatiiroje (t 1°C arba tiksliau) maiSomas graduotoje
kolboje iki 28 pary. Deguonies suvartojimas nustatomas arba matuojant deguonies (elektrolitiskai pagamin-
to) kiekj, kurio reikia pastoviam dujy tariui respirometro kolboje palaikyti, arba pagal tario arba slégio
(arba abiejy kartu) kitima aparate. I$siskyres anglies dioksidas sugeriamas kalio hidroksido tirpalu arba kitu
tinkamu absorbentu. Bandomgja chemine medziaga suvartoto deguonies kiekis (darant pataisa kiekiui
deguonies, suvartotam lygiagreciai daromame tusciajame bandyme su s¢jimo kultiira) yra reiskiamas
procentine ThOD arba COD verte. Neprivalomai, i§ papildomos specifinés analizés, daromos bandymo
pradzioje ir pabaigoje, duomeny galima apskaiciuoti pirminj biologinj skaidymg, o darant DOC analiz¢ —
biologinj suskaidyma.

METODO APRASYMAS
Aparatiira

a) tinkamas respirometras;
b) termostatas, palaikantis temperattirg + 1 °C tikslumu arba geriau;
¢) membraninio filtravimo jtaisas (neprivalomas);

d) anglies analizatorius (neprivalomas).
Mineralinés terpés ruoSimas
Apie pradiniy tirpaly ruodima, zr. 1.6.2.

Sumaisykite 10 ml (a) tirpalo su 800 ml skiedimo vandens, jpilkite po 1 ml (b) - (d) tirpaly ir praskieskite
skiedimo vandeniu iki 1 litro.

S¢jimo kultiiros ruosimas ir pradinis kondicionavimas

Séjimo kultlirg galima ruosti i§ jvairiy Saltiniy: aktyvusis dumblas; nuoteky istakiai; pavirSiniai vandenys;
dirvoZemiai arba misiniai i§ $iy Saltiniy.

7r. 6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2. ir 1.6.5.
Kolby ruosimas

Mineraline terpe skiesdami pradinius tirpalus, ruoskite atskiras serijas bandomosios ir etaloninés cheminiy
medziagy tirpaly, kuriuose cheminés medziagos koncentracija paprastai baty 100 mgflitre (gauti ThOD
bent 50-100 mg/litre).

ThOD skaiciuokite pagal amonio drusky susidaryma, jei nesitikite nitrifikavimo, kai skaiciuoti reikia pagal
nitraty susidaryma (Zr. I1.2 prieda).

Nustatykite pH vertes ir prireikus nustatykite 7,4 + 0,2.
Mazai tirpios medziagos turi biti pridedamos vélesnéje pakopoje (zr. toliau).

Jei reikia nustatyti bandomosios cheminés medziagos toksiskuma, ruoskite dar vieng tirpala mineralinéje
terpéje, kuriame bity ir bandomoji ir etaloniné medziagos tokios koncentracijos, kokios yra atskiruose
tirpaluose.

Jei reikia matuoti fizikocheminj deguonies suvartojima, ruoskite bandomosios cheminés medziagos tirpala,
paprastai 100 mg ThOD/litre, kuris buvo sterilizuotas pridedant tinkamos nuodingos medziagos (ir. 1.6.6.).
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V.2.5.

V.2.6.

V3.

V.3.1.

BOD =

Ipilkite reikiamus bandomosios ir etaloninés medziagos tirpaly tirius, atitinkamai, bent i dvi kolbas. [ kitas
kolbas jpilkite tik mineralinés terpés (s¢jimo kultiros kontroliniai bandiniai) ir, jei reikia, maisyta bando-
mosios ir etaloninés cheminiy medziagy tirpalg ir sterily tirpala.

Jei bandomoji medziaga mazai tirpi, dékite jos pagal mase arba tirj tiesiai Sioje pakopoje arba apdorokite,

kaip aprasyta III priede. ] CO,-absorberio sekcijas jpilkite kalio hidroksido, natrio kalkiy granuliy arba kito
absorbento.

Kolby skaicius tipiSkame bandyme

1 ir 2 kolba: bandomoji suspensija

3 ir 4 kolba: s¢jimo kultiros tusciasis bandinys

5 kolba: metodikos tikrinimo bandinys

pageidautina bei kai batina:

6 kolba: sterilus kontrolinis bandinys

7 kolba: toksiskumo kontrolinis bandinys

7 kolba: toksiskumo kontrolinis bandinys

Zr. dar 16.7.

Bandymy eiga

Leiskite kolboms pasiekti tinkama temperatiira ir | atitinkamas kolbas jdékite tiek s¢jimo kultdros i3
paruodto aktyviojo dumblo arba kitokio jos Saltinio, kad suspenduoty kietyjy daleliy koncentracija bty
ne didesné kaip 30 mglflitre. Surinkite jranga, jjunkite purtykle, patikrinkite hermetiskumg ir pradékite
matuoti deguonies suvartojimg. Paprastai toliau priziaréti nereikia, i§skyrus tai, kad uZzraSote biutinus
rodmenis ir darote kasdienius tikrinimus, norédami jsitikinti, arba teisinga temperatira ir atitinkamas
maiSymas.

Pagal daznai ir reguliariais tarpais uZraSomus rodmenis skaiCiuokite deguonies suvartojima, taikydami
jrangos gamintojo nurodytus metodus. Inkubavimo pabaigoje, paprastai po 28 pary, matuokite kolby
turinio pH, ypac jei deguonies suvartojimas yra mazas arba didesnis nei ThODNH, (azoto turintiems
junginiams).

Jei reikia, bandymo pradZioje ir pabaigoje i§ respirometriniy kolby paimkite bandinius DOC analizei arba
specifinei cheminei analizei (Zr. .4 prieda). Imdami bandymo pradzioje uZtikrinkite, kad kolboje likusios
bandomosios suspensijos tiris bity Zinomas. Kai deguonj vartoja azoto turinti bandomoji medziaga,
nustatykite nitrito ir nitrato koncentracijos didéjima per 28 paras ir apskaiciuokite pataisa dél deguonies,
suvartoto nitrifikavimui (V priedas).

DUOMENYS IR ATASKAITA

Rezultaty apdorojimas

Padalinkite kiekj (mg) deguonies, suvartoto bandomaja chemine medziaga per tam tikrg laika (pataisyta
kiekiu deguonies, suvartoto per tg patj laikg tusc¢iajame s¢jimo kultiiros bandinyje) i§ paimtos bandomosios

cheminés medziagos masés. Taip gausite BOD, skai¢iuojamg mg deguonies/mg bandomosios cheminés
medZiagos, taigi:

0, suvartojimas bandomaja chemine medziaga (mg) - O, suvartojimas tui¢iajame bandinyje (mg)
bandomosios medziagos kolboje (mg)

= mg O, vienam mg bandomosios cheminés medziagos
biologinio skaidymo procenting verte skaiciuokite pagal:

BOD ((mg O,/mg cheminés medziagos))

100
ThOD ((mg O, cheminei medziagai)) *

biologinio skaidymo % = ThOD % = %ThOD =

arba pagal:

BOD ((mg O,/mg cheminés medziagos))

% COD = x 100

COD ((mg Oy/mg cheminés medziagos))
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V4.

Reikia pazyméti, kad sie du metodai nebiitinai duoda ta pacia verte; geriau naudoti pirmesnj metoda.

Azoto turintioms medZiagoms naudokite atitinkamas ThOD vertes (NH, arba NO,) pagal tai, kas yra
Zinoma apie nitrifikavimo galimybe arba ko i§ jo laukiama (I1.2 priedas). Jei nitrifikavimas vyksta, taciau ne
iki galo, pataisas nitrifikuoti suvartotam deguoniui skaiciuokite pagal nitrito ir nitrato koncentracijy

poky¢ius (V priedas).

Kai neprivalomai daroma organinés anglies ir (arba) specifiné analizé, apskaiciuokite skaidymo procenting
verte, kaip tai aprasyta L.7.

Visus rezultatus uzrasykite j pridedamas specifikacijas.
Rezultaty tinkamumas

Paprastai deguonies suvartojimas s¢jimo kulttiros tuciajame bandinyje per 28 paras yra 20-30 mg O, [litre
ir neturi bati didesnis kaip 60 mgllitre. Jei vertés didesnés kaip 60 mgllitre, biitina kritiskai istirti duomenis
ir eksperimento metodikas. Jei pH verté nepatenka i 6-8,5 intervala, o bandomoji medziaga deguonies
suvartoja maziau kaip 60 %, bandymas turi bati pakartotas su mazesne bandomosios cheminés medziagos
koncentracija.

Zr. dar 1.5.2.
Ataskaita
7r. 18.
SPECIFIKACTJA
Toliau pateiktas specifikacijos pavyzdys.
MANOMETRINES RESPIROMETRIJOS BANDYMAS
1. LABORATORIJJA
2. BANDYMO PRADZIOS DATA
3. BANDOMOJI MEDZIAGA
Pavadinimas:
Pradinio tirpalo koncentracija: mg/litre
Pradiné koncentracija terpéje, C;: mg/litre
Taris bandymy kolboje (V): ml
ThOD arba COD: mg O,/mg bandomosios medziagos (NH,, NO,)
4. SEJIMO KULTURA
Saltinis:
Kaip apdorota:
Pradinis kondicionavimas, jei toks buvo:

Suspenduoty kietyjy daleliy koncentracija reakcijos misinyje: mg|l
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5. DEGUONIES SUVARTOJIMAS: BIOLOGINIS SKAIDOMUMAS

Trukmé (paros)

0 7 14 21 26
O, suvartojimas. 1
(mg) bandomoji
cheminé medzia- )
ga

a, vidutiné verté

O, suvartojimas 3
(mg) tusciasis
bandinys 4

b, vidutiné verté

Pataisyta BOD (31 -b)
verté (mg) b
@ - b,)
BOD vienam mg b
bandomosios (@ )
cheminés me- GV
dziagos
(a2 = b)
CV
skaidymo % D, (a)
BOD
Thop ~ 100 D, (a)

Vidutiné verté (')

V = terpés tiiris bandymy kolboje

() D, ir D, vidutiné verté neturi biiti skaiciuojama, jei tarp verciy yra didelis skirtumas.

Pastaba. Panasiis formatai gali biiti taikomi etaloninei medziagai ir toksiskumo kontroliniams bandiniams.

6. PATAISA DEL NITRIFIKAVIMO (ir. V pried)

iv) Deguonies ekvivalentas (3,43 x N x V) (mg)

ii + iv) Bendrasis deguonies ekvivalentas

Para 0 28 Skirtumas
i) Nitrato koncentracija (mg N/litre) (N)
ii) Deguonies ekvivalentas (4,57 x N x V) (mg) _ _
iii) Nitrito koncentracija (mg Nlitre) (N)

~

. ANGLIES ANALIZE (neprivaloma)

Anglies analizatorius:

Laikas (paros) Tus¢iasis bandinys, mg|litre Bandomoji chemitr;i medziaga, mglli-
0 (Co) (€
28 () (C,) ()

() arba inkubavimo pabaigoje
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VI DALIS.

VL1.

VI.2.

V9.2.1.

VI.2.2.

G -G
DOC pasalinimas % = (1 - tibk) x 100
Co = Chio

8. SPECIFINE CHEMINE ANALIZE (neprivaloma)

wn
1l

koncentracija fizikocheminiy procesy (steriliame) kontroliniame bandinyje po 28 pary

S = koncentracija kolboje su s¢jimo kultiira po 28 pary.

S, =S
biologinio skaidymo % = b %2100
b
9. ABIOTINIS SKAIDYMAS (neprivalomas)
a = deguonies suvartojimas steriliose kolbose po 28 pary, (mg)

deguonies suvartojimas mg bandomosios cheminés medziagos =

a
CV
(zr. 1 ir 3 skyrius)

ax 100

biotinio skaid %=
abiotinio skaidymo % C.V % ThOD

UZDAROSIOS KOLBOS BANDYMAS (C.4-E METODAS)
BANDYMU METODO ESME

] bandomosios cheminés medziagos tirpala mineralingje terpéje, paprastai 2-5 mgllitre, dedama s¢jimo
kultira, turinti palyginti mazai mikroorganizmy i§ misrios populiacijos, ir laikomas tamsoje visiskai pilnose
ir uzdarytose kolbose pastovios temperatiiros salygomis. Skaidymas sekamas 28 paras analizuojant istirpusj
deguonj. Bandomaja medziaga suvartotas deguonies kiekis, padarius pataisa deguoniui, suvartotam lygiagre-
Ciai daromame tus¢iajame bandyme su s¢jimo kultdira, yra isreikiamas procentine ThOD arba COD verte.

METODO APRASYMAS
Aparatiira

a) BOD kolbos, su slifo kamsciais, pvz., 250-300 ml;

b) Vandens vonia arba inkubatorius, kolboms laikyti pastovioje temperatiroje (+ 1 °C arba geriau) ir be
apsvietimo;

¢) Didelés stiklinés kolbos (2-5 litry) terpei ruosti ir BOD kolboms pildyti;

d) Deguonies elektrodas ir matuoklis, arba jranga ir reagentai titruoti Winkler'io metodu.
Mineralinés terpés ruoSimas

Apie pradiniy tirpaly ruo$img, zr. 1.6.2.

Sumaisykite po 1 (viena) ml (a) — (d) tirpaly ir praskieskite skiedimo vandeniu iki 1 litro.
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VI.2.3.

VI1.2.4.

VI.2.5.

Sé¢jimo kultiiros ruosimas

S¢jimo kultlira paprastai gaunama i§ nuoteky valymo jrenginio arba laboratorinio valymo jrenginio, i
kuriuos daugiausia patenka buitinés nuotekos, antrinio istakio. Alternatyvus s¢jimo kultiros Saltinis yra
pavir$inis vanduo. Paprastai 1 litrui terpés naudokite nuo vieno laso (0,05 ml) iki 5 ml filtrato; gali tekti
daryti bandymus, kad galétuméte nustatyti tam tikram iStakiui optimaly tiirj (Zr. 1.6.4.2 ir L.6.5).

Kolby ruoSimas

Stipriai aeruokite mineraling terp¢ bent 20 min. Darykite kiekviena bandymy grupe su mineraline terpe,
pagaminta vienoje partijoje. DaZniausiai terpé yra tinkama naudoti po 20 h laikymo bandymo temperat-
roje. Kontrolés tikslams nustatykite iStirpusio deguonies koncentracijg; jos verté 20 °C temperatiiroje turi
bati apie 9 mg/litre. Visus oru prisotintos terpés pernesimo ir uzpildymo veiksmus darykite, neleisdami
susidaryti oro burbuliukams, pvz., naudodami sifonus.

Paruoskite lygiagrecias BOD kolby grupes bandomajai ir etaloninei cheminei medZiagai nustatyti tuo pat
metu daromy eksperimenty serijose. Surinkite pakankamg skaiciy BOD kolby, jskaitant kolbas tus¢iajam
bandiniui su s¢jama kultara, kad galétumeéte daryti bent po du deguonies suvartojimo matavimus tinkamais
laiko tarpais, pvz., po 0, 7, 14, 21 ir 28 pary. Norint uztikrinti galimybe identifikuoti 10 pary langa, kolby
gali reikéti daugiau.

] dideles kolbas jpilkite visiskai aeruotos mineralinés terpés, kad ji uzimty mazdaug trecdalj kolbos tirio.
Tuomet j atskiras dideles kolbas jpilkite pakankama kiekj bandomosios ir etaloninés cheminiy medziagy
pradiniy tirpaly, taip kad galutiné cheminiy medziagy koncentracija paprastai bty ne didesné kaip 10
mgl/litre. | vieng didele kolba su tusc¢iojo kontrolinio bandinio terpg¢ cheminiy medziagy nedékite.

Norint uztikrinti, kad séjimo kultiiros aktyvumas nebity ribojamas, deguonies koncentracija BOD kolbose
neturi sumazeti daugiau kaip iki 0,5 mg/litre. Tai nustato mazdaug 2 mg/litre riba bandomosios cheminés
medziagos koncentracijai. Taciau sunkiai skaidomy junginiy ir ty junginiy, kuriy ThOD mazas, koncentra-
cija gali bati 5-10 mgl/litre. Kai kuriais atvejais blity patartina daryti lygiagrecias bandymy serijas su dviem
bandomosios cheminés medziagos koncentracijomis, pvz., 2 ir 5 mg/litre. Paprastai ThOD skaiciuokite
pagal amonio drusky susidaryma, taciau, jei manoma arba zinoma, kad gali vykti nitrifikavimas, skai¢iuo-
kite remdamiesi nitrato susidarymu (ThOD,: zr. IL.2 prieda). Jei nitrifikavimas vyksta, taciau ne iki galo,
pataisas nitrifikuoti suvartotam deguoniui skai¢iuokite pagal nitrito ir nitrato koncentracijy pokycius (V

priedas)

Jei turi bati istirtas bandomosios medziagos toksiskumas (pvz., jei anksciau buvo nustatytos maZos
biologinio skaidomumo vertés), reiki turéti dar vieng kolby serija.

Paruoskite dar vieng didel¢ kolbg, kurioje buity aeruota mineraliné terpé (mazdaug trecdalis kolbos tirio) ir
bandomoji bei etaloniné cheminés medziagos, kuriy galutiné koncentracija bty tokia pati, kaip ir kitose
didelése kolbose.

[ tirpalus didelése kolbose jpilkite s¢jimo kultiros i§ antrinio iStakio (nuo vieno laso arba apie 0,05 ml iki
5 mlflitre) arba i§ kito Saltinio, pvz., upés vandens (ir. 1.6.4.2). Pabaigoje tirpalus skieskite aeruota
mineraline terpe iki Zymés ant kolbos, naudodami | jos dugng nuleista Zarng, kad baty atitinkamas
maiSymas.

Kolby skaiius tipiSkame bandyme

Tipiskame bandyme naudojamos tokios kolbos:

bent 10 su bandomaja chemine medziaga ir s¢jimo kultira (bandomoji suspensija),

bent 10 tik su s¢jimo kultira (tusciasis s¢jimo kultiros bandinys),

bent 10 su etalonine chemine medziaga ir s¢jimo kultira (metodikos tikrinimo bandinys),

ir, kai batina, 6 kolbos su bandomaja chemine medZiaga, etalonine chemine medziaga ir s¢jimo kultiira
(toksiskumo kontrolinis bandinys). Tac¢iau, norint uZtikrinti galimybe identifikuoti 10 pary langa, kolby
reikéty mazdaug du kartus daugiau.
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VI.2.6.

VIL3.

VI.3.1.

VI.3.2.

BOD

Bandymy eiga

Naudodami Zarna, nuleista j apatinj atitinkamos didelés kolbos ketvirtj (ne i dugna), i§ karto iSpilstykite
kiekvieng paruostg tirpalg | atitinkamg BOD kolby grupe, taip kad visos BOD kolbos bity visiskai
uzpildytos. Svelniai patapsnokite kolbas, kad biity pasalinti visi oro burbuliukai. Neatidéliojant nustatykite
prading deguonies koncentracija kolbose, taikydami Winkler'io arba elektrodo metods. Kolby turinj galite
i$saugoti analizei Winkler'io metodu véliau, pridédami mangano (II) sulfato ir natrio hidroksido (pirmasis
Winkler'io reagentas). Gerai uzkimstas kolbas su deguonimi, suristu i rudg mangano (Ill) hidratuotg oksida,
laikykite tamsoje 10-20 °C temperatiroje ne ilgiau kaip 24 valandas prie§ darydami likusius veiksmus
pagal Winkler'io metods. Likusias lygiagreciai paruostas kolbas uzkimskite taip, kad | jas nepatekty oro
burbuliuky, ir inkubuokite tamsoje 20 °C temperatiiroje. Kickvieng serija turi lydéti pilna lygiagreti serija,
skirta tus¢iojo bandinio terpés su s¢jimo kultiira analizei. Paimkite i§ kiekvienos serijos bent po dvi kolbas
iStirpusio deguonies analizei tam tikrais laiko tarpais (bent kas savaitg) per 28 inkubavimo paras.

Savaitiniai bandiniai turi leisti jvertinti $alinimo procenting vert¢ 14 pary lange, tuo tarpu bandiniy analizé
kas 3-4 paras turi leisti identifikuoti 10 pary langa, o tam reikéty mazdaug du kartus daugiau kolby.

Azoto turincioms medziagoms turi biti daroma pataisa dél deguonies suvartojimo bet kokiame nitrifika-
vimo procese. Tai padaryti taikykite O,-elektrodo metodg istirpusio deguonies koncentracijai nustatyti, o po
to i§ BOD kolbos paimkite bandinj nitrito ir nitrato analizei. Pagal nitrito ir nitrato koncentracijos
padidéjima apskaiciuokite suvartota deguonj (7r. V prieda).

DUOMENYS IR ATASKAITA
Rezultaty apdorojimas

I§ pradziy apskaiciuokite BOD, kuris pasireiskia per kickvieng laiko periodg, atimdami deguonies suvarto-
jimo tusciajame bandinyje verte (mg O, flitre) i deguonies suvartojimo bandomaja medziaga. Gauti savitajai
BOD vertei, skai¢iuojamai mg deguonies vienam mg bandomosios cheminés medziagos, $ig pataisyta
suvartojimo verte dalinkite i§ bandomosios medziagos koncentracijos (mg/litre). Biologinio skaidomumo
procenting verte skai¢iuokite dalindami savitajj BOD i§ savitojo ThOD (apskaiciuoto pagal 1.2 prieds) arba
COD (nustatyto analizés badu, Zr. IL.3 prieda), taigi:

O, suvartojimas bandomgja chemine medziaga (mg) - O, suvartojimas tusciajame bandinyje (mg)

bandomosios medziagos kiekis kolboje (mg)
= kiekis O, (mg) vienam mg bandomosios cheminés medziagos
S .- 30 (5 i s s )
Arba
skaidymo % — BOD ((mg O,/mg bandomosios cheminés medziagos)) 100

COD ((mg Oy/mg bandomosios cheminés medziagos))

Reikia pazyméti, kad sie du metodai nebiitinai duoda ta pacia verte; geriau naudoti pirmesnj metoda.

Azoto turintioms medZiagoms naudokite atitinkamas ThOD vertes (NH, arba NO,) pagal tai, kas yra
Zinoma apie nitrifikavimo galimybe arba ko i§ jo laukiama (IL.2 priedas). Jei nitrifikavimas vyksta, taciau ne
iki galo, pataisas nitrifikuoti suvartotam deguoniui skaiciuokite pagal nitrito ir nitrato koncentracijy
pokycius (V priedas).

Rezultaty tinkamumas

Deguonies suvartojimas tu$¢iajame bandinyje su s¢jimo kultira po 28 pary turi bati ne didesnis kaip 1,5
mgllitre iStirpusio deguonies. Jei vertés didesnés, reikia tikrinti eksperimento metodikas. Likutiné deguonies
koncentracija bet kuriuo momentu bandymo kolbose neturi sumazéti daugiau kaip iki 0,5 mgl/litre. Tokiy
mazy deguonies lygiy nustatymas yra tinkamas tik tokiu atveju, jei iStirpusio deguonies nustatymo metodu
jmanoma tiksliai juos matuoti.
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7r. dar 1.5.2.
V1.3.3. Ataskaita
7r. 1.8.
VI1.4. SPECIFIKACIJA

Toliau pateiktas specifikacijos pavyzdys.
UZDAROSIOS KOLBOS BANDYMAS
1. LABORATORIJA
2. BANDYMO PRADZIOS DATA
3. BANDOMOIJI MEDZIAGA
Pavadinimas:
Pradinio tirpalo koncentracija: mg/litre
Pradiné koncentracija kolboje: mg/litre
ThOD arba COD: mg O,/mg bandomosios medZiagos
4. SEJIMO KULTURA
Saltinis:
Kaip apdorota:
Pradinis kondicionavimas, jei toks buvo:
Koncentracija reakcijos miSinyje: mg/litre
5. DO NUSTATYMAS

Metodas: Winkler'io elektrodas

Kolby turinio analizé

DO (mgfl)
Inkubavimo trukmé (paros)
0 n n,

TusCiasis bandi- 1 ¢
nys (be cheminés
medziagos) 2 C,

G406
Vidutiné verté b7

1 a

Bandomoji che-
miné medZiaga ) a,

At
Vidutiné verté T2

Pastaba. Panasus formatas gali biiti taikomas etaloninei medziagai ir toksiskumo kontroliniam bandiniui.
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6. PATAISA DEL NITRIFIKAVIMO (ir. V pried)

Inkubavimo trukmé (paros) 0 n n n

i) Nitrato koncentracija (mg N/litre)
ii) Nitrato koncentracijos pokytis (mg N/litre) —
iii) Deguonies ekvivalentas (mg/litre) —
iv) Nitrito koncentracija (mg N/litre)
v) Nitrito koncentracijos pokytis (mg N/litre) —
vi) Deguonies ekvivalentas (mg/litre) _

iii +vi) Bendrasis deguonies ekvivalentas (mg/litre) _

~

. DO SUVARTOJIMAS. % SKAIDYMO

Suvartota per n pary (mg|/litre)

n, n, n,
KOLBA 1: (m, - m) - (m,, - m,)
KOLBA 2: (m, - m ) - (m,, - m,)
KOLBA 1:
I [(meo = Mix) = (Mp, — Myy)] X 100

"~ bandymo koncentracija x cheminés medziagos x ThOD

KOLBA 2:

o - [(myo — mix) — (Myp, — myy)] X 100
% Dy = - - ey
bandymo koncentracija x cheminés medziagos x ThOD

D, +D
D % vidutiné verté(') = 1; 2

Jei tarp lygiagrec¢iy nustatymy yra didelis skirtumas, vidutinés vertés neskaiciuokite.

m, = vert¢ bandymo kolboje laiku 0
m_ = verte bandymo kolboje laiku x
m,, = tuitiojo bandinio vidutiné verté laiku 0
m, = tusCiojo bandinio vidutiné verté laiku x

Taip pat darykite pataisa dél nitrifikavimo, naudodami 6 skyriaus iii + vi.

oo

. DO SUVARTOJIMAS TUSCIAME BANDINYJE

Deguonies suvartojimas tus¢iajame bandinyje: (m,, — m,,) mg/litre. Sis suvartojimas svarbus bandymo
tinkamumui. Suvartojimas turi bati mazesnis kaip 1,5 mg|litre.
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VII DALIS. M.LT.I. BANDYMAS (C.4-F METODAS)

VIL1.

VIL2.

VI1.2.1.

VIL2.2.

VIL2.3.

METODO ESME

Deguonies suvartojimas maiSomu bandomosios medziagos tirpalu arba suspensija mineralingje terpéje, i
kurj dedama specialiai auginta neadaptuoty mikroorganizmy kultiira, 28 paras automatiskai matuojamas
tamsoje ir 25 * 1 °C temperatiroje laikomame uzdarame respirometre. Isiskyres anglies dioksidas
absorbuojamas natrio kalkémis. Biologinis skaidomumas reiskiamas deguonies suvartojimo (pataisyto dél
suvartojimo tus¢iajame bandinyje) procentine teorinio suvartojimo (ThOD) dalimi. Be to, pirminio biologi-
nio skaidomumo procentiné verté skai¢iuojama pagal papildomos specifinés cheminés analizés, daromos
inkubavimo pradzioje ir pabaigoje, duomenis ir, neprivalomai, pagal DOC analizés duomenis.

METODO APRASYMAS

Aparatiira

a) Automatinis elektrolitinis BOD matuoklis arba respirometras. paprastai su 6 kolbomis, kuriy kiekvienos
tiris 300 ml, ir su indu Co, absorbentui laikyti;

b) Patalpa su pastovia temperatiira ir (arba) vandens vonia 25 °C + 1 °C arba geriau;
¢) Membraninio filtravimo jtaisas (neprivalomas);

d) Anglies analizatorius (neprivalomas).

Mineralinés terpés ruoSimas

Paruoskite Siuos pradinius tirpalus, naudodami analiziskai grynus reagentus ir vandenj (L.6.1.):

a) Kalio dihidrofosfatas, KH,PO, 8,50 g
Kalio hidrofosfatas, K,HPO, 21,75 g
Natrio hidrofosfatas, dodekahidratas, Na,HPO, x 12 H,O 44,60 g
Amonio chloridas, NH 4Cl 0,50 g

I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.
Tirpalo pH turi bati 7,2.

b) Magnio sulfatas, heptahidratas, MgSO, x 7 H,0 22,50 g
I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.

<) Kalcio chloridas, bevandenis, CaCl2 27,50 g
I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.

d) Gelezies (Ill) chloridas, heksahidratas, FeCl, x 6 H,0O 0,25 g

I3tirpinkite vandenyje ir praskieskite iki 1 litro.

Imkite 3 ml kiekvieno (a), (b), () ir (d) tirpalo ir praskieskite iki 1 litro.

S¢jimo kultiiros ruosimas

Surinkite $viezius bandinius i§ ne maziau kaip desimties viety, daugiausia i§ tokiy, kuriose naudojamos ir
Salinamos jvairios cheminés medziagos. 1§ jvairiausiy viety, pvz. nuoteky valymo jrenginiy, pramoniniy
nuoteky valymo jrenginiy, upiy, eZery, jury, surinkite 1 1 dumblo, paviriaus dirvozemio, vandens ir t.t.
bandiniy ir gerai juos kartu sumaiSykite. Pasalinkite paviriuje plaukiojancias medziagas ir palikite nusistoti,
po to natrio hidroksidu arba fosforo riigstimi nustatykite skyscio vir§ nuosédy pH verte 7 + 1.
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VIL

VIL2.5.

VIL3.

VIL3.1.

BOD

Atitinkama filtruoto skyscio vir§ nuosédy tirj naudokite uzpildyti aktyviojo dumblo uzpildymo ir isleidimo
(fill-and-draw) indg ir aeruokite skystj mazdaug 232 h. Trisdesimt minuciy po aeravimo pabaigos mazdaug
trecdalj viso skyscio virs nuosédy iSpilkite lauk ir ant nusodintos medziagos uzpilkite tokj pat tirj tirpalo
(pH 7), kuriame bty po 0,1 % gliukozés, peptono ir kalio dihidrofosfato, ir vél aeruokite. Kartokite 3ig
procediirg kartg per dienag. Dumblo jrenginys turi biti eksploatuojamas, laikantis geros praktikos: istakiai
turi bati skaidris, turi bati palaikoma 25 * 2 °C temperatiira, pH turi bati 7 £ 1, dumblas turi gerai
nusistoti, turi bati pakankamas aeravimas, kad misinys visa laikg bity aerobinis, turi biti paprasciausiy
vienalgs¢iy ir dumblo aktyvumas turi biti tikrinamas pagal etaloning medziaga bent kas tris ménesius.
Dumblo kaip séjamos kultiiros nenaudokite anks¢iau kaip po ménesio nuo proceso pradzios, bet ne véliau
kaip po keturiy ménesiy. Po to, imkite bandinius bent i§ 10 viety reguliariais laiko tarpais, karta per tris
ménesius.

Norint, kad senojo ir naujojo dumblo aktyvumas biity toks pat, sumaiSykite vienodus tirius filtruoto
skyscio vir§ naudojamo aktyviojo dumblo ir filtruoto skyscio vir§ $vieziai surinkto desimties $altiniy misinio
ir auginkite mikroorganizmus supiltuose skysciuose, kaip tai aprasyta auksciau. Imkite dumblg naudoti kaip
séjimo kultiirg 18-24 h po to, kai jrenginys buvo ijkrautas.

2.4. Kolby ruosimas

Paruoskite tokias Sesias kolbas:

Nr. 1: bandomosios cheminés medziagos tirpalas skiedimo vandenyje, 100 mg|l

Nr. 2, 3 ir 4: bandomosios cheminés medziagos tirpalas mineralingje terpéje, 100 mg/l
Nr. 5: etaloninés cheminés medziagos (pvz., anilino) tirpalas mineralinéje terpéje, 100 mg|l
Nr. 6: tik mineraliné terpé

Mazai tirpias medziagas dékite pagal mase¢ arba pagal tarj arba apdorokite, kaip aprasyta IIl priede, iSskyrus
tai, kad neturi biiti naudojami nei tirpikliai, nei emulsikliai. | visas kolbas specialiuose induose jdékite CO,
absorbento. Kolbose nr. 2, 3 ir 4 nustatykite pH vertg 7,0.

Bandymy eiga

[ kolbas nr. 2, 3 ir 4 (bandomosios suspensijos), nr. 5 (aktyvumo kontrolinis bandinys) ir nr. 6 (tusciasis
bandinys su s¢jimo kultiira) jpilkite mazg tarj sé¢jimo kultiiros, kad suspenduoty kietyjy daleliy koncentra-
cija baty 30 mgfl. S¢jimo kultiros nedékite i kolba nr. 1, kurioje yra abiotinio skaidymo kontrolinis
bandinys. Surinkite jranga, patikrinkite hermetiskuma, jjunkite purtykles ir pradékite matuoti deguonies
suvartojimg tamsoje. Kasdieng tikrinkite temperattra, purtykle ir kulonometrinj deguonies suvartojimo
registravimo jrenginj bei stebékite bet kokius kolby turinio spalvos kitimus. Deguonies suvartojimo
rodmenis Sesioms kolboms registruokite tiesiogiai tinkamu metodu, pvz., 3eSiy tasky savirasiu, rasanciu
BOD kreive. Inkubavimo pabaigoje, kuris paprastai tesiamas 28 paras, i$matuokite kolby turinio pH ir
nustatykite likusios bandomosios medziagos ir kiekvieno tarpinio produkto koncentracija, o vandenyje
tirpios medziagos — DOC koncentracija (Il.4 priedas). Imkités ypatingy priemoniy lakiyjy cheminiy
medziagy atveju. Jei laukiate, kad gali vykti nitrifikavimas, nustatykite nitrito ir nitrato koncentracija, jei
tai jmanoma.

DUOMENYS IR ATASKAITA
Rezultaty apdorojimas

Padalinkite kiekj (mg) deguonies, suvartoto bandomaja chemine medziaga per tam tikra laikg ir pataisyta
kiekiu deguonies, suvartoto per tg patj laikg tusCiajame séjimo kultiros bandinyje, i§ paimtos bandomosios
cheminés medziagos masés. Tai duoda BOD, skaiciuojamg mg deguonies/mg bandomosios medziagos, taigi:

O, suvartojimas bandomgja chemine medziaga (mg) - O, suvartojimas tusciajame bandinyje (mg)
B bandomosios medziagos kiekis kolboje (mg)

= kiekis O, (mg) vienam mg bandomosios cheminés medziagos

Tuomet biologinio skaidymo procentiné verté gaunama pagal lygti:
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VIL3.2.

VIL3.3.

VIL4.

BOD ((mg O,/mg cheminés medziagos))

skaidymo % = ThOD % = ThOD ((mg O,/mg cheminés medziagos))

x 100

Misiniams ThOD skaiciuokite pagal elementing analiz¢, kaip paprastam junginiui. Naudokite atitinkamas
ThOD (ThOD,,,,, arba ThOD,,) vertes pagal tai, ar nitrifikavimas nevyksta, ar jis yra visiskas (I.2 priedas).
Jei nitrifikavimas vyksta, taciau ne iki galo, pataisas nitrifikuoti suvartotam deguoniui skai¢iuokite pagal
nitrito ir nitrato koncentracijy pokycius (V priedas).

Pirminio biologinio skaidymo procenting verte skaiciuokite pagal specifinés (pradinés) cheminés medziagos
kiekio mazéjimg (zr. 1.7.2).

_Sb_sa
b

x 100 %

Nurodykite ataskaitoje, jei sumazéjo bandomosios medziagos koncentracija kolboje nr. 1, kurioje matuoja-
mas fizikocheminis pasalinimas, o bandomosios cheminés medziagos koncentracijg (S,,) Sioje kolboje po 28
pary naudokite apskaiciuoti biologinio skaidymo procenting verte.

Kai daromi DOC nustatymai (neprivalomi), apskaic¢iuokite biologinio suskaidymo procenting verte pagal:

C - Gy
Di=(1- 100 %
' ( Co - Cbo * 0

kaip aprasyta 1.7.1 punkte. Jei kolboje nr. 1, kurioje matuojamas fizikocheminis DOC 3alinimas, DOC kiekis
sumazéjo, DOC koncentracijg Sioje kolboje naudokite apskaiciuoti biologinio skaidymo procenting verte.
Visus rezultatus uzraSykite pateiktose specifikacijose.

Rezultaty tinkamumas

Paprastai deguonies suvartojimas s¢jimo kultiiros tusciajame bandinyje per 28 paras yra 20-30 mg O, [litre
ir neturi bati didesnis kaip 60 mgl/litre. Jei vertés didesnés kaip 60 mgllitre, batina kritiskai istirti duomenis
ir eksperimento metodikas. Jei pH verté nepatenka i 6-8,5 intervalg, o bandomoji medziaga deguonies
suvartoja maziau kaip 60 %, bandymas turi bati pakartotas su mazesne bandomosios cheminés medziagos
koncentracija.

Zr. dar 1.5.2.

Jei anilino skaidymo procentiné verte, apskaiciuota pagal deguonies suvartojimg, po 7 pary ne didesné kaip
40 % ir po 14 pary ne didesné kaip 65 %, laikoma, kad bandymas nevalidus.

Ataskaita

7r. 1.8.

SPECIFIKACIJA

Toliau pateiktas specifikacijos pavyzdys.
MITI () BANDYMAS

1. LABORATORIJA

2. BANDYMO PRADZIOS DATA
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3. BANDOMOJI MEDZIAGA
Pavadinimas:
Pradinio tirpalo koncentracija: mg/l kaip cheminés medziagos
Pradiné koncentracija terpéje, C;: mg/l kaip cheminés medZiagos
Reakcijos misinio taris, V: ml
ThOD: mg O,/I

4. SEJIMO KULTURA

Dumblo bandiniy émimo vietos:

1) 8)
6) 4)
2) 9)
7) 5)
3) 10) .

Suspenduoty kietyjy daleliy koncentracija aktyviajame dumble po aklimatizavimo sintetinémis nuote-
komis =... mgl

Aktyviojo dumblo tiiris vienam litrui galutinai paruostos terpés =... ml.
Dumblo koncentracija galutinai paruostoje terpéje =... mg|l

5. DEGUONIES SUVARTOJIMAS. BIOLOGINIS SKAIDOMUMAS

Naudoto respirometro tipas:

Laikas (paros)
0 7 14 21 28
a]
0, suvart'ojimas (mg) a
bandomaja medziaga 2
a?
o, suvartojimas (mg) b
tus¢iajame bandyme
(a,b)
Pataisyta O, suvartoji- (a.-b)
mo verté (mg) 2
(a,b)
1 kolba
BOD vienam mg ban- (a—-b)
domosios cheminés C,V 2 kolba
medziagos
3 kolba
1
. 2
skaidymo %
BOD 3
ThOD x 100
vidutiné ver-
te ()

Pastaba. Panasiis formatai gali bati taikomi etaloninei medziagai.

(") Vidutiniy ver¢iy neskaiciuokite, jei tarp lygiagre¢iy nustatymy yra dideli skirtumai.
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6. ANGLIES ANALIZE (neprivaloma):

Anglies analizatorius:

DOC 1 iy
Kolba pasalintos | Vidutine
X DOC % verté
Matuota Pataisyta
Vanduo + bandomoji medziaga a — —
Dumblas + bandomoji medzia- b, b-c
ga
Dumblas + bandomoji medzia- b, b-c
ga
Dumblas + bandomoji medzia- b, b-c
ga
Kontrolinis tus¢iasis bandinys c — — —
a-(b-c
pasalintos DOC % = % x 100

7. SPECIFINES CHEMINES ANALIZES DUOMENYS

Likutinis bandomosios medZiagos kiekis bandy- Skaidymo %
mo pabaigoje
Tusciasis bandinys su van- S,
deniu
al
Terpé su séjimo kulttira S,
Sa3
Sp =S
skaidymo % = % x 100
b

Apskaiciuokite skaidymo %, atitinkamai, kolbose al, a2 ir a3.
8. PASTABA
Turi bati pridedama BOD kitimo laike kreivé, jei yra.
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I PRIEDAS

SANTRUMPOS IR APIBREZIMAI

DO: Istirpes deguonis (mgfl) yra vandeniniame bandinyje iStirpusio deguonies koncentracija.

BOD: Biocheminis deguonies poreikis (g) yra deguonies kiekis, kurj suvartoja mikroorganizmai,
isisavindami bandomajg medziaga; taip pat skaiCiuojamas g suvartoto deguonies g bandomosios
medziagos. (Zr. C.5 metoda).

COD: Cheminis deguonies poreikis (g) yra deguonies kiekis, suvartotas bandomaja medziaga oksiduo-
jant karstu, rigsciu dichromato tirpalu; COD yra turimo oksiduojamos medziagos kiekio matas;
taip pat skaiCiuojamas g deguonies, suvartoto g bandomosios medziagos. (Zr. C.6 metoda).

DOC: I3tirpusi organiné anglis yra organiné anglis tirpale arba organiné anglis, kuri pracina per 0,45
pm filtrg arba lieka skystyje vir§ nuoseédy po 15 min centrifugavimo 40000 mxs? (apie 4000 g)
pagreiciu.

ThOD:  Teorinis deguonies poreikis (mg) yra bendras deguonies kiekis, kurio reikia visiskai oksiduoti

cheming medziagg; jis skaiCiuojamas pagal molekuling formule (zr. I.2prieda), dar kitaip
skaiciuojamas mg deguonies, suvartojamo oksiduoti 1 mg bandomosios medziagos.

ThCO,:  Teorinis anglies dioksido kiekis (mg) yra apskaiciuotas anglies dioksido, kuris susidaro i3

zinomo arba iSmatuoto anglies kiekio bandomojoje medziagoje, kai ji visiskai mineralizuojama,
kiekis; taip pat skai¢iuojamas mg anglies dioksido, kuris susidaro i§ 1 mg bandomosios

medziagos.
TOC: Bendroji bandinio organiné anglis yra istirpusios ir suspenduotos organinés anglies kiekiy suma.
IC: Neorganinés anglies kiekis.
TC: Bendrasis anglies kiekis yra bandinio organinés ir neorganinés anglies bendras kiekis.

Pirminis biologinis skaidymas

yra biologiskai veikiamos medziagos cheminés sandaros pokytis, kai ji netenka tai medziagai badingy
savybiy.

Biologinis skaidymas (aerobinis):

tai pasiektas skaidymo lygis, kai mikroorganizmai bandomaja medziaga visiskai suvartoja, susidarant anglies
dioksidui, vandeniui, mineralinéms druskoms ir naujoms mikrobiologinéms lastelinéms sudedamosioms
dalims (biomasei).

Lengvai biologiskai skaidomas:

cheminiy medziagy, kurioms buvo daromi kai kurie apibrézti atrankos pagal biologinj skaidyma bandymai,
sutartinis klasifikavimas; Sie bandymai yra tokie tikslis, kad laikoma, kad vandens terpése aerobinémis
salygomis tokie junginiai greitai ir visiSkai biologiskai suyra.

Natiraliai biologiskai skaidomas:

cheminiy medziagy, apie kuriy biologinj suskaidyma (pirminj arba visiska) bet kokiame pripaZintame
biologinio skaidomumo bandyme yra neabejotiny duomeny, klasifikavimas.

Apdorojamumas:

yra galimybé medZiagas paversti Salinamais junginiais biologinio nuoteky valymo metu, neigiamai nevei-
kiant normalios valymo procesy eigos. Dazniausiai lengvai biologiskai skaidomos medZiagos yra tinkamos
apdoroti, bet ne visi junginiai i§ prigimties yra biologiskai skaidomi. Gali vykti ir abiotiniai procesai.
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Vélavimo trukmé

yra laikas nuo s¢jimo kultiros jdéjimo DOC isnykimo bandyme iki skaidymo procentiné verté pasiekia
bent 10 %. Vélavimo trukmé daZnai yra labai kintamas dydis ir jo atkuriamumas blogas.

Skaidymo trukmé

yra laikas nuo velavimo laikotarpio pabaigos iki to laiko, kai skaidymas pasickia 90 % didZiausios vertés
lygi.

10 pary langas

10 pary i§ karto po to, kai skaidymo verté pasiekée 10 %.

II PRIEDAS

ATITINKAMU BENDRUJU PARAMETRU SKAICIAVIMAS IR NUSTATYMAS

Nuo pasirinkto metodo priklauso, kokie bus reikalingi bendrieji parametrai. Siame skyriuje aprasomas $iy
dydziy iSvedimas. Siy parametry taikymas apraSomas skyriuose apie atskirus metodus.

1. Anglies kiekis

Anglies kiekis skai¢iuojamas pagal Zinomg cheming¢ sudétj arba nustatomas bandomosios medziagos
elementine analize.

2. Teorinis deguonies poreikis (ThOD)

Teorinis deguonies poreikis (ThOD) gali biiti apskaiciuotas, ji Zinoma elementiné sudétis, arba jis gali bati
nustatytas, darant elementing analiz¢. Junginio:

CH,CI,NNa OPS

na o p s

jei nitrifikavimas nevyksta,

162c+ 1/2(h-c-3n)+ 3s+ 52p+ 1/2na-o
ThODyps = [ 2( 3\4W 2pt 1) ]mg/mg

kai nitrifikavimas vyksta.

162c+ 1/2 (h=c)+ 5/2n+ 3 s+ 52 p+ 1/2 na— o]

ThODNH3 = MW

mg/mg

3. Cheminis deguonies poreikis (COD)
Cheminis deguonies poreikis (COD) nustatomas pagal C.6 metoda.
4. Istirpusi organiné anglis (DOC)

I3tirpusi organiné anglis (DOC) pagal apibrézima yra bet kurios cheminés medziagos arba medziagy misinio
vandenyje organiné anglis, praeinanti per 0,45 pm filtra.
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Bandiniai i§ bandymo indy siurbiami ir i§ karto filtruojami filtravimo jtaisu, naudojant atitinkama
membraninj filtrg. Pirmuosius 20 ml (kiekis gali baiti mazesnis, kai naudojami mazi filtrai) filtrato pilama
lauk. 10-20 ml tirio arba mazesnius bandinius, jei jie jpurskiami (tiris priklauso nuo anglies analizatoriui
reikalingo tdirio) palickama anglies kiekiui analizuoti. DOC koncentracija nustatoma organinés anglies
analizatoriumi, kuriuo baty galima tiksliai nustatyti anglies koncentracija, atitinkancia 10 % bandyme
naudotos pradinés DOC koncentracijos arba mazesne.

Filtruotus bandinius, kuriy negalima analizuoti t3 pacig darbo dieng, 48 h galima laikyti saldytuve 2-4 °C
temperatiiroje, arba Zemiau -18 °C, jei laikoma ilgiau.

Pastabos.

Membraniniai filtrai, kad bity hidrofiliski, daznai impregnuojami pavirsinio aktyvumo medziagomis. Todél
filtre gali bati iki keliy mg iStirpusios organinés anglies, kuri trukdyty biologinio skaidomumo nustaty-
mams. Pavir§inio aktyvumo medzZiagos ir kitos tirpios organinés medziagos i3 filtry Salinamos juos virinant
tris kartus po viena valandg dejonizuotame vandenyje. Filtrai toliau gali bati savaite laikomi vandenyje. Jei
naudojamos vienkartés filtravimo tiitos, kiekviena partija turi bati patikrinta, norint jsitikinti, kad nesu-
sidaro iStirpusi organiné anglis.

Atsizvelgiant | membraninio filtro tipa, bandomoji cheming medziaga gali bati sulaikyta dél jos adsorbavi-
mo. Todél bty patarting tikrinti, ar filtras neadsorbuoja cheminés medziagos.

Kai norima lyginti TOC ir DOC, vietoje filtravimo gali bati taikomas 15 min centrifugavimas 40000
mxsec? (4000 g) pagreiciu. Metodas nepatikimas, jei DOC pradiné koncentracija yra < 10 mg/l, nes arba
pasalinamos ne visos bakterijos, arba anglis vél istirpsta kaip bakterijy plazmos dalis.

NUORODOS

— Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 12th ed, Am. Pub. Hlth. Ass., Am.
Wat. Poll. Control Fed., Oxygen Demand, 1965, P 65.

— Wagner, R., Von Wasser, 1976, vol. 46, 139.

— DIN-Entwurf 38 409 Teil 41 - Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammunter-
suchung, Summarische Wirkungs- und Stoffkenngrofen (Gruppe H). Bestimmung des Chemischen
Sauerstoffbedarfs (CSB) (H 41), Nonnenausschufl Wasserwesen (NAW) in DIN Deutsches Institut fiir
Normung e.V.

— Gerike, P, The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, vol 13
1), 169.

III PRIEDAS

MAZAI TIRPIY MEDZIAGU BIOLOGINIO SKAIDOMUMO VERTINIMAS

Mazai tirpiy medziagy biologinio skaidomumo bandymuose ypatingas démesys turi biti kreipiamas i $iuos
aspektus.

Jei homogeniniai skysciai retai kelia bandinio émimo problemy, tai kietasias medziagas rekomenduojama
homogenizuoti tinkamu badu, kad baty i§vengta paklaidy dél nehomogeniskumo. Reikalingos specialios
atsargumo priemonés, kai reikia paimti keliy miligramy reprezentatyvius cheminiy medziagy misiniy arba
daug priemaiSy turin¢iy medziagy bandinius.

Bandymuose galima taikyti jvairius maiSymo badus. Reikia stengtis uztikrinti tik tokj maiSyma, kad
medziaga baty disperguotoje biisenoje, ir vengti perkaitinimo, per didelio putojimo ir per dideliy Slyties
jegu-

Galima naudoti emulsikli su kuriuo gaunama patvari cheminés medziagos dispersija. Jis neturi buti
nuodingas bakterijjoms ir neturi bati biologiskai skaidomas arba bandymo salygomis putoti.
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Emulsikliams taikomi kriterijai tinka ir tirpikliams.

Kietosioms bandomosioms medziagoms nerekomenduojama naudoti kietuosius nesiklius, taciau jie gali tikti
aliejingoms medziagoms.

Kai naudojamos pagalbinés medziagos, pvz., emulsikliai, tirpikliai ir nesikliai, turi bati bandomas tusciasis
bandinys, kuriame baty pagalbiné medziaga.

Bet kuris i3 trijy respirometriniy bandymy, CO,, BOD, MITI, gali biiti taikomas tirti mazai tirpiy junginiy
biologinj skaidomuma.

NUORODOS

— de Morsier, A. et al., Biodegradation tests for poorly soluble compounds. Chemosphere, 1987, vol. 16,
833.

— Gerike, P, The Biodegradability testing of poorly water-soluble compounds. Chemosphere. 1984, vol.
13, 169.

IV PRIEDAS

CHEMINIY MEDZIAGY, KURIOS GALI BUTI NUODINGOS SEJIMO KULTURAI, BIOLOGINIO
SKAIDOMUMO VERTINIMAS

Kai tiriant cheming medziaga lengvo biologinio skaidomumo bandymuose paaiskeja, kad ji biologiskai
neskaidoma, tai, jei norima atskirti, ar tai inhibuojamasis veikimas ar medziagos inertiskumas, rekomenduo-
jama tokia procediira (Reynolds et al., 1987).

Toksiskumo ir biologinio skaidomumo bandymuose turi bati naudojama panasi arba identiska s¢jimo
kultira.

Norint jvertinti toksiskumg cheminiy medziagy, tiriamy lengvo biologinio skaidomumo bandymuose, tikty,
kaip manoma, atskirai arba kartu taikyti dumblo kvépavimo intensyvumo inhibavimo (aktyviojo dumblo
kvépavimo inhibavimo bandymas - direktyva 88/302/EEC), BOD ir (arba) augimo inhibavimo metodus.

Manoma, kad, jei reikia isvengti inhibavimo dél medziagos toksiskumo, bandomyjy medziagy, naudojamy
lengvo biologinio skaidomumo bandymuose, koncentracija turéty biiti mazesné nei 1/10 EC, vertés (arba
mazesné nei EC, verté), gautos toksiskumo bandymuose. Nepanasu, kad junginiai, kuriy EC  verté yra
didesné kaip 300 mg/l, baty toksiski biologinio skaidomumo bandymuose.

Mazesnés kaip 20 mg/l EC, vertés greiCiausiai turéty kelti problemy toliau atlickamiems bandymams. Turi
bati naudojamos mazos bandymo koncentracijos, dél ko reikia taikyti tiksly ir jautry uzdarosios kolbos
metodg arba naudoti '*C Zymétas meZiagas. Kitaip dar biity galima naudoti aklimatizuotg s¢jimo kultiirg,
kuri, galbat, leisty naudoti bandomagja medziaga didesnés koncentracijos. Taciau $iuo atveju prarandamas
specifiskas lengvo biologinio skaidomumo bandymo kriterijus.

NUORODOS

Reynolds, L. et al.. Evaluation of the toxicity of substances to be assessed for biodegradability. Chemosphe-
re, 1987, vol. 16, 225.

V PRIEDAS

DEGUONIES SUVARTOJIMO PATAISA DEL NITRIFIKAVIMO KELIAMU TRUKDZIY

Jei nekreipti démesio | nitrifikavima, kai biologinis skaidomumas vertinamas pagal deguonies suvartojima
bandomosiomis medziagomis, tai paklaidos medziagoms, kuriose néra azoto, yra nezymios (ne didesnés kaip
5 %), net jei terpés amonio azoto oksidavimas bandomojo ir tus¢iojo bandinio induose vyksta nevienodai.
Tadiau, jei bandomosios medziagos turi azoto, paklaidos gali bati didelés.
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Jei nitrifikavimas jvyko, taciau nevisiskas, stebimas deguonies suvartojimas reakcijos misiniu gali buti
pataisytas deguonies kiekiu, suvartotu amonio jonui oksiduoti i nitrita ir nitrata, jei nitrito ir nitrato
koncentracijy pokytis inkubavimo metu nustatomas atsizvelgiant i tokias reakcijy lygtis:

2 NH,C1 + 3 0,=2HNO, + 2 HC1 + 2 HO (1)
2 HNO, + O, = 2 HNO, )
Suminé reakcija:

2 NHC1 + 4 0, = 2 HNO, + 2 HC1 + 2 HO (3)

Pagal 1) lygti, 28 g azoto, kuris yra amonio chloride (NH,Cl), oksiduoti i nitrita, reikia 96 g deguonies, t.y.
faktorius lygus 3,43 (96/28). Tokiu pat badu pagal 3) iygti 28 g azoto, kai jis oksiduojamas | nitratg,
suvartoja 128 g deguonies, ty. faktorius lygus 4,57 (128/28).

Kadangi reakcijos yra nuoseklios ir vyksta dél tam tikry ir skirtingy bakterijy rusiy veiklos, jmanomas
dalykas, kad nitrito koncentracija gali kaip didéti, taip ir maZzéti; pastaruoju atveju susidaryty ekvivalentiskas
kiekis nitrato. Taigi, deguonies, suvartoto nitratui susidaryti, kiekis lygus 4,57 ir nitrato koncentracijos
padidéjimo sandaugai, o deguonies kiekis nitritui susidaryti lygus 3,43 ir nitrito koncentracijos padidéjimo
sandaugai arba -3,43 ir nitrito koncentracijos sumazéjimo sandaugai, kai nitrito koncentracija mazéja.

Ty.

O, suvartotas nitratui susidaryti = 4,57 x nitrato koncentracijos padidéjimo (4)
Ir

O, suvartota nitritui susidaryti = 3,43 x nitrito koncentracijos padidéjimo (5)
Ir

0, netenkama dél nitrito iSnykimo = -3,43 x nitrito koncentracijos padidéjimo (6)
Taigi

O, suvartojimas dél nitrifikavimo = + 3,43 x nitrito konc. pokycio. + 4,57 x nitrato konc.
padidéjimo (7)
ir todél

0,, suvartotas C oksiduoti = bendrasis stebétas suvartotas kiekis — nitrifikavimui suvartotas kiekis (8)

Kitaip, jei nustatytas tik bendrasis oksiduoto azoto kiekis, tai kaip pirminé aproksimacija galima laikyti, kad
deguonies suvartojimas dél nitrifikavimo lygus 4,57 x oksiduoto N koncentracijos padidéjimo.

Toliau angliai oksiduoti suvartoto deguonies kiekio pataisyta verté lyginama su ThOD NH, verte, kuri
skai¢iuojama 1II priede.
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

C.5. SKAIDYMAS. BIOCHEMINIS DEGUONIES POREIKIS

METODAS

[VADAS

Sio metodo tikslas yra i§matuoti kietyjy arba skystyjy organiniy medziagy biocheminj deguonies poreikj
(BOD).

Siame bandyme gauti duomenys taikomi vandenyje tirpioms medziagoms; taciau taip pat galima bandyti,
bent i§ esmés, lakigsias medZiagas arba medziagas, kurios mazai tirpsta vandenyje.

Metodas tinka tik toms bandomosioms organinéms medziagoms, kurios, biidamos bandyme naudojamos
koncentracijos, neinhibuoty bakterijy veiklos. Jei bandomoji medziaga néra tiek tirpi, kad galima bity
pasiekti bandymo koncentracijg, gerai bandomosios medziagos dispersijai gauti galima taikyti specialias
priemones, pvz., dispergavima ultragarsu.

Kai reikia aiskinti maZus rezultatus ir parinkti tinkamas bandomagsias koncentracijas, gali bati naudinga
informacija apie cheminés medziagos toksiskuma.

APIBREZIMAS IR VIENETAI

BOD apibreziamas kaip masé itirpusio deguonies, suvartoto biocheminio oksidavimo procesui nustatytame
tirpalo tiryje vykti apibréztomis salygomis.

Rezultatai skaiciuojami BOD gramais vienam gramui bandomosios medZiagos.

ETALONINES MEDZIAGOS

Pageidautina naudoti atitinkama etaloning medziaga, skirta tikrinti sé¢jimo kultiiros aktyvuma.

BANDYMY METODO ESME

Gerai aeruojamoje tinkamoje terpéje istirpinta arba disperguota medziaga, kurios kiekis Zinomas, veikiama
mikroorganizmy kultdra ir tamsoje inkubuojama apibréztos pastovios temperatiiros sglygomis.

BOD yra nustatomas pagal istirpusio deguonies kiekio skirtumg bandymo pradzioje ir pabaigoje. Bandymo
trukmé turi biti ne mazesné kaip penkios paros ir ne didesné kaip 28 paros.

Lygiagreciai turi biiti daromas nustatymas tusciajame bandinyje, kuriame nebiity bandomosios medziagos.

KOKYBES KRITERIJAI

Negalima laikyti, kad BOD nustatymas yra validus medziagos biologinio skaidomumo nustatymas. [ $j
bandyma galima zitréti tik kaip j atrankos bandyma.

BANDYMU METODO APRASYMAS

Ruosiamas pradinis medziagos tirpalas arba dispersija gauti BOD koncentracijai, atitinkanciai taikoma
metodg. Tuomet pagal bet kurj atitinkamg nacionalinj arba tarptautinj standartizuota metoda nustatomas
BOD.
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1.1.

1.2.

DUOMENYS IR IVERTINIMAS

BOD pradiniame tirpale skai¢iuojamas pagal parinkta standartinj metods, ir ver¢iamas i BOD gramus
vienam gramui bandomosios medZziagos.

ATASKAITA
Turi bati nurodytas taikytas metodas.
Biocheminis deguonies poreikis turi bati vidurkis bent trijy tinkamy matavimy.

Turi bati pateikta visa rezultatams aiskinti reikalinga informacija ir pastabos, ypa¢ apie priemaisas, fizing
bisena, toksiskumo jtaka ir medziagai bdinga sudétj, kuri turéty jtakos rezultatams.

Turi bati nurodyta, ar buvo naudotas biologinio nitrifikavimo inhibavimo priedas.

NUORODOS

Standartizuoty metody sarasas, pavyzdziui:

NF T 90 - 103: Determination of the biochemical oxygen demand.

NBN 407: Biochemical oxygen demand.

NEN 3235 5.4: Bepaling van het biochemish 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. SKAIDYMAS. CHEMINIS DEGUONIES POREIKIS

METODAS
[VADAS

Sio metodo tikslas yra standartiniu sutartu biidu i$matuoti kietyjy arba skystyjy organiniy medziagy
cheminj deguonies poreikj (COD) nustatytomis laboratorinémis salygomis.

Darant $j bandymg ir aiSkinant gautus rezultatus, bus naudinga informacija apie medziagos formule (pvz.,
halogeny druskos, organiniy junginiy gelezies (1) druskos, chloro organiniai junginiai).

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Cheminis deguonies poreikis yra medziagos oksiduojamumo matas, reiskiamas oksidavimo agento, kurj
suvartoja medZiaga nustatytomis laboratorinémis salygomis, kiekiui ekvivalentiniu deguonies kiekiu.

Rezultatas skai¢iuojamas COD gramais vienam gramui bandomosios medziagos.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

ETALONINES MEDZIAGOS

Nebitina kiekvienu atveju, kai tirlama nauja medziaga, naudoti etalonines medzZiagas. Jas daugiausia reikia
naudoti tuomet, kai kartkartémis daroma metodo veiksmingumo patikrg ir norint lyginti rezultatus, kai
taikomas kitas metodas.

BANDYMU METODO ESME

I§ anksto nustatytas vandenyje istirpintos arba disperguotos medziagos kickis dvi valandas oksiduojamas su
griztamuoju 3aldytuvu kalio dichromatu stipriai riigiCioje sieros rugsties terpéje, kai katalizatorius sidabro
sulfatas. Likusio dichromato kiekis nustatomas titruojant standartizuotu gelezies () amonio sulfato tirpalu.

Jei medziaga turi chloro, nustatymui trukdancio chlorido jtakai mazinti dedama gyvsidabrio (Il) sulfato (*).

KOKYBES KRITERIJAI

Dél to, kad tai sutartinis nustatymo badas, COD yra ‘oksiduojamumo indikatorius’ ir naudojamas, kaip
praktinis organinés medziagos kickio nustatymo metodas.

Bandyme gali trukdyti chloridas; taip pat nustatant COD gali trukdyti neorganinés redukuojancios arba
oksiduojancios medziagos.

Kai kurie cikliniai junginiai ir didelis skaicius lakiyjy medziagy (pvz., mazesnés molekulinés masés sociosios
rigstys) Siame bandyme néra visiskai oksiduojamos.

BANDYMU METODO APRASYMAS

Ruosiamas pradinis medziagos tirpalas arba suspensija COD vertei nuo 250 mg iki 600 mg litre gauti.

Pastabos.

Mazai tirpiy ir nedisperguojamy medziagy atveju, galima pasverti tam tikra kiekj j labai smulkius miltelius
sumaltos medziagos arba skystos medziagos, atitinkancios mazdaug 5 mg COD, ir idéti ja | eksperimento
indg su vandeniu.

Daznai, ir ypa¢ mazai tirpiy medziagy atveju, cheminj deguonies poreikj (COD) geriau nustatyti taikant
metodo pakeitimg, ty., uzdaroje sistemoje su slégio lygintuvu(H. Kelkenberg, 1975). Taikant § metodo
keitimg, daznai galima sékmingai kiekybiskai nustatyti medziagas, pvz., acto rugstj, kurias standartiniu
metodu nustatyti sunku. Taciau ir $iuo metodu nepasiseka nustatyti piridino. Jei kalio dichromato
koncentracijg, kaip nurodyta 1) nuorodoje, padidinti iki 0,25 N (0,0416 M), palengvéja tiesioginis 5-10
mg medZiagos svérimas, kas yra svarbu nustatant mazai vandenyje tirpiy medziagy COD (( 2) nuoroda).

Siaip COD nustatomas pagal bet kurj atitinkama nacionalinj arba tarptautinj standartizuotg metoda.

DUOMENYS IR VERTINIMAS

Bandymy kolboje turimas COD skaiciuojamas pagal pasirinktg standartizuota metoda ir verciamas i COD
gramus vienam gramui bandomosios medziagos.

(*) ) Norint i§vengti gyvsidabrio i$sisklaidymo aplinkoje, panaudoti tirpalai su gyvsidabrio druskomis turi biiti apdoroti.
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1.1.

ATASKAITA
Turi baiti nurodytas taikytas etaloninis metodas.

Cheminis deguonies poreikis turi bati vidurkis bent trijy validziy matavimy. Turi bati pateikta visa
rezultatams aiskinti reikalinga informacija ir pastabos, ypa¢ apie priemaisas, fizing bisena, ir medZiagai
budingas savybes (jei Zinomos), kurios turéty jtakos rezultatams.

Ataskaitoje turi biti nurodyta apie gyvsidabrio (II) sulfato naudojima nustatymui trukdancio chlorido jtakai
mazinti.

NUORODOS

1) Kelkenberg, H.,Z. von Wasser und Abwasserforschung, 1975, vol. 8, 146.

2) Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, vol. 13,
169.

Saradas standartizuoty metody, pvz.:

NBN T 91-201 Determination of the chemical oxygen demand.

ISBN O 11 7512494 Chemical oxygen demand (dichromate value) of polluted and waste waters.
NF T 90-101 Determination of the chemical oxygen demand.

DS 217 Water analysis: Determination of the chemical oxygen demand.

DIN 38409-H-41 Determination of the chemical oxygen demand (COD) within the range above 15 mg per
litre.

NEN 3235 5.3 Bepaling van het chemisch zuurstofverbruik.

ISO 6060 Water quality: chemical oxygen demand dichromate methods.

C.7. SKAIDYMAS. ABIOTINIO HIDROLIZINIO SKAIDYMO KAIP pH FUNKCIJOS NUSTATYMAS

METODAS
Sis metodas remiasi OECD bandymo rekomendacijomis 1).
IVADAS

Hidrolizé yra svarbi reakcija, kuri reguliuoja abiotinj skaidyma. Si reakcija yra ypa¢ svarbi medziagoms,
kuriy biologinis skaidomumas yra mazas; §i reakcija gali turéti jtakos medziagos i$silaikymui aplinkoje.

Daugiausia hidrolizés reakcijy yra pseudo pirmojo laipsnio, taigi, jy puslaikio trukmeé nepriklauso nuo
koncentracijos. Tod¢l rezultatus, gautus su laboratorijoje naudojamomis koncentracijomis, paprastai galima
ekstrapoliuoti i aplinkos salygas.

Be to, buvo pateikta keletas atvejy 2), kuriuose nurodoma, kad keliems cheminiy medziagy tipams
sutapimas tarp rezultaty, gauty gryname vandenyje ir gamtiniuose vandenyse, yra pakankamai geras.
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1.2.

Norint daryti §j bandyma, yra naudinga turéti ianksting informacija apie cheminés medziagos gary slégi.
Sis metodas taikytinas tik vandenyje tirpioms medziagoms. Itakos rezultatams gali turéti priemaigos.

Cheminiy medziagy elgesys hidrolizés reakcijoje turi bati tiriamas pH verciy salygomis, kurios atitikty
aplinkoje dazniausiai pasitaikancias salygas (pH nuo 4 iki 9).

APIBREZIMAI IR VIENETAI

Hidrolizés reakcija vadinama cheminés medziagos RX reakcija su vandeniu. Sig reakcija galima pavaizduoti
sumine X grupés mainy su OH grupe lygtimi:

RX + HOH — ROH + HX 1]

Greitis, kuriuo mazéja RX koncentracija, apraomas lygtimi:

greitis = k [H,0] -[RX] [2]

Kadangi vandens perteklius lyginant su cheminés medziagos kiekiu yra labai didelis, Sio tipo reakcija
paprastai apraoma kaip pseudo pirmojo laipsnio reakcija, kurioje stebimoji grei¢io konstanta iSreiskiama
lygtimi:

kobs =k x [Hzo] [3]

Si konstanta vienai pH vertei ir vienai temperatiirai, T, gali biiti rasta pagal lygti:

Kobs 2,303 X log9
Ce (4]
Cia:
t = laikas,
C, = medziagos koncentracija laike 0,
C = medziagos koncentracija laike t, ir
2,303 = per¢jimo nuo natiiraliyjy prie desimtainiy logaritmy faktorius.

Koncentracijos skai¢iuojamos gramais litre arba moliais litre.
Sios konstantos k, dimensija yra (laikas)!

Puslaikio trukmé, t,, yra apibréziama kaip laikas, per kurj bandomosios medziagos koncentracija sumazéja
50 %, bitent:

C=1/2-C 5]

Taikant lygtis 4) ir 5), galima parodyti, kad:

t]/z = 0,693/k0bs [6]
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

ETALONINES MEDZIAGOS

Nebitina kiekvienu atveju, kai tirlama nauja medziaga, naudoti etalonines medziagas. Jas daugiausia reikia
naudoti tuomet, kai kartkartémis daroma metodo veiksmingumo patikrg ir norint lyginti rezultatus, kai
taikomas kitas metodas.

Etaloninémis medziagomis buvo naudotos $ios medziagos 1):

Acetilsalicilo ragstis (aspirinas)

Fosforotioninés raigsties O,0-dietil O-(6-metil-2-(1-metiletil) 4-pirimidinil) esteris. (Dimpilatas, diazinonas)
BANDYMU METODO ESME

Ruosiamas nedidelés koncentracijos medziagos tirpalas vandenyje; pH ir temperatiira kontroliuojami.
Medziagos koncentracijos mazé¢jimas laike nustatomas, taikant bet kokia tinkama analizés metodika.

Bréziamas koncentracijos logaritmo kitimo laike grafikas, ir, jei Sis grafikas yra ties¢, pirmojo laipsnio
reakcijos greicio konstantg galima apskaiciuoti pagal tiesés krypties koeficienta (zr. 1.2 punkta).

Jei konkreciai temperatiirai greicio konstantos nustatyti tiesiogiai néra galimybés, paprastai bina jmanoma
grei¢io konstantg jvertinti, taikant Arrhenius lygtj, kuri apraso grei¢io konstantos priklausomybe nuo
temperatiiros. Tiesing reakcijos grei¢io konstantos nuo atvirkstinés absoliucios temperatiros, K, priklauso-
mybe galima ekstrapoliuoti j grei¢io konstantos verte, kurios tiesiogiai i$matuoti nejmanoma.

KOKYBES KRITERIJAI

Nuorodoje 2) praneSama, kad 13 klasiy organiniy junginiy hidrolizés grei¢io konstantas galima matuoti
dideliu tikslumu.

Pakartojamumas ypa¢ priklauso nuo pH ir temperatiiros reguliavimo, ir gali bti veikiamas mikroorganiz-
my buvimo bei, tam tikrais atvejais, iStirpusio deguonies koncentracijos.

BANDYMU METODO APRASYMAS

Reagentai

Buferiniai tirpalai
Bandymas daromas trijy pH verciy salygomis: 4,0, 7,0 ir 9,0.

Siam tikslui turi biiti ruoSiami buferiniai tirpalai, naudojant analizitkai grynas chemines medziagas ir
distiliuotg arba dejonizuotg vandenj. Kai kurios buferiniy tirpaly sistemos pateiktos papildyme.

Naudojama buferiné sistema gali turéti jtakos hidrolizés greiciui; jei tai yra akivaizdu, reikia naudoti kita
bufering sistemg. Vietoje fosfato buferio 2) nuorodoje rekomenduojama naudoti borato arba acetato
buferinj tirpalg.

Jei buferiniy tirpaly pH verté bandymy temperatiiroje néra Zinoma, ji pasirinktoje temperatiiroje gali biiti
iSmatuota kalibruotu pH-metru + 0,1 pH vieneto tikslumu.

Bandomigji tirpalai

Bandomoji medziaga turi biti iStirpinta parinktame buferiniame tirpale ir jos koncentracija neturi bati
didesné kaip 0,01 M arba pusé sociojo tirpalo koncentracijos, Zitirint, kuri koncentracija yra mazesné.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.5.

1.6.5.1.

1.6.5.2.

Naudoti su vandeniu susimaiSancius organinius tirpiklius rekomenduojama tik mazai vandenyje tirpioms
medziagoms.

Tirpiklio kiekis turi biiti mazesnis kaip 1 %, ir neturi trukdyti hidrolizés procesui.
Aparatiira
Turi baiti naudojamos stiklinés kolbos su $lifo kamsciais, taciau ant slifo neturi bati tepalo.

Jei cheminé medziaga arba buferiné sistema yra lakios, arba, jei bandymas daromas aukstesnéje temperatii-
roje, geriau naudoti uzlydytus arba pertvara uzdarytus mégintuvélius ir vir$ tirpalo reikia vengti neuzimtos
erdvés.

Analizés metodas

Metodas turi bati specifinis, kad bty galima nustatyti bandomaja medziaga bandyme naudojamos
koncentracijos, ir jis gali bati tam tikras analizés metodiky derinys.

Taikomas analizés metodas priklausys nuo medziagos prigimties ir turi biiti pakankamai tikslus ir jautrus,
kad biity galima nustatyti pradinés koncentracijos mazéjimg 10 %.

Bandymy sglygos

Bandymai turi bati atliekami naudojat termostatuojama kamera arba vonia su pasirinkta pastovia tempera-
tira, nustatyta + 0,5 °C tikslumu. Temperatiira turi bati palaikoma ir matuojama + 0,1 °C tikslumu.
Fotolizés trukdancios jtakos reikia vengti, naudojant atitinkamas priemones.

Jei medziagos lengvai oksiduojamos, bitina 3alinti iStirpusj deguonj (pvz., prie$ ruosiant tirpala 5 minutes
barbotuoti azotg arba argona).

Bandymy eiga

Parengiamasis bandymas

Visoms medziagoms 50 % 0,5 °C temperatiroje ir trims pH vertéms: 4,0, 7,0 ir 9,0 turi bati daromas
parengiamasis bandymas. Daroma pakankamai matavimy, kad 50 °C temperatiiroje kiekvienai pH vertei
biity galima jvertinti, ar puslaikio trukmé (t,) yra mazesn¢ kaip 2,4 valandos, ar po penkiy pary i¥matuotos
hidrolizés laipsnis yra mazesnis kaip 10 %. (Galima apytikriai apskaiCiuoti, kad salygomis, labiau panasio-
mis | aplinkos salygas (25 °C), sios vertés prilygty puslaikio trukmei, atitinkamai, maZesnei nei viena para
arba didesnei nei vieneri metai).

Jei parengiamasis bandymas rodo, kad visy trijy pH verciy (4, 7 ir 9) ir 50 °C temperatiiros salygomis per
2,4 valandas hidrolizuojasi 50 % bandomosios medziagos arba daugiau, arba per penkias paras medziagos
hidrolizés laipsnis mazesnis kaip 10 %, toliau bandyti nebitina.

Kitais atvejais ir atskiroms pH vertéms, kurioms i salyga nebuvo jvykdyta, daromas 1 bandymas.

1 bandymas

1 bandymas daromas vienoje temperatiiroje; geriau 50 + 0,5 °C, ir, jei jmanoma, steriliomis salygomis bei
tokioms pH vertéms, kurioms parengiamasis bandymas parod¢, kad batina bandyti toliau.

Norint patikrinti, ar hidroliz¢ nustatyty pH verciy salygomis yra pseudo pirmojo laipsnio, turi bati
pasirinktas pakankamas skaicius bandiniy (ne maziau kaip keturi), kad baty apimtas hidrolizés intervalas
nuo 20 % iki 70 %.

Kiekvienai pH vertei, kurioje daromas 1 bandymas, nustatomas reakcijos laipsnis.
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1.6.5.3.

1.6.5.4.

Greicio konstantos 25 °C temperatiiroje jvertis:

Sprendimas, kaip testi eksperimentg, priklausys nuo to, ar i§ 1 bandymo rezultaty galima daryti i$vada, kad
reakcija yra pseudo pirmojo laipsnio arba taip néra.

Jei po 1 bandymo negalima daryti neabejotinos iSvados, kad reakcija yra pseudo pirmojo laipsnio,
eksperimentai turi biti daromi toliau, kaip aprasyta 2 bandyme.

Jei pagal 1 bandymo rezultatus galima uztikrintai tvirtinti, kad reakcija yra pseudo pirmojo laipsnio, tolesni
eksperimentai turi biiti daromi, kaip aprasyta 3 bandyme. (Antraip, tam tikromis aplinkybémis pagal greicio
konstantas 50 °C temperatiiroje, apskaiciuotas naudojant 1 bandymo rezultatus (Zr. 3.2), gali biiti jmanoma
apskaiciuoti greicio konstantas 25 °C temperatiiroje).

2 bandymas

Sis bandymas daromas kiekvienai pH vertei, kuriai 1 bandymo rezultatai parodé, kad tai biitina daryti:
— arba vienoje temperatiiroje, mazesnéje kaip 40 °C,
— arba dvejose temperatiirose, didesnése kaip 50 °C, kurios tarpusavyje skiriasi bent 10 °C.

Kiekvienai pH vertei ir temperatirai, kuriose daromas 2 bandymas, turi bati nustatyti bent $esi atitinkamai
isdéstyti duomeny taskai, taip kad hidrolizés laipsnis biity i$matuotas intervale nuo 20 % iki 70 %.

Vienai pH vertei ir vienai temperatiirai matavimas daromas du kartus. Kai 2 bandymas daromas dvejose
temperattirose vir§ 50 °C, kartoti bandyma geriau mazesnéje i§ ty dviejy temperatiroje.

Kiekvienai pH vertei ir temperatiirai, kuriose daromas 2 bandymas, pateikiamas grafinis puslaikio trukmés
(t,) ivertinimas, kai tai yra jmanoma.

3 bandymas

Sis bandymas daromas kiekvienai pH vertei, kuriai 1 bandymo rezultatai rodo, kad tai daryti biitina.
— arba vienoje temperatiiroje, mazesnéje kaip 40 °C,
— arba dvejose temperatiirose, didesnése kaip 50 °C, kurios tarpusavyje skiriasi bent 10 °C.

Kiekvienai pH ir temperatiiros vertei, kuriose daromas 3 bandymas, parenkami trys duomeny taskai,
pirmasis laike 0, o antrasis ir treciasis — kai hidrolizés laipsnis yra didesnis kaip 30 %; turi bati apskaiciuoti
k. irt,.

S 1

ob:

DUOMENYS

Pseudo pirmojo laipsnio reakcijai k — vertés kiekvienai bandymuose naudotai pH vertei ir kiekvienai
temperatiirai gali biti gautos i§ koncentracijos logaritmo kitimo laike grafiko pagal tokia lygti:

kobs = — krypties koeficientas x 2,303 7]

Be to, t, gali biiti apskaiciuotas pagal [6] lygt].
Jei tinka, gaukite k,; o_ ivertj, taikydami Arénijaus (Arrhenius) lygti.

Jei reakcija yra ne pseudo pirmojo laipsnio, zr. 3.1.
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3.1.

3.2

ATASKAITA
ATASKAITOS DUOMENYS

Bandymy ataskaitoje turi bati pateikta, jei jmanoma, tokia informacija:
— medziagos specifikacija;

— visi rezultatai, gauti etaloninéms medziagoms;

— taikyto analizés metodo esmé ir detalés;

— kiekvieno bandymo: temperatiira, pH verté, buferinio tirpalo sudétis ir duomeny lentelée su visais
koncentracijos kitimo laike taskais;

— pseudo pirmojo laipsnio reakcijai: k, ir t, vertés bei jy skaiciavimo metodika;

— ne pseudo pirmojo laipsnio reakcijai rezultatai pateikiami, bréZiant koncentracijos logaritmo priklauso-
mybés nuo laiko grafik;

— visa informacija ir pastabos, kuriy reikia rezultatams interpretuoti.

DUOMENUY INTERPRETAVIMAS

Gali bati jmanoma apskaiciuoti priimtinas cheminiy medziagy hidrolizés reakcijos grei¢io konstantos vertes
(25°C temperatiiroje), jei yra Zinomos bandomosios medziagos homology aktyvacijos energijos eksperimen-
tinés vertés ir jei galima pagristai daryti prielaida, kad bandomosios medziagos aktyvacijos energija yra tos
pacios eilés dydis.

NUORODOS

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 111, Decision of the Council C(81) 30 final.

2) W. Mabey and T. Mill, 'Critical Review of Hydrolysis of Organic Compounds in Water Under
Environmental Conditions’, J. Phys. Chem. Ref. Data, 1978, vol. 7 2), 383-415.

Priedélis

BUFERINIAI MISINIAI

CLARK ir LUBS

Siose lentelése pateiktos pH vertés buvo apskaiciuotos pagal potencialo matavimus, taikant standartines
lygtis pagal Sorensen’a. Tikroji pH verté yra 0,04 vieneto didesné nei nurodyta lenteléje.

Sudetis pH
0,1 M kalio hidroftalatas + 0,1 N HC1 20 °C temperatiiroje

2,63 ml 0,1 N HC1 + 50 ml ftalato iki 100 ml 3,8
0,1 M kalio hidroftalatas + 0,1 N NaOH 20 °C temperatiiroje

0,40 ml 0,1 N NaOH + 50 ml ftalato iki 100 ml 4,0
3,70 ml 0,1 N NaOH + 50 ml ftalato iki 100 ml 4,2
0,1 M kalio dihidrofosfatas + 0,1 N NaOH 20 °C temperatiiroje

23,45 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosfato iki 100 ml 6,8
29,63 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosfato iki o 100 ml 7,0

35,00 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosfato iki 100 ml 7,2



492

Europos Sajungos oficialusis leidinys

13/11 t.

0,1 M H3B03 tirpalas 0,1 M KCI + 0,1 N NaOH 20 °C temperatiiroje
16,30 ml 0,1 N NaOH + 50 ml boro ragsties iki 100 ml
21,30 ml 0,1 N NaOH + 50 ml boro ragsties iki 100 ml
26,70 ml 0,1 N NaOH + 50 ml boro ragsties iki 100 ml

KOLTHOFF ir VLEESHOUWER

Sudétis

0,1 M kalio dihidrocitratas ir 0,1 N NaOH 18 °C temperatiiroje (tirpala nuo pelésiy

apsaugoti, jdékite nedidelj kristaliuka timolio)

2,0 ml 0,1 N NaOH + 50 ml citrato iki 100 ml
9,0 ml 0,1 N NaOH + 50 ml citrato iki 100 ml
16,3 ml 0,1 N NaOH + 50 ml citrato iki 100 ml

SORENSEN

0,05 M borakso + 0,1 N HC1

8,8
9,0
9,2

pH

3,8
4,0
4,2

Sudeétis pH
Walbum
ml borakso 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
0,05 M borakso + 0,1 N NaOH
Sudétis pH
Walbum
ml borakso ml NaOH Sorensen 18 °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




