




































































C.13 BIOΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ: ∆ΟΚΙΜΗ ΣΕ ΨΑΡΙΑ ΜΕ ΣΥΝΕΧΗ ΡΟΗ ΝΕΡΟΥ

1. ΜΕΘΟ∆ΟΣ

Η µέθοδος αυτή βιοσυγκέντρωσης αποτελεί αντιγραφή της OECD TG 305 (1996).

1.1 EΙΣΑΓΩΓΗ

Στη µέθοδο αυτή περιγράφεται διαδικασία για τον προσδιορισµό της δυνητικότητας βιοσυγκέντρωσης ουσιών

σε ψάρια υπό συνθήκες συνεχούς ροής νερού. Αν και η διαδικασία της δοκιµής υπό συνεχή ροή νερού είναι

κατά πολύ προτιµώτερη, επιτρέπεται η χρήση και ηµιστατικών διαδικασιών υπό την προϋπόθεση ότι

πληρούνται τα κριτήρια εγκυρότητας.

Η µέθοδος περιλαµβάνει επαρκή στοιχεία για την εκτέλεση της δοκιµής, αφήνοντας ταυτόχρονα ικανή

ελευθερία για την προσαρµογή του σχεδιασµού του πειράµατος στις συνθήκες που επικρατούν στα διάφορα

εργαστήρια και στα ποικίλα χαρακτηριστικά των προς δοκιµή ουσιών. Η µέθοδος είναι ιδιαίτερα έγκυρη στην

περίπτωση σταθερών οργανικών χηµικών ουσιών µε τιµές log Pow µεταξύ 1,5 και 6,0 (1), µπορεί όµως να

εφαρµοστεί και σε υπερλιπόφιλες ουσίες (µε τιµή log Pow>6,0). Η τιµή του συντελεστή βιοσυγκέντρωσης

(ΣΒΣ), ο οποίος µερικές φορές συµβολίζεται µε ΚB, για τις υπερλιπόφιλες αυτές ουσίες, είναι υποθετικά, όταν
γίνεται εκ των προτέρων εκτίµηση αυτής, υψηλότερη από την τιµή του συντελεστή βιοσυγκέντρωσης σε

σταθερή κατάσταση (ΣΒΣσκ) που αναµένεται να βρεθεί από τα εργαστηριακά πειράµατα. Προεκτιµήσεις του

συντελεστή βιοσυγκέντρωσης για οργανικές χηµικές ουσίες µε τιµές log Pow µέχρι περίπου 9,0 µπορούν να

γίνουν χρησιµοποιώντας την εξίσωση των Bintein et al (2). Στις παραµέτρους που χαρακτηρίζουν τη

δυνητικότητα βιοσυγκέντρωσης περιλαµβάνεται η σταθερά ρυθµού πρόσληψης (k1), η σταθερά ρυθµού

αποβολής (k2) και ο (ΣΒΣσκ).

Η ανάλυση δειγµάτων νερού και ψαριών µπορεί να διευκολυνθεί µε ραδιοϊχνηθετηµένες υπό δοκιµή ουσίες

αφού αυτές µπορούν να χρησιµοποιηθούν για να διαπιστωθεί αν θα πρέπει να γίνει ταυτοποίηση και ποσοτικός

προσδιορισµός προϊόντων αποικοδόµησης. Εάν γίνει µέτρηση του συνόλου των ραδιενεργών υπολειµµάτων

(π.χ. µε καύση ή διαλυτοποίηση των ιστών), ο ΣΒΣ βασίζεται στη γονική ουσία, σε τυχόν κατακρατούµενους

µεταβολίτες καθώς επίσης και σε τυχόν αφοµοιωµένο άνθρακα. Εποµένως, τιµές ΣΒΣ που βασίζονται στο

σύνολο των ραδιενεργών υπολειµµάτων δεν µπορούν να συγκριθούν απευθείας µε τιµές ΣΒΣ που προέρχονται

από ειδική χηµική ανάλυση µόνον των γονικών ουσιών.

Στις µελέτες µε ραδιοϊχνηθετηµένες ουσίες, για τον προσδιορισµό του ΣΒΣ που βασίζεται στη γονική ένωση,
µπορούν να χρησιµοποιηθούν ορισµένες διαδικασίες καθαρισµού, ενώ, εφόσον θεωρηθεί αναγκαίο, µπορούν να
εντοπιστούν και οι βασικοί µεταβολίτες. Επίσης, είναι δυνατόν να γίνει ένας συνδυασµός µελέτης

µεταβολισµού ψαριών µε µελέτη βιοσυγκέντρωσης µε ανάλυση και ταυτοποίηση των υπολειµµάτων στους

ιστούς.

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ ΚΑΙ ΜΟΝΑ∆ΕΣ

Βιοσυγκέντρωση/βιοσυσσώρευση είναι η αύξηση της συγκέντρωσης της υπό δοκιµή ουσίας σε ένα ή επί ενός

οργανισµού (σε συγκεκριµένους ιστούς του) σε σχέση µε τη συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στο

περιβάλλον µέσο.

Συντελεστής βιοσυγκέντρωσης (ΣΒΣ ή ΚB) σε οποιαδήποτε στιγµή κατά τη διάρκεια της φάσης πρόσληψης

της δοκιµής αυτής συσσώρευσης είναι η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στα/επί των ψαριών ή

συγκεκριµένους ιστούς τους (Cf σε µg/g (ppm))διηρηµένη δια της συγκεντρώσεως της χηµικής ουσίας στο

περιβάλλον µέσο (Cw σε µg/ml (ppm)).

Ο συντελεστής βιοσυγκέντρωσης σταθερής κατάστασης (ΣΒΣσκ ή ΚΒ) δεν αλλάζει σηµαντικά για µία

παρατεταµένη χρονική περίοδο, ενώ ταυτόχρονα η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στο περιβάλλον µέσον

είναι σταθερή κατά τη διάρκεια αυτής της χρονικής περιόδου.

Σταθερή κατάσταση στη γραφική παράσταση της συγκέντρωσης της υπό δοκιµή ουσίας στα ψάρια (Cf)
συναρτήσει του χρόνου επιτυγχάνεται όταν η καµπύλη καθίσταται παράλληλη µε τον άξονα του χρόνου και

τρεις διαδοχικοί προσδιορισµοί της Cf σε δείγµατα ληφθέντα ανά διαστήµατα τουλάχιστον δύο ηµερών δεν

διαφέρουν µεταξύ τους σε ποσοστό µεγαλύτερο από ±20%, χωρίς όµως να υπάρχουν σηµαντικές διαφορές

µεταξύ των τριών περιόδων δειγµατοληψίας. 'Οταν αναλύονται συγκεντρωτικά δείγµατα, απαιτούνται

τουλάχιστον τέσσερις διαδοχικές αναλύσεις. Στην περίπτωση προς δοκιµή ουσιών που προσλαµβάνονται µε

αργό ρυθµό, τα διαστήµατα αντιστοιχούν κατά προτίµηση σε επτά ηµέρες.



Συντελεστές βιοσυγκέντρωσης που υπολογίζονται απ' ευθείας από σταθερές ρυθµού κινητικής (k1/k2)
χαρακτηρίζονται ως συντελεστές συγκέντρωσης κινητικής, ΣΒΣκ.

Συντελεστής κατανοµής οκτανόλης-νερού (Pow) είναι ο λόγος της διαλυτότητας µίας χηµικής ουσίας σε n-
οκτανόλη και νερό σε κατάσταση ισορροπίας (Μέθοδος Α.8), συµβολιζόµενος επίσης και ως Kow. Ο

λογάριθµος του Pow χρησιµοποιείται ως ένδειξη της δυνητικότητας βιοσυγκέντρωσης µίας χηµικής ουσίας σε

υδρόβιους οργανισµούς.

'Εκθεση ή φάση πρόσληψης είναι ο χρόνος κατά την διάρκεια του οποίου τα ψάρια εκτίθενται στην υπό

δοκιµή χηµική ουσία.

Σταθερά ρυθµού πρόσληψης (k1) είναι η αριθµητική τιµή που ορίζει τον ρυθµό αύξησης της συγκέντρωσης

της υπό δοκιµή ουσίας στα/επί των υπό δοκιµή ψαριών (ή σε συγκεκριµένους ιστούς τους) όταν τα ψάρια

εκτίθενται στη χηµική αυτή ουσία (η k1 εκφράζεται σε ηµέρα
-1).

Φάση µετα-έκθεσης ή αποβολής (απώλειας) είναι το χρονικό διάστηµα κατά το οποίο, έπειτα από τη

µεταφορά των υπό δοκιµή ψαριών από ένα µέσο που περιέχει την υπό δοκιµή ουσία σε µέσο απηλλαγµένο της

ουσίας αυτής, µελετάται η αποβολή (ή η καθαρή απώλεια) της ουσίας από τα υπό δοκιµή ψάρια (ή τους

συγκεκριµένους ιστούς τους).

Σταθερά ρυθµού αποβολής (απώλειας) (k2) είναι η αριθµητική τιµή που ορίζει τον ρυθµό της µείωσης της

συγκέντρωσης της υπό δοκιµή ουσίας στα υπό δοκιµή ψάρια (ή τους συγκεκριµένους ιστούς τους) µετά τη

µεταφορά των υπό δοκιµή ψαριών από µέσο που περιέχει την υπό δοκιµή ουσία σε µέσο απηλλαγµένο της

ουσίας αυτής (η k2 εκφράζεται σε ηµέρα
-1).

1.3 AΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η δοκιµή αποτελείται από δύο φάσεις: Τη φάση της έκθεσης (πρόσληψης) και τη φάση της µετα-έκθεσης
(αποβολής). Κατά τη διάρκεια της φάσης της πρόσληψης, ξεχωριστές οµάδες ψαριών ενός είδους εκτίθενται σε
δύο τουλάχιστον συγκεντρώσεις της υπό δοκιµή ουσίας. Κατόπιν, οι οµάδες των ψαριών µεταφέρονται σε µέσο
απηλλαγµένο της υπό δοκιµή ουσίας για τη φάση της αποβολής. Η φάση της αποβολής χρειάζεται οπωσδήποτε

εκτός κι αν η πρόσληψη της ουσίας κατά τη διάρκεια της φάσης πρόσληψης είναι ασήµαντη (π.χ. ο ΣΒΣ είναι

µικρότερος του 10). Η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στα/επί των ψαριών (ή τους συγκεκριµένους

ιστούς τους) παρακολουθείται κατά τη διάρκεια και των δύο φάσεων της δοκιµής. Εκτός από τις δύο αυτές

οµάδες, µία οµάδα-µάρτυρας ψαριών διατηρείται υπό τις ίδιες συνθήκες εκτός της απουσίας της υπό δοκιµή

ουσίας για να γίνει συσχετισµός πιθανών δυσµενών επιδράσεων που παρατηρούνται στη δοκιµή

βιοσυγκέντρωσης µε µία αντίστοιχη οµάδα-µάρτυρα και για να βρεθούν τυχόν προϋπάρχουσες συγκεντρώσεις

της υπό δοκιµή ουσίας.

Η φάση της πρόσληψης διαρκεί 28 ηµέρες εκτός κι αν αποδεδειγµένα επιτευχθεί νωρίτερα ισορροπία. Μία

πρόβλεψη ως προς τη διάρκεια της φάσης πρόσληψης και τον χρόνο επίτευξης σταθερής κατάστασης µπορεί να

γίνει µε την εξίσωση του παραρτήµατος 3. Κατόπιν αρχίζει η περίοδος αποβολής µε µεταφορά των ψαριών στο

ίδιο µέσο αλλά χωρίς την υπό δοκιµή ουσία σε άλλο καθαρό δοχείο. Εφόσον είναι δυνατό, ο συντελεστής

βιοσυγκέντρωσης υπολογίζεται κατά προτίµηση τόσον ως ο λόγος (ΣΒΣσκ) της συγκέντρωσης στα ψάρια (Cf)
και στο νερό (Cw) σε φαινοµενική σταθερή κατάσταση όσο και ως συντελεστής κινητικής βιοσυγκέντρωσης,
ΣΒΣκ, δηλ. ως ο λόγος των σταθερών ρυθµού πρόσληψης (k1) και αποβολής (k2), υποτιθεµένου ότι η κινητική

είναι πρώτης τάξεως. Εάν είναι προφανές ότι η κινητική δεν είναι πρώτης τάξεως, τότε πρέπει να

χρησιµοποιούνται πιο περίπλοκα µοντέλα (παράρτηµα 5).

Εάν µέσα σε 28 ηµέρες δεν επιτευχθεί σταθερή κατάσταση, η φάση της πρόσληψης θα πρέπει να παρατείνεται

µέχρις ότου επιτευχθεί σταθερή κατάσταση ή µέχρι 60 ηµέρες, όποιο από τα δύο συµβεί πρώτο, κατόπιν δε

αρχίζει η φάση της αποβολής.

Η σταθερά ρυθµού πρόσληψης, η σταθερά ρυθµού αποβολής (απώλειας) (ή οι σταθερές, αν χρησιµοποιούνται

πιο πολύπλοκα µοντέλα), ο συντελεστής βιοσυγκέντρωσης και, όπου είναι δυνατόν, τα όρια εµπιστοσύνης

καθεµιάς από τις παραµέτρους αυτές υπολογίζονται από το µοντέλο που περιγράφει καλύτερα τις µετρούµενες

συγκεντρώσεις της υπό δοκιµή ουσίας στα ψάρια και το νερό.

Ο ΣΒΣ εκφράζεται ως συνάρτηση του συνολικού υγρού βάρους των ψαριών. Εντούτοις, για ειδικούς λόγους,
µπορούν να χρησιµοποιηθούν και συγκεκριµένοι ιστοί ή όργανα (π.χ., µυς, σηκώτι), εάν τα ψάρια είναι αρκετά

µεγάλα ή µπορούν να χωριστούν σε εδώδιµα (φιλέτο) και µη εδώδιµα (εντόσθια) τµήµατα. ∆εδοµένου ότι στην

περίπτωση πολλών οργανικών ουσιών υπάρχει σαφής σχέση µεταξύ δυνητικότητας βιοσυγκέντρωσης και

λιποφιλικότητας, υπάρχει και αντίστοιχη σχέση µεταξύ του λιπιδικού περιεχοµένου των υπό δοκιµή ψαριών και

της παρατηρούµενης βιοσυγκέντρωσης των ουσιών αυτών. 'Ετσι, για την υποβάθµιση της πηγής αυτής

διαφορών στα αποτελέσµατα δοκιµών σε ουσίες µε υψηλή λιποφιλικότητα (δηλ. µε log Pow>3), η

βιοσυγκέντρωση θα πρέπει να εκφράζεται, πέραν του συνολικού σωµατικού βάρους, και σε σχέση µε το

λιπιδικό περιεχόµενο.



Το λιπιδικό περιεχόµενο θα πρέπει να προσδιορίζεται στο ίδιο βιολογικό υλικό µε εκείνο που χρησιµοποιείται

για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης της υπό δοκιµή ουσίας, όταν είναι εφικτό.

1.4 ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΠΡΟΣ ∆ΟΚΙΜΗ ΟΥΣΙΑ

Πριν να πραγµατοποιηθεί η δοκιµή για τη βιοσυγκέντρωση, θα πρέπει να είναι γνωστά τα ακόλουθα στοιχεία

για την ουσία:

α) Υδατοδιαλυτότητα

β) Συντελεστής κατανοµής οκτανόλης-νερού Pow (συµβολιζόµενος επίσης και ως Kow και

προσδιοριζόµενος µε µέθοδο HPLCστο Α.8)

γ) Υδρόλυση

δ) Φωτοµετασχηµατισµός στο νερό προσδιορισµένος υπό ηλιακή ή προσοµοιοµένη ηλιακή

ακτινοβολία και υπό τις συνθήκες ακτινοβολίας στη δοκιµή για τη βιοσυγκέντρωση (3)

ε) Επιφανειακή τάση (δηλ. για ουσίες στις οποίες δεν µπορεί να προσδιοριστεί ο log Pow)

ζ) Τάση ατµών

η) ‘Αµεση βιοαποικοδοµησιµότητα (όπου ενδείκνυται)

'Αλλα απαιτούµενα στοιχεία είναι η τοξικότητα για το είδος των ψαριών που πρόκειται να χρησιµοποιηθούν

στη δοκιµή, κατά προτίµηση η ασυµπτωτική LC50 (δηλ. ανεξάρτητα του χρόνου). Πρέπει να υπάρχει διαθέσιµη

κατάλληλη αναλυτική µέθοδος, γνωστής ορθότητας (accuracy),ακρίβειας (precision)και ευαισθησίας, για τον

ποσοτικό προσδιορισµό της υπό δοκιµή ουσίας στα διαλύµατα δοκιµής και σε βιολογικό υλικό, καθώς και

στοιχεία για την παρασκευή και αποθήκευση του δείγµατος. Θα πρέπει επίσης να είναι γνωστό το αναλυτικό

όριο ανίχνευσης της προς δοκιµή ουσίας τόσο στο νερό όσο και στους ιστούς των ψαριών. 'Οταν για τη δοκιµή

χρησιµοποιείται επισηµασµένη µε C14
ουσία, θα πρέπει να είναι γνωστό το ποσοστό της ραδιενέργειας που

οφείλεται σε προσµείξεις.

1.5 ΕΓΚΥΡΟΤΗΤΑ ΤΗΣ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Για να είναι έγκυρη µία δοκιµή, θα πρέπει να επικρατούν οι ακόλουθες συνθήκες:

- Η διακύµανση στη θερµοκρασία να είναι µικρότερη από ±2oC

- Η συγκέντρωση του διαλελυµένου οξυγόνου να µην πέφτει κάτω από το 60%της

συγκέντρωσης κορεσµού

- Η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στους θαλάµους να διατηρείται στο ±20%του µέσου όρου των

τιµών που µετριώνται κατά τη διάρκεια της φάσης πρόσληψης

- Η θνησιµότητα ή άλλα δυσµενή φαινόµενα/ασθένειες τόσο στα ψάρια-µάρτυρες όσο και στα ψάρια της

δοκιµής να είναι µικρότερη του 10%στο τέλος της δοκιµής. Οταν η δοκιµή παρατείνεται για κάποιες

εβδοµάδες ή µήνες, η θνησιµότητα ή άλλα δυσµενή φαινόµενα και στις δύο σειρές ψαριών θα πρέπει

να είναι µικρότερη από 5% το µήνα και να µην υπερβαίνει το 30%συνολικά.

1.6 ΕΝΩΣΕΙΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ

Για τον έλεγχο, εφόσον απαιτείται, της πειραµατικής διαδικασίας µπορεί να είναι χρήσιµη η χρησιµοποίηση

ενώσεων αναφοράς γνωστής δυνητικότητας βιοσυγκέντρωσης. Εντούτοις, δεν µπορούν ακόµη να γίνουν

συστάσεις για κάποιες συγκεκριµένες ουσίες.

1.7 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

1.7.1 Εξοπλισµός

Πρέπει να λαµβάνεται πρόνοια ώστε να αποφεύγεται η χρήση υλικών, σε οποιοδήποτε τµήµα του εξοπλισµού,
τα οποία µπορεί να διαλυθούν, προσροφηθούν ή αποπλυθούν και να έχουν δυσµενή επίδραση στα ψάρια.
Μπορούν να χρησιµοποιούνται συνήθεις ορθογώνιες ή κυλινδρικές δεξαµενές, κατασκευασµένες από χηµικώς

αδρανές υλικό και µε κατάλληλη χωρητικότητα ανάλογα µε το ρυθµό πληρώσεως. Θα πρέπει να αποφεύγεται

όσο το δυνατόν η χρήση µαλακών πλαστικών σωληνώσεων. Προτιµάται η χρήση σωληνώσεων από τεφλόν

(R), ανοξείδωτο χάλυβα και/ή γυαλί. Η εµπειρία έχει δείξει ότι στην περίπτωση ουσιών µε µεγάλους

συντελεστές προσροφήσεως, όπως τα συνθετικά πυρεθροειδή, µπορεί να απαιτείται η χρήση σιλανιωµένου

γυαλιού. Στις περιπτώσεις αυτές ο εξοπλισµός, µετά τη χρήση, πρέπει να απορρίπτεται.

1.7.2 Νερό



Στις δοκιµές χρησιµοποιείται γενικά φυσικό νερό το οποίο όµως πρέπει να λαµβάνεται από πηγές που να µην

είναι µολυσµένες και να παρέχουν νερό οµοιόµορφης ποιότητας. Το νερό για τις αραιώσεις πρέπει να είναι

τέτοιας ποιότητας ώστε το επιλεγµένο είδος ψαριού να µπορεί να επιβιώνει καθ' όλη τη διάρκεια του

εγκλιµατισµού και της δοκιµής χωρίς να παρουσιάζει οποιαδήποτε ανώµαλη εµφάνιση ή συµπεριφορά. Η

ιδανική περίπτωση θα ήταν να µπορεί να αποδεικνύεται ότι το είδος αυτό του ψαριού µπορεί να επιζήσει, να
αναπτυχθεί και να αναπαραχθεί στο νερό της αραίωσης (π.χ. µε καλλιέργεια στο εργαστήριο ή µε δοκιµή

τοξικότητας για τον κύκλο της ζωής του). Το νερό θα πρέπει να χαρακτηρίζεται τουλάχιστον από το pH, τη
σκληρότητα, τα ολικά στερεά, το συνολικό οργανικό άνθρακα καθώς επίσης, κατά προτίµηση, και από το

αµµώνιο, τα νιτρώδη και την αλκαλικότητα και, για τα θαλάσσια είδη, την αλατότητά του. Οι παράµετροι που
παίζουν σηµαντικό ρόλο στην άριστη διαβίωση των ψαριών είναι απόλυτα γνωστοί, στο παράρτηµα 1 όµως

δίνονται ορισµένες συνιστώµενες µέγιστες συγκεντρώσεις για ορισµένες παραµέτρους γλυκού και θαλασσινού

νερού για τις δοκιµές.

Κατά τη διάρκεια µίας δοκιµής το νερό θα πρέπει να είναι σταθερής ποιότητας. Η τιµή του pH θα πρέπει να

είναι στην περιοχή από 6,0 έως 8,5,κατά τη διάρκεια όµως µίας δεδοµένης δοκιµής δεν πρέπει να κυµαίνεται

πέραν των ±0,5 µονάδων pH. Για να διασφαλίζεται ότι το νερό της αραίωσης δεν θα επηρρεάσει ατόπως το

αποτέλεσµα της δοκιµής (π.χ., δηµιουργώντας σύµπλοκα µε την υπό δοκιµή ουσία) ή δεν θα επηρρεάσει

δυσµενώς τη συµπεριφορά των ψαριών, θα πρέπει κατά διαστήµατα να λαµβάνονται δείγµατα για ανάλυση.
'Οταν ένα νερό είναι γνωστό ότι είναι σχετικά σταθερό από πλευράς ποιότητας θα πρέπει, π.χ., κάθε τρεις

µήνες, να γίνεται προσδιορισµός βαρέων µετάλλων (π.χ. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni),βασικών ανιόντων και

κατιόντων (π.χ. Ca, Mg, Na, K, Cl, SO4), γεωργικών φαρµάκων (π.χ. συνολικά οργανοφωσφορικά και

συνολικά οργανοχλωριούχα γεωργικά φάρµακα), συνολικού οργανικού άνθρακα και αιωρούµενων στερεών.
Εάν η ποιότητα του νερού έχει καταδειχθεί ότι είναι σταθερή για ένα τουλάχιστον χρόνο , οι προσδιορισµοί
µπορούν να είναι λιγότερο συχνοί και κατά µεγαλύτερα χρονικά διαστήµατα (π.χ. κάθε έξι µήνες).

H φυσική περιεκτικότητα του νερού σε σωµατίδια καθώς επίσης και σε συνολικό οργανικό άνθρακα (TOC) θα
πρέπει να είναι όσο το δυνατόν χαµηλότερη για να αποφεύγεται τυχόν προσρόφηση της υπό δοκιµή ουσίας

στην οργανική ύλη, πράγµα το οποίο µπορεί να µειώσει τη βιοδιαθεσιµότητά της (4). Η µέγιστη αποδεκτή τιµή

είναι 5 mg/l όσον αφορά τη διαµερισµένη ύλη (ξηρά ουσία, µη διερχόµενη από φίλτρο 0,45 µm) και 2 mg/l
όσον αφορά το συνολικό οργανικό άνθρακα (βλ. παράρτηµα 1). Αν είναι αναγκαίο, το νερό πρέπει να διηθείται

πριν χρησιµοποιηθεί. Η συνεισφορά στη συγκέντρωση του οργανικού άνθρακα στο νερό από τα ψάρια

(απεκκρίσεις) και από τα υπολείµµατα τροφών θα πρέπει να είναι όσο το δυνατόν µικρότερη. Καθ' όλη τη

διάρκεια της δοκιµής, η συγκέντρωση του οργανικού άνθρακα στο δοχείο δοκιµής δεν θα πρέπει να υπερβαίνει

κατά ποσότητα µεγαλύτερη των 10 mg/l (±20%)τη συγκέντρωση του οργανικού άνθρακα που προέρχεται από

την υπό δοκιµή ουσία και, εφόσον χρησιµοποιείται, από τον παράγοντα διαλυτοποίησης.

1.7.3 ∆ιαλύµατα δοκιµής

Παρασκευάζεται ένα αρχικό διάλυµα της προς δοκιµή ουσίας µε κατάλληλη συγκέντρωση. Το αρχικό διάλυµα

θα πρέπει κατά προτίµηση να παρασκευάζεται µε απλή ανάµειξη ή ανάδευση της προς δοκιµή ουσίας στο νερό

αραίωσης. Η χρήση διαλυτών ή µέσων διασποράς (διαλυτοποιητικών παραγόντων) καλόν είναι να

αποφεύγεται. Εντούτοις, µπορεί αυτό να χρειάζεται µερικές φορές για την παρασκευή αρχικού διαλύµατος

κατάλληλης συγκεντρώσεως. Οι διαλύτες που µπορούν να χρησιµοποιηθούν είναι η αιθανόλη, η µεθανόλη, ο
µονοµεθυλαιθέρας της αιθυλενογλυκόλης, ο διµεθυλαιθέρας της αιθυλενογλυκόλης, το διµεθυλοφορµαµίδιο

και η τριαιθυλενογλυκόλη. Μέσα διασποράς που µπορούν να χρησιµοποιηθούν είναι το Cremophor RH40,το
Tween 80,µεθυλοκυτταρίνη 0,01% και το HCO-40. 'Οταν χρησιµοποιούνται ευκόλως βιοαποικοδοµήσιµοι

παράγοντες, η χρήση τους θα πρέπει να γίνεται µε προσοχή γιατί µπορεί να προκαλέσουν προβλήµατα µε

ανάπτυξη βακτηρίων στις δοκιµές διαρκούς ροής νερού. Η προς δοκιµή ουσία µπορεί να είναι

ραδιοϊχνηθετηµένη ενώ θα πρέπει να είναι του υψηλότερου δυνατού βαθµού καθαρότητας (π.χ. κατά

προτίµηση >98%).

Στις δοκιµές διαρκούς ροής νερού, για την προσαγωγή των διαλυµάτων στους θαλάµους δοκιµής απαιτείται ένα

σύστηµα το οποίο να παρέχει συνεχώς και να αραιώνει ένα αρχικό διάλυµα της υπό δοκιµή ουσίας (π.χ. αντλία
µετρήσεως, αναλογικός αραιωτής, σύστηµα κορεσµού). Κατά προτίµηση, ο όγκος του νερού κάθε θαλάµου

δοκιµής αντικαθίσταται πέντε τουλάχιστον φορές την ηµέρα. Η διαδικασία διαρκούς ροής νερού προτιµάται,
όταν όµως αυτό δεν είναι δυνατόν (π.χ. όταν οι προς δοκιµή οργανισµοί επηρρεάζονται δυσµενώς) µπορεί να
χρησιµοποιηθεί και µία ηµιστατική τεχνική υπό την προϋπόθεση ότι πληρούνται τα κριτήρια εγκυρότητας. Ο
ρυθµός ροής των αρχικών διαλυµάτων και του νερού αραίωσης θα πρέπει να ελέγχεται 48 ώρες πριν και

κατόπιν τουλάχιστον κάθε ηµέρα κατά τη διάρκεια της δοκιµής. Στον έλεγχο αυτό περιλαµβάνεται και ο

προσδιορισµός του ρυθµού ροής διαµέσου κάθε θαλάµου δοκιµής, θα πρέπει δε να διασφαλίζεται να µη

ποικίλλει σε ποσοστό µεγαλύτερο του 20%είτε εντός είτε µεταξύ των θαλάµων.

1.7.4 Επιλογή του είδους

Σηµαντικά κριτήρια για την επιλογή του είδους είναι το να βρίσκονται εύκολα, το να µπορούν να λαµβάνονται

στα κατάλληλα µεγέθη και το να µπορούν να διατηρούνται ικανοποιητικά στο εργαστήριο. 'Αλλα κριτήρια για

την επιλογή του είδους των ψαριών είναι η σπουδαιότητά τους από αναπαραγωγικής, εµπορικής και

οικολογικής πλευράς καθώς επίσης και η συγκρίσιµη ευαισθησία, η παρελθούσα επιτυχής χρήση, κλπ.



∆ιάφορα συνιστώµενα είδη περιλαµβάνονται στο παράρτηµα 2.Μπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλα είδη, η
διαδικασία όµως της δοκιµής µπορεί να πρέπει να προσαρµοστεί ώστε να επιτευχθούν οι κατάλληλες συνθήκες

δοκιµής. Στην περίπτωση αυτή θα πρέπει να αναφέρεται η αιτιολογία της επιλογής του είδους και της

πειραµατικής µεθόδου.

1.7.5 ∆ιατήρηση των ψαριών

Ο αρχικός πληθυσµός των ψαριών εγκλιµατίζεται για δύο τουλάχιστον εβδοµάδες σε νερό στη θερµοκρασία

δοκιµής και κατά το διάστηµα αυτό διατρέφεται επαρκώς και µε τον ίδιο τύπο δίαιτας µε εκείνον που πρόκειται

να χρησιµοποιηθεί κατά τη διάρκεια της δοκιµής.

'Επειτα από ένα πρώτο χρονικό διάστηµα 48 ωρών, καταγράφονται οι θνησιµότητες και εφαρµόζονται τα

ακόλουθα κριτήρια:

- Θνησιµότητα µεγαλύτερη του 10%του πληθυσµού σε επτά ηµέρες. Στην περίπτωση αυτή απορρίπτεται

όλη η παρτίδα.

- Θνησιµότητα µεταξύ 5 και 10%του πληθυσµού σε επτά ηµέρες. Συνεχίζεται ο εγκλιµατισµός

για επτά ακόµη ηµέρες.

- Θνησιµότητα µικρότερη του 5% του πληθυσµού σε επτά ηµέρες. Η παρτίδα θεωρείται αποδεκτή. Εάν
κατά τη διάρκεια των επόµενων επτά ηµερών εµφανιστεί θνησιµότητα µεγαλύτερη του 5%,η
όλη παρτίδα απορρίπτεται.

Πρέπει να διασφαλίζεται ότι τα ψάρια που χρησιµοποιούνται στις δοκιµές είναι απηλλαγµένα από τυχόν

εµφανείς ασθένειες ή ανωµαλίες. Αν υπάρχουν άρρωστα ψάρια, αυτά πρέπει να απορρίπτονται. Κατά τη

διάρκεια των δύο εβδοµάδων που προηγούνται της δοκιµής ή κατά τη διάρκεια της δοκιµής, δεν θα πρέπει να

γίνεται καµµία θεραπευτική αγωγή των ψαριών για τυχόν ασθένεια.

1.8 ΕΚΤΕΛΕΣΗ ΤΗΣ ∆ΟΚΙΜΗΣ

1.8.1 Προκαταρκτική δοκιµή

Για τη βελτιστοποίηση των συνθηκών της οριστικής δοκιµής, µπορεί να είναι χρήσιµο να γίνει ένα

προκαταρκτικό πείραµα π.χ. επιλογή της ή των συγκεντρώσεων της προς δοκιµή ουσίας, διάρκεια των φάσεων

πρόσληψης και αποβολής.

1.8.2 Συνθήκες έκθεσης

1.8.2.1 ∆ιάρκεια της φάσης πρόσληψης

Μία πρόβλεψη της διάρκειας της φάσης πρόσληψης µπορεί να γίνει µε βάση εµπειρίες που έχουν αποκτηθεί

στην πράξη (π.χ. από µία προηγούµενη µελέτη ή κάποια χηµική ουσία που σχετίζεται µε τη συσσωρευόµενη) ή
από ορισµένες εµπειρικές σχέσεις στις οποίες χρησιµοποιείται ή η γνωστή υδατοδιαλυτότητα ή ο γνωστός

συντελεστής κατανοµής οκτανόλης/νερού της υπό δοκιµή ουσίας (βλ. παράρτηµα 3).

Η φάση πρόσληψης θα πρέπει να διαρκεί 28 ηµέρες εκτός κι αν αποδεδειγµένα επιτευχθεί νωρίτερα η

ισορροπία. Εάν µέχρι την 28η ηµέρα δεν έχει επιτευχθεί σταθερή κατάσταση, η φάση πρόσληψης θα πρέπει να

παρατείνεται, λαµβάνοντας κι άλλες µετρήσεις, µέχρις ότου επιτευχθεί σταθερή κατάσταση ή για 60 ηµέρες,
όποιο συµβεί νωρίτερα από τα δύο.

1.8.2.2 ∆ιάρκεια της φάσης αποβολής

Για να επιτευχθεί η ενδεδειγµένη (π.χ. 95%)µείωση του φορτίου της ουσίας στο σώµα (βλ. παράρτηµα 3 για

εξήγηση της εκτίµησης) αρκεί συνήθως ένα χρονικό διάστηµα ίσο µε το µισό της διάρκειας της φάσης

πρόσληψης. Εάν ο χρόνος που απαιτείται για την επίτευξη αυτής της τιµής του 95%είναι υπερβολικά µεγάλος,
ξεπερνώντας π.χ. το διπλάσιο της κανονικής διάρκειας της φάσης πρόσληψης (δηλ. περισσότερο από 56
ηµέρες), µπορεί να χρησιµοποιηθεί ένα µικρότερο χρονικό διάστηµα (δηλ. µέχρις ότου η τιµή της

συγκέντρωσης της υπό δοκιµή ουσίας είναι µικρότερη του 10%της τιµής στη σταθερή κατάσταση). Εντούτοις,
για ουσίες που έχουν πολυπλοκότερα διαγράµµατα πρόσληψης και αποβολής από εκείνα που

αντιπροσωπεύονται από το µοντέλο του ενός διαµερίσµατος, µε κινητική πρώτης τάξεως, επιτρέπονται και
µεγαλύτερης διάρκειας φάσεις αποβολής για τον προσδιορισµό των σταθερών ρυθµού απώλειας. Η περίοδος

µπορεί, εντούτοις, να εξαρτάται από την περίοδο κατά την οποία η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στα

ψάρια παραµένει πάνω από το αναλυτικό όριο ανίχνευσης.

1.8.2.3 Αριθµός των υπό δοκιµή ψαριών

Ο αριθµός των ανά συγκέντρωση δοκιµής ψαριών επιλέγεται έτσι ώστε σε κάθε δειγµατοληψία να υπάρχουν

διαθέσιµα τουλάχιστον τέσσερα ψάρια ανά δείγµα. Εάν χρειάζεται µεγαλύτερη στατιστική αξιοπιστία,
απαιτούνται περισσότερα ψάρια ανά δείγµα.



Εάν χρησιµοποιούνται ενήλικα ψάρια, πρέπει να αναφέρεται αν είναι αρσενικά ή θηλυκά ή αν στο πείραµα

χρησιµοποιούνται και από τα δύο. Εάν χρησιµοποιούνται και από τα δύο φύλα τότε, πριν από την έναρξη της

έκθεσης, θα πρέπει να επιβεβαιώνεται ότι οι διαφορές στο λιπιδικό περιεχόµενο των δύο φύλων δεν είναι

σηµαντικές, αφού διαφορετικά µπορεί να χρειάζεται να συγκεντρωθούν ξεχωριστά όλα τα αρσενικά και όλα τα

θηλυκά.

Για κάθε δοκιµή επιλέγονται ψάρια παρόµοιου βάρους έτσι ώστε τα µικρότερα να µην είναι ελαφρύτερα από τα

δύο τρίτα του βάρους των µεγαλυτέρων. 'Ολα τα ψάρια θα πρέπει να είναι της ίδιας τάξης ηλικίας και να

προέρχονται από την ίδια πηγή. Επειδή το βάρος και η ηλικία των φαριών φαίνεται να έχουν µερικές φορές

σηµαντική επίδραση στις τιµές του ΣΒΣ (1), τα στοιχεία αυτά καταγράφονται µε ακρίβεια. Πριν από τη δοκιµή

συνιστάται να ζυγίζεται ένα µερικό δείγµα από το αρχικό απόθεµα των ψαριών για να γίνεται µία εκτίµηση του

µέσου βάρους.

1.8.2.4 Πλήρωση

Για να ελαχιστοποιείται η µείωση της Cw που προκαλείται από την προσθήκη των ψαριών κατά την έναρξη της

δοκιµής και να αποφεύγονται επίσης πτώσεις στη συγκέντρωση του διαλελυµένου οξυγόνου, οι

χρησιµοποιούµενες τιµές του λόγου νερού προς ψάρια είναι υψηλές. Σηµαντικό ρόλο παίζει ο ρυθµός

πλήρωσης να είναι κατάλληλος για το χρησιµοποιούµενο είδος ψαριού. Εν πάσει περιπτώσει, ο συνιστώµενος

συνήθως ρυθµός πλήρωσης είναι 0,1-1,0 gψαριών (υγρό βάρος) ανά λίτρο νερού ανά ηµέρα. Υψηλοί ρυθµοί
πλήρωσης µπορούν να χρησιµοποιηθούν εάν διαφαίνεται ότι η απαιτούµενη συγκέντρωση της υπό δοκιµή

ουσίας µπορεί να διατηρηθεί στα όρια του ±20%και ότι η συγκέντρωση του διαλελυµένου οξυγόνου δεν πέφτει

κάτω από το 60%του σηµείου κορεσµού.

Για να επιλεγούν οι κατάλληλες διαδικασίες πλήρωσης, λαµβάνεται υπόψη το κατάλληλο περιβάλλον

διαβίωσης του είδους. Για παράδειγµα, τα ψάρια που ζουν στο βυθό µπορεί να χρειάζονται µεγαλύτερο

εµβαδόν πυθµένα του ενυδρείου για τον ίδιο όγκο νερού σε σχέση µε τα ψάρια του πελάγους.

1.8.2.5 ∆ιατροφή

Κατά τη διάρκεια των περιόδων εγκλιµατισµού και δοκιµής, τα ψάρια διατρέφονται µε κατάλληλη δίαιτα

γνωστού λιπιδικού και συνολικού πρωτεϊνικού περιεχοµένου, σε ποσότητα ικανή ώστε να παραµένουν σε υγιή

κατάσταση και να διατηρούν το σωµατικό τους βάρος. Τα ψάρια διατρέφονται καθηµερινά καθ' όλη τη

διάρκεια των περιόδων εγκλιµατισµού και δοκιµής σε επίπεδα περίπου 1 έως 2% του σωµατικού τους βάρους

ανά ηµέρα, Με τον τρόπο αυτό η λιπιδική συγκέντρωση στα περισσότερα είδη ψαριών διατηρείται σε ένα

σχετικώς σταθερό επίπεδο κατά την διάρκεια της δοκιµής. Η ποσότητα της τροφής θα πρέπει να

ξαναϋπολογίζεται, π.χ., µία φορά την εβδοµάδα, για να διατηρείται µε συνέπεια το σωµατικό βάρος και το

λιπιδικό περιεχόµενο. Για τον υπολογισµό αυτό, το βάρος των ψαριών σε κάθε θάλαµο δοκιµής µπορεί να

εκτιµάται από το βάρος των προσφάτως δειγµατισθέντων από το θάλαµο αυτό ψαριών. Τα ψάρια που

παραµένουν στο θάλαµο δεν ζυγίζονται.

Τα αποφάγια και οι απεκκρίσεις αποµακρύνονται καθηµερινά από τους θαλάµους δοκιµής µε σιφωνισµό λίγο

µετά τη διατροφή (30 λεπτά έως 1 ώρα). Οι θάλαµοι διατηρούνται όσο το δυνατόν καθαρότεροι καθ' όλη τη

διάρκεια της δοκιµής έτσι ώστε η συγκέντρωση της οργανικής ύλης να διατηρείται όσο το δυνατόν

χαµηλότερη, δεδοµένου ότι η παρουσία οργανικού άνθρακα µπορεί να περιορίσει τη βιοδιαθεσιµότητα της υπό

δοκιµή ουσίας (1).

Επειδή πολλές τροφές προέρχονται από ιχθυάλευρα, οι τροφές θα πρέπει να αναλύονται µήπως τυχόν υπάρχει

σε αυτές η υπό δοκιµή ουσία. Επίσης, καλόν είναι να γίνεται ανάλυση για τυχόν ύπαρξη γεωργικών φαρµάκων

και βαρέων µετάλλων.

1.8.2.6 Φως και θερµοκρασία

Η φωτοπερίοδος είναι συνήθως 12 έως 16 ώρες ενώ η θερµοκρασία (±2oC) θα πρέπει να είναι κατάλληλη για

το είδος των φαριών της δοκιµής (βλ. παράρτηµα 2). Ο τύπος και τα χαρακτηριστικά του φωτισµού θα πρέπει

να είναι γνωστά. Ιδιαίτερη προσοχή θα πρέπει να δίδεται µήπως τυχόν η υπό δοκιµή ουσία

φωτοµετασχηµατίζεται υπό τις συνθήκες φωτισµού της δοκιµής. Θα πρέπει να χρησιµοποιείται κατάλληλος

φωτισµός για να αποφεύγεται η έκθεση των ψαριών σε µη φυσικά φωτοπροϊόντα. Σε ορισµένες περιπτώσεις,
µπορεί να χρειάζεται να χρησιµοποιηθεί κάποιο φίλτρο για την αποµάκρυνση UV ακτινοβολίας κάτω των 290
nm.

1.8.2.7 Συγκεντρώσεις της δοκιµής

Τα ψάρια εκτίθενται υπό συνθήκες διαρκούς ροής σε δύο τουλάχιστον συγκεντρώσεις της υπό δοκιµή ουσίας

στο νερό. Κανονικά, η ανώτερη (ή ανώτατη) συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας επιλέγονται να είναι περίπου

το 1% της οξείας ασυµπτωτικής τιµής της LC50 και τουλάχιστον δέκα φορές υψηλότερη από το όριο

ανίχνευσής της στο νερό µε την χρησιµοποιούµενη αναλυτική µέθοδο.



Η ανώτατη συγκέντρωση δοκιµής µπορεί επίσης να προσδιοριστεί διαιρώντας την οξεία 96h LC50 µε µία

κατάλληλη σχέση οξείας/χρονίας (οι κατάλληλοι λόγοι για ορισµένες χηµικές ουσίες µπορεί να είναι περίπου 3
µέχρι 100).Εάν είναι δυνατόν, η ή οι υπόλοιπες συγκεντρώσεις επιλέγονται έτσι ώστε να διαφέρουν από την

παραπάνω κατά ένα συντελεστή δέκα. Εάν αυτό δεν είναι δυνατόν λόγω του κριτηρίου του 1% της LC50 και

του αναλυτικού ορίου, µπορεί να χρησιµοποιηθεί κατώτερος του 10 συντελεστής ή θα πρέπει να εξεταστεί η

χρήση επισηµασµένης µε
14C ουσίας δοκιµής. Καµµία από τις χρησιµοποιούµενες συγκεντρώσεις δεν θα πρέπει

να είναι υψηλότερη από τη διαλυτότητα της υπό δοκιµή ουσίας.

'Οταν χρησιµοποιείται κάποιος διαλυτοποιητικός παράγοντας, η συγκέντρωσή του δεν θα πρέπει να είναι

µεγαλύτερη από 0,1 ml/l ενώ θα πρέπει να είναι η ίδια σε όλα τα δοχεία δοκιµής. Η συνεισφορά του, µαζί µε
την υπό δοκιµή ουσία, στη συνολική περιεκτικότητα του νερού δοκιµής σε οργανικό άνθρακα θα πρέπει να

είναι γνωστή. Εντούτοις, θα πρέπει να καταβάλλεται κάθε δυνατή προσπάθεια για την αποφυγή χρήσης τέτοιων

υλικών.

1.8.2.8 Μάρτυρες

Στη σειρά δοκιµών θα πρέπει να περιλαµβάνεται και ένας µάρτυρας νερού αραίωσης ή, εφόσον

χρησιµοποιείται τέτοιος παράγοντας, ένας µάρτυρας µε διαλυτοποιητικό παράγοντα, υπό την προϋπόθεση ότι

έχει διαπιστωθεί ότι ο παράγοντας δεν έχει καµµία επίδραση στα ψάρια. Εάν όχι, θα πρέπει να

παρασκευάζονται και οι δύο µάρτυρες.

1.8.3 Συχνότητα λήψης µετρήσεων της ποιότητας του νερού

Κατά τη διάρκεια της δοκιµής, σε όλα τα δοχεία θα πρέπει να διενεργούνται µετρήσεις της συγκέντρωσης του

διαλελυµένου οξυγόνου, του TOC, του pH και της θερµοκρασίας. Στους µάρτυρες και σε ένα δοχείο µε την

ανώτερη (ή ανώτατη) συγκέντρωση θα πρέπει να διενεργούνται µετρήσεις της ολικής σκληρότητας και

αλατότητας, εάν χρειάζεται. Το διαλελυµένο οξυγόνο και η αλατότητα, εφόσον χρειάζεται, θα πρέπει να

µετριούνται τουλάχιστον τρεις φορές - στην αρχή, γύρω στο µέσον και στο τέλος της περιόδου πρόσληψης -
και µία φορά την εβδοµάδα κατά την περίοδο αποβολής. Ο TOC θα πρέπει να µετριέται στην αρχή της δοκιµής

(24hκαι 48hπριν από την έναρξη της φάσης πρόσληψης) πριν από την προσθήκη των ψαριών και τουλάχιστον

µία φορά την εβδοµάδα κατά τη διάρκεια τόσο της φάσης πρόσληψης όσο και της φάσης αποβολής. Η

θερµοκρασία θα πρέπει να µετριέται κάθε µέρα, το pH στην αρχή και στο τέλος κάθε περιόδου και η

σκληρότητα µία φορά σε κάθε δοκιµή. Η θερµοκρασία θα πρέπει κατά προτίµηση να παρακολουθείται

συνεχώς σε ένα τουλάχιστον δοχείο.

1.8.4 ∆ειγµατοληψία και ανάλυση ψαριών και νερού

1.8.4.1 Χρονοδιάγραµµα δειγµατοληψίας ψαριών και νερού

∆είγµατα νερού για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης της υπό δοκιµή ουσίας λαµβάνονται πριν από την

προσθήκη των ψαριών και κατά τη διάρκεια των φάσεων πρόσληψης και αποβολής. Τα δείγµατα του νερού

λαµβάνονται τουλάχιστον ταυτόχρονα µε τα ψάρια και πριν από τη διατροφή. Κατά τη διάρκεια της φάσης

πρόσληψης προσδιορίζονται οι συγκεντρώσεις της υπό δοκιµή ουσίας για να ελέγχεται αν είναι σύµφωνες µε τα

κριτήρια εγκυρότητας.

∆είγµατα ψαριών λαµβάνονται τουλάχιστον πέντε φορές κατά τη διάρκεια της φάσης πρόσληψης και

τουλάχιστον τέσσερις φορές κατά τη διάρκεια της φάσης αποβολής. Επειδή ορισµένες φορές είναι δύσκολο να

γίνει µία λογικά ακριβής εκτίµηση της τιµής του ΣΒΣ µε βάση τον αριθµό αυτό δειγµάτων, ιδιαίτερα όταν η

κινητική της αποβολής δεν είναι µία απλή κινητική πρώτης τάξεως, µπορεί να πρέπει να λαµβάνονται δείγµατα

µε υψηλότερες συχνότητες και τις δύο περιόδους (βλ. παράρτηµα 4). Τα επιπλέον δείγµατα αποθηκεύονται και

αναλύονται µόνον αν τα αποτελέσµατα του πρώτου γύρου αναλύσεων αποδειχθούν απρόσφορα για τον

υπολογισµό του ΣΒΣ µε την επιθυµητή ακρίβεια.

'Ενα παράδειγµα αποδεκτού χρονοδιαγράµµατος δειγµατοληψίας δίδεται στο παράρτηµα 4. Μπορούν το ίδιο

εύκολα να καταρτιστούν και άλλα χρονοδιαγράµµατα χρησιµοποιώντας άλλες καθ' υπόθεση τιµές Pow για τον

υπολογισµό του χρόνου έκθεσης για πρόσληψη ύψους 95%.

Η δειγµατοληψία συνεχίζεται κατά τη διάρκεια της φάσης πρόσληψης µέχρις ότου αποκατασταθεί σταθερή

κατάσταση ή για 28 ηµέρες, ανάλογα µε το ποιό από τα δύο είναι ενωρίτερα. Εάν µέσα σε 28 ηµέρες δεν

αποκατασταθεί σταθερή κατάσταση, η δειγµατοληψία συνεχίζεται µέχρις ότου αποκατασταθεί σταθερή

κατάσταση ή για 60 ηµέρες, ανάλογα µε το ποιά περίπτωση φθάνει ενωρίτερα. Πριν αρχίσει η φάση αποβολής

τα ψάρια µεταφέρονται σε καθαρές δεξαµενές.

1.8.4.2 ∆ειγµατοληψία και παρασκευή δείγµατος

∆είγµατα νερού για ανάλυση λαµβάνονται π.χ. δια σιφωνισµού µέσω αδρανών σωληνώσεων από ένα κεντρικό

σηµείο του θαλάµου δοκιµής. Επειδή ούτε η διήθηση ούτε η φυγοκέντρηση φαίνεται να διαχωρίζουν πάντοτε

το µη βιοδιαθέσιµο κλάσµα της υπό δοκιµή ουσίας από εκείνο που είναι βιοδιαθέσιµο (ειδικά στην περίπτωση

υπερλιπόφιλων χηµικών ουσιών δηλ. των ουσιών εκείνων µε log Pow >5) (1)(5),τα δείγµατα µπορούν να µην

υποβάλλονται σε αυτές τις κατεργασίες.



Αντ' αυτού, θα πρέπει να λαµβάνονται µέτρα ώστε οι δεξαµενές να διατηρούνται όσο το δυνατόν καθαρότερες

ενώ κατά τη διάρκεια τόσο της φάσης πρόσληψης όσο και της φάσης αποβολής θα πρέπει να παρακολουθείται

η περιεκτικότητα σε συνολικό οργανικό άνθρακα.

Σε κάθε δειγµατοληψία, από τους θαλάµους δοκιµής λαµβάνεται κατάλληλος αριθµός ψαριών (κανονικά
τουλάχιστον τέσσερα). Τα δειγµατοληπτούµενα ψάρια πλένονται γρήγορα µε νερό, στεγνώνονται µε

απορροφητικό χαρτί, θανατώνονται ακαριαία µε τον προσφορώτερο και ανθρωπιστικότερο τρόπο και κατόπιν

ζυγίζονται.

Προτιµότερο είναι η ανάλυση των ψαριών και του νερού να γίνεται αµέσως µετά τη δειγµατοληψία για να

εµποδίζεται τυχόν αποικοδόµηση ή άλλες απώλειες και να υπολογίζονται κατά προσέγγιση ρυθµοί πρόσληψης

και αποβολής καθώς προχωρεί η δοκιµή. Με την άµεση ανάλυση αποφεύγονται επίσης καθυστερήσεις στον

προσδιορισµό όταν έχει επιτευχθεί σταθερή κατάσταση.

Αν δεν µπορεί να γίνει αµέσως η ανάλυση, τα δείγµατα αποθηκεύονται µε µία κατάλληλη µέθοδο. Πριν αρχίσει
η µελέτη, λαµβάνονται πληροφορίες σχετικα µε την καταλληλότερη µέθοδο αποθήκευσης για τη συγκεκριµένη

ουσία - π.χ., βαθεία κατάψυξη, διατήρηση στους 4oC, διάρκεια της αποθήκευσης, εκχύλιση, κλπ.

1.8.4.3 Ποιότητα της αναλυτικής µεθόδου

Επειδή η όλη διαδικασία εξαρτάται βασικά από την ορθότητα, την ακρίβεια και την ευαισθησία της αναλυτικής

µεθόδου που χρησιµοποιείται για την υπό δοκιµή ουσία, ελέγχεται πειραµατικά αν η ακρίβεια και

αναπαραγωγιµότητα της ανάλυσης της ουσίας, καθώς επίσης και η ανάκτηση της υπό δοκιµη ουσίας, από το

νερό και τα ψάρια είναι ικανοποιητικές για τη συγκεκριµένη µέθοδο. Ελέγχεται επίσης µήπως τυχόν στο

χρησιµοποιούµενο νερό αραιώσεως υπάρχει ανιχνεύσιµη ποσότητα της υπό δοκιµή ουσίας.

Εφόσον χρειάζεται, οι ευρισκόµενες από τη δοκιµή τιµές των Cw και Cf διορθώνονται για να ληφθούν υπόψη οι

τιµές ανάκτησης και οι τιµές προϋπαρχουσών συγκεντρώσεων στους µάρτυρες. Ο χειρισµός των δειγµάτων του

νερού και των ψαριών γίνεται µε τέτοιο τρόπο ώστε να ελαχιστοποιούνται οι κίνδυνοι µόλυνσης και απωλειών

(που προέρχονται π.χ. από προσρόφηση από τον εξοπλισµό δειγµατοληψίας).

1.8.4.4 Ανάλυση του δείγµατος ψαριών

Εάν στη δοκιµή χρησιµοποιούνται ραδιοϊχνηθετηµένα υλικά, µπορεί ή να προσδιοριστεί το σύνολο του

ραδιοϊχνηθέτη (δηλ. µητρική ουσία και µεταβολίτες) ή τα δείγµατα να καθαριστούν έτσι ώστε να µπορεί να

αναλυθεί µόνον η µητρική ουσία. Επίσης, οι βασικοί µεταβολίτες µπορούν να χαρακτηριστούν ή σε σταθερή

κατάσταση ή στο τέλος της φάσης πρόσληψης, όποιο έλθει ενωρίτερα. Εάν ο ΣΒΣ ως προς τα συνολικά

ραδιοϊχνηθετηµένα υπολείµµατα είναι ≥1000%, µπορεί να είναι προτιµότερο, σε ορισµένες δε κατηγορίες

χηµικών ουσιών όπως τα γεωργικά φάρµακα συνιστάται ιδιαίτερα, να ταυτοποιούνται και να προσδιορίζονται

ποσοτικά τα προϊόντα αποικοδόµησης που αντιπροσωπεύουν ποσοστό ≥10% των συνολικών υπολειµµάτων

στους ιστούς των ψαριών σε σταθερή κατάσταση. Εάν ταυτοποιηθούν και προσδιοριστούν ποσοτικώς προϊόντα
αποικοδόµησης που αντιπροσωπεύουν ποσοστό ≥10% των συνολικών ραδιοϊχνηθετηµένων υπολειµµάτων

στους ιστούς των ψαριών, συνιστάται επίσης να ταυτοποιούνται και να προσδιορίζονται ποσοτικά και τα

προϊόντα αποικοδόµησης στο νερό δοκιµής.

Η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας πρέπει συνήθως να προσδιορίζεται σε κάθε ζυγισµένο επιµέρους ψάρι.
Εάν κάτι τέτοιο δεν είναι δυνατόν, µπορεί να γίνεται συγκέντρωση των δειγµάτων σε κάθε δειγµατοληψία αλλά

η συγκέντρωση περιορίζει τις στατιστικές διαδικασίες που µπορούν να εφαρµοστούν στα δεδοµένα. Εάν παίζει

σηµαντικό ρόλο το να εφαρµοστεί κάποια συγκεκριµένη στατιστική διαδικασία και αξιοπιστία, τότε στη

δοκιµή θα πρέπει να χρησιµοποιείται ο κατάλληλος αριθµός ψαριών που συµβαδίζει µε την επιθυµητή

διαδικασία συγκέντρωσης και αξιοπιστία (6)(7).

Ο ΣΒΣ θα πρέπει να εκφράζεται ως συνάρτηση του συνολικού υγρού βάρους και, στην περίπτωση λίαν

λιπόφιλων ουσιών, ως συνάρτηση του λιπιδικού περιεχοµένου. Εφόσον είναι δυνατόν, το λιπιδικό περιεχόµενο

των ψαριών προσδιορίζεται σε κάθε δειγµατοληψία. Για τον προσδιορισµό του λιπιδικού περιεχοµένου θα

πρέπει να χρησιµοποιούνται κατάλληλες µέθοδοι (σηµ. 8 και 2 του παραρτήµατος 3). Ως πρότυπη µέθοδος

µπορεί να χρησιµοποιηθεί η τεχνική της εκχύλισης µε χλωροφόρµιο/µεθανόλη (9). Οι διάφορες υπάρχουσες

µέθοδοι δεν δίδουν ταυτόσηµα αποτελέσµατα (10), εποµένως παίζει σηµαντικό ρόλο το να δίδονται στοιχεία

για τη χρησιµοποιούµενη µέθοδο. Εφόσον είναι δυνατόν, η ανάλυση για τα λιπίδια θα πρέπει να γίνεται στο

ίδιο εκχύλισµα µε εκείνο που προορίζεται για ανάλυση της υπό δοκιµή ουσίας, επειδή τα λιπίδια πρέπει συχνά

να αποµακρύνονται από το εκχύλισµα πριν αυτό υποβληθεί σε χρωµατογραφική ανάλυση. Το λιπιδικό

περιεχόµενο των ψαριών (ως mg/kg υγρού βάρους) στο τέλος του πειράµατος δεν θα πρέπει να διαφέρει από

εκείνο της αρχής περισσότερο από ±25%.Θα πρέπει επίσης να αναφέρεται και η % περιεκτικότητα των ιστών

σε στερεά ώστε να µπορεί να γίνεται µετατροπή της λιπιδικής συγκέντρωσης από ξηρά σε υγρή βάση.



2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Η καµπύλη πρόσληψης της υπό δοκιµή ουσίας λαµβάνεται µε γραφική παράσταση της συγκέντρωσής της

στα/επί των ψαριών (ή των συγκεκριµένων ιστών) στη φάση πρόσληψης συναρτήσει του χρόνου σε

αριθµητικές κλίµακες. Εάν η καµπύλη έχει φθάσει σε “πλατώ”, αν δηλ. παρουσιάζει ασυµπτωτική σχεδόν

πορεία σε σχέση µε τον άξονα του χρόνου, ο ΣΒΣσκ υπολογίζεται από τον τύπο:

Cf σε σταθερή κατάσταση (µέση)
Cw σε σταθερή κατάσταση (µέση)

Εάν δεν επιτευχθεί σταθερή κατάσταση, ενδέχεται να µπορεί να υπολογιστεί ένας ΣΒΣσκ επαρκούς ακρίβειας

από πλευράς εκτίµησης κινδύνων από µία "σταθερή κατάσταση" στο 80% (1,6/k2) ή 95% (3,0/k2) της

ισορροπίας.

Προσδιορίζεται επίσης και ο συντελεστής συγκέντρωσης (ΣΒΣκ), ως ο λόγος k1/k2, των δύο σταθερών

κινητικής πρώτης τάξεως. Η σταθερά ρυθµού αποβολής (k2) προσδιορίζεται συνήθως από την καµπύλη

αποβολής (δηλ. τη γραφική παράσταση της µείωσης της συγκέντρωσης της υπό δοκιµή ουσίας στα ψάρια

συναρτήσει του χρόνου). Κατόπιν υπολογίζεται η σταθερά ρυθµού πρόσληψης (k1) µε βάση την k2 και µία τιµή

Cf που προέρχεται από την καµπύλη πρόσληψης (βλ. επίσης παράρτηµα 5). Η µέθοδος που προτιµάται για τη

λήψη του ΣΒΣκ και των σταθερών k1 και k2, είναι η χρήση µεθόδων εκτίµησης µη γραµµικών παραµέτρων σε

ηλεκτρονικό υπολογιστή (11). ∆ιαφορετικά, για τον υπολογισµό των k1 και k2 µπορούν να χρησιµοποιηθούν

γραφικές µέθοδοι. Εάν η καµπύλη αποβολής είναι φανερό ότι δεν ανήκει στις καµπύλες πρώτης τάξεως, τότε
θα πρέπει να χρησιµοποιούνται πολυπλοκότερα µοντέλα (βλ. βιβλιογραφία παραρτήµατος 3) και να ζητούνται

οδηγίες από έναν βιοστατιστικολόγο.

2.2 ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Τα αποτελέσµατα θα πρέπει να ερµηνεύονται µε προσοχή αν οι µετρούµενες συγκεντρώσεις των διαλυµάτων

δοκιµής βρίσκονται σε επίπεδα κοντά στο όριο ανίχνευσης της αναλυτικής µεθόδου.

Εάν οι καµπύλες πρόσληψης και αποβολής είναι σαφώς οριοθετηµένες, αυτό αποτελεί ένδειξη δεδοµένων

βιοσυγκέντρωσης καλής ποιότητας. Η διαφορά στις σταθερές πρόσληψης/αποβολής µεταξύ των δύο

συγκεντρώσεων της δοκιµής θα πρέπει να είναι λιγότερο του 20%.Εάν παρατηρηθούν σηµαντικές διαφορές

στους ρυθµούς πρόσληψης/αποβολής µεταξύ των δύο χρησιµοποιούµενων συγκεντρώσεων δοκιµής, αυτές θα

πρέπει να καταγράφονται και να δίδονται πιθανές εξηγήσεις. Γενικά, το όριο εµπιστοσύνης των ΣΒΣ που

λαµβάνονται από καλοσχεδιασµένες µελέτες πλησιάζει το ±20%.

3. ΣΥΝΤΑΞΗ ΕΚΘΕΣΕΩΣ

Στην έκθεση δοκιµής πρέπει να περιλαµβάνονται τα ακόλουθα στοιχεία:

3.1 ΥΠΟ ∆ΟΚΙΜΗ ΟΥΣΙΑ:

- Φυσική µορφή και, όπου απαιτείται, φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά;

- ∆εδοµένα χηµικής ταυτοποίησης (στα οποία συµπεριλαµβάνεται και η περιεκτικότητα σε οργανικό

άνθρακα, αν χρειάζεται);

- Εφόσον έχει πραγµατοποιηθεί ραδιοϊχνηθέτηση, η ακριβής θέση του ή των επισηµασµένων ατόµων και

το ποσοστό ραδιενέργειας που οφείλεται σε προσµείξεις;

3.2 ΥΠΟ ∆ΟΚΙΜΗ ΕΙ∆ΟΣ:

- Επιστηµονική ονοµασία, στέλεχος, πηγή, τυχόν προηγηθείσα αγωγή, εγκλιµατισµός, ηλικία, κλίµακα
µεγεθών, κλπ.

3.3 ΣΥΝΘΗΚΕΣ ∆ΟΚΙΜΗΣ:

- Χρησιµοποιηθείσα διαδικασία δοκιµής (ροής νερού ή ηµιστατική);

- Τύπος και χαρακτηριστικά του χρησιµοποιηθέντος φωτισµού και φωτοπερίοδος(οι);



- Σχέδιο δοκιµής (π.χ. αριθµός και µέγεθος θαλάµων δοκιµής, ρυθµός αντικατάστασης νερού, αριθµός
ταυτόσηµων επαναλήψεων, αριθµός ψαριών ανά ταυτόσηµη επανάληψη, αριθµός συγκεντρώσεων
δοκιµής, διάρκεια των φάσεων πρόσληψης και αποβολής, συχνότητα δειγµατοληψίας για τη λήψη

δειγµάτων ψαριών και νερού);

- Μέθοδος παρασκευής αρχικών διαλυµάτων και συχνότητα ανανέωσης (εφόσον χρησιµοποιείται, πρέπει
να αναφέρεται ο διαλυτοποιητικός παράγοντας, η συγκέντρωσή του και η συνεισφορά του στη

συγκέντρωση οργανικού άνθρακα στο νερό δοκιµής);

- Οι ονοµαστικές συγκεντρώσεις των δοκιµών, οι µέσες τιµές των µετρουµένων τιµών και οι τυπικές
αποκλίσεις τους στα δοχεία δοκιµής και η µέθοδος µε την οποία επιτεύχθηκαν;

- Πηγή του νερού αραίωσης, περιγραφή τυχόν προηγηθείσας επεξεργασίας, αποτελέσµατα οποιασδήποτε

αποδεικτικής διαδικασίας για την ικανότητα των υπό δοκιµή ψαριών να ζουν στο νερό και

χαρακτηριστικά του νερού ήτοι pH, σκληρότητα, θερµοκρασία, συγκέντρωση διαλελυµένου οξυγόνου,
επίπεδα υπολειµµατικού χλωρίου (εφόσον µετράται), συνολικός οργανικός άνθρακας, αιωρούµενα
στερεά, αλατότητα του µέσου δοκιµής (εφόσον χρειάζεται) και οποιεσδήποτε άλλες
πραγµατοποιηθείσες µετρήσεις;

- Ποιότητα του νερού στα δοχεία δοκιµής, pH,σκληρότητα, TOC,θερµοκρασία και

συγκέντρωση διαλελυµένου οξυγόνου;

- Λεπτοµερείς πληροφορίες για τη διατροφή (π.χ. τύπος τροφής, πηγή, σύσταση - τουλάχιστον λιπιδικό
και πρωτεϊνικό περιεχόµενο εάν είναι δυνατόν, δοθείσες ποσότητες και συχνότητα);

- στοιχεία για την κατεργασία των δειγµάτων ψαριών και νερού, συµπεριλαµβανοµένων και στοιχείων
παρασκευής, αποθήκευσης, διαδικασιών εκχύλισης και αναλύσεως (και ακρίβεια) για την υπό δοκιµή

ουσία και το λιπιδικό περιεχόµενο (εφόσον µετριέται).

3.4 AΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ:

- Αποτελέσµατα από τυχόν πραγµατοποιηθείσα προκαταρκτική µελέτη;

- Θνησιµότητα των µαρτύρων και των υπό δοκιµή ψαριών σε κάθε θάλαµο έκθεσης και τυχόν

παρατηρηθείσα ανώµαλη συµπεριφορά;

- Το λιπιδικό περιεχόµενο των ψαριών (εάν έγινε προσδιορισµός κατά τη δοκιµή);

- Καµπύλες (συµπεριλαµβανοµένων και όλων των µετρηθέντων δεδοµένων) από τις οποίες φαίνεται η

πρόσληψη και αποβολή της χηµικής ουσίας στα ψάρια κατά το χρονικό διάστηµα µέχρι τη σταθερή

κατάσταση;

- Οι Cf και Cw (µε τυπική απόκλιση και εύρος, αν απαιτείται) για όλες τις χρονικές στιγµές

δειγµατοληψίας (µε την Cf εκφραζόµενη σε µg/gυγρού βάρους (ppm)του συνόλου του σώµατος ή

συγκεκριµένων ιστών του π.χ. λιπίδια, και την Cw σε µg/ml (ppm)),καθώς και οι τιµές Cw για τη

σειρά των µαρτύρων (θα πρέπει να αναφέρεται και η προϋπάρχουσα);

- Ο συντελεστής βιοσυγκέντρωσης σταθερής κατάστασης (ΣΒΣσκ) και/ή ο συντελεστής κινητικής

συγκέντρωσης (ΣΒΣκ) και, εφόσον γίνεται, 95%όρια εµπιστοσύνης για τις σταθερές ρυθµού

πρόσληψης και αποβολής (εκφραζόµενες όλες σε σχέση µε το σύνολο του σώµατος και το συνολικό

λιπιδικό περιεχόµενο, εφόσον µετριέται, των ζώων ή συγκεκριµένων ιστών τους), όρια εµπιστοσύνης

και τυπική απόκλιση (εφόσον υπάρχουν) και µέθοδοι υπολογισµού/ανάλυσης δεδοµένων για κάθε

χρησιµοποιούµενη συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας;

- ‘Οπου χρησιµοποιούνται ραδιοϊχνηθετηµένες ουσίες και, εφόσον απαιτείται, η συσσώρευση τυχόν

ανιχνευόµενων µεταβολιτών;

- Οτιδήποτε ασύνηθες γύρω από τη δοκιµή, οποιαδήποτε απόκλιση από τις διαδικασίες αυτές και

οποιεσδήποτε άλλες σχετικές πληροφορίες;

Η λήψη αποτελεσµάτων µε τον χαρακτηρισµό "µη ανιχνευόµενο στο όριο ανιχνεύσεως" θα πρέπει να

αποφεύγεται όσο είναι δυνατόν µε την εφαρµογή µεθόδου προδοκιµής και µε κατάλληλο πειραµατικό

σχεδιασµό, επειδή τα αποτελέσµατα αυτά δεν µπορούν να χρησιµοποιηθούν για τον υπολογισµό σταθερών

ρυθµού.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1

ΧΗΜΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΕΝΟΣ ΑΠΟ∆ΕΚΤΟΥ ΝΕΡΟΥ ΑΡΑΙΩΣΕΩΣ

ΟΥΣΙΑ ΟΡΙΑΚΗ

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

1 Σωµατίδια 5 mg/l

2 Ολικός οργανικός άνθρακας 2 mg/l

3 Μη ιονισµένη αµµωνία 1 µg/l

4 Υπολείµµατα χλωρίου 10µg/l

5 Σύνολο οργανοφωσφορικών γεωργικών

φαρµάκων

50 ng/l

6 Σύνολο οργανοχλωριούχων γεωργικών

φαρµάκων µαζί µε πολυχλωριωµένα διφαινύλια

50 ng/l

7 Ολικό οργανικό χλώριο 25 ng/l

8 Αργίλλιο 1 µg/l

9 Αρσενικό 1 µg/l

10 Χρώµιο 1 µg/l

11 Κοβάλτιο 1 µg/l

12 Χαλκός 1 µg/l

13 Σίδηρος 1 µg/l

14 Μόλυβδος 1 µg/l

15 Νικέλιο 1 µg/l

16 Ψευδάργυρος 1 µg/l

17 Κάδµιο 100 ng/l

18 Υδράργυρος 100 ng/l

19 'Αργυρος 100 ng/l



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2

ΣΥΝΙΣΤΩΜΕΝΑ ΓΙΑ ΤΙΣ ∆ΟΚΙΜΕΣ ΕΙ∆Η ΨΑΡΙΩΝ

Συνιστώµενα είδη Συνιστώµενη

περιοχή

θερµοκρασίας

δοκιµής (οC)

Συνιστώµενο ολικό

µήκος ψαριών

δοκιµής (cm)

1 Danio rerio(1) (Teleostei, Cyprinidae)
(Hamilton-Buchanan)Ζέµπρα

20 - 25 3,0� 0,5

2 Pimephales promelas(Teleostei, Cyprinidae)
(Rafinesque)Λιποκέφαλος φοξίνος

20 - 25 5,0� 2,0

3 Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae)
(Linnaeus)Κυπρίνος ή γριβάδι

20 - 25 5,0� 3,0

4 Oryzias latipes(Teleostei, Poeciliidae)
(Temminck and Schlegel)Ρυζόψαρο

20 - 25 4,0� 1,0

5 Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae)
(Peters)Γκάπυ

20 - 25 3,0� 1,0

6 Lepomis macrochirus(Teleostei,
Centrarchidae) (Rafinesque)Γαλαζολιόψαρο

20 - 25 5,0� 2,0

7 Oncorhynchus mykiss(Teleostei,Salmonidae)
(Walbaum)Ιριδίζουσα πέστροφα

13 - 17 8,0� 4,0

8 Gasterosteus aculeatus(Teleostei,
Gasterosteidae)(Linnaeus)Τριάκανθος

γαστερόστεος ή αγκαθερό

18 - 20 3,0� 1,0

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

Σε πολλές χώρες χρησιµοποιούνται διάφορα θαλασσινά είδη ή είδη διαβιούντα στις εκβολές ποταµών, π.χ.

Κηλιδόψαρο (λειόστοµος) Leiostomus xanthurus

Προβατοκέφαλος Cyprinodonvariegatus

Πλευρασηµόψαρο Menidia berylinna

Πέρκα Cymatogaster aggregata

Αγγλική γλώσσα Parophrys vetulus

Ελαφόκερος καλλιώνυµος Leptocottus armatus

Τριάκανθος γαστερόστεος Gasterosteus aculeatus

Λαυράκι Dicentracus labrax

Σίρκο Alburnus alburnus

ΣΥΛΛΟΓΗ

Τα ψάρια των γλυκών νερών που παρατίθενται στον παραπάνω πίνακα είναι εύκολο να εκτραφούν και/ή
βρίσκονται εύκολα καθ' όλη τη διάρκεια του χρόνου, ενώ τα θαλασσινά είδη και τα είδη που διαβιούν στις

εκβολές ποταµών περιορίζονται εν µέρει στις αντίστοιχες χώρες. Μπορούν να εκτραφούν και να

καλλιεργηθούν είτε σε ιχθυοτροφεία είτε στο εργαστήριο, υπό ελεγχόµενες από πλευράς ασθενειών και

παρασίτων συνθήκες, έτσι ώστε τα προς δοκιµή ζώα να είναι υγιή και γνωστής καταγωγής. Τα ψάρια αυτά

µπορούν να βρεθούν σε πολλά µέρη του κόσµου.



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3

ΠΡΟΒΛΕΨΗ ΤΗΣ ∆ΙΑΡΚΕΙΑΣ ΤΩΝ ΦΑΣΕΩΝ ΠΡΟΣΛΗΨΗΣ ΚΑΙ ΑΠΟΒΟΛΗΣ

1.Πρόβλεψη της διάρκειας της φάσης πρόσληψης

Πριν από την πραγµατοποίηση της δοκιµής, µπορεί να γίνει µία εκτίµηση της k2 και συνεπώς κάποιου

ποσοστού του χρόνου που απαιτείται για την επίτευξη σταθερής κατάστασης από εµπειρικές σχέσεις µεταξύ

της k2 και του συντελεστή κατανοµής n-οκτανόλης/νερού (Pow) ή της k2 και της υδατοδιαλυτότητας (s).

Μία εκτίµηση της k2 (ηµέρα-1) µπορεί να γίνει π.χ. από την ακόλουθη εµπειρική σχέση (1):

log10 k2 = -0,414 log10(Pow) + 1,47(r2=0,95) [εξίσωση 1]

Για άλλες σχέσεις βλ. παραποµπή (2)

Εάν ο συντελεστής κατανοµής (Pow) δεν είναι γνωστός, µία εκτίµησή του µπορεί να γίνει (3) αν ξέρουµε την

υδατοδιαλυτότητα (s) της ουσίας µέσω της σχέσης:

log10 (Pow) = 0,862 log10(s) + 0,710 (r2 = 0,994) [εξίσωση 2]

όπου s =διαλυτότητα (moles/l) : (n=36)

Οι σχέσεις αυτές εφαρµόζονται µόνον σε ουσίες µε τιµές log Pow µεταξύ 2 και 6,5 (4).

Ο χρόνος για να φθάσουµε σε κάποιο ποσοστό σταθερής κατάστασης µπορεί να υπολογιστεί, χρησιµοποιώντας
την εξ εκτιµήσεως τιµή της k2, από τη γενική κινητική εξίσωση που περιγράφει την πρόσληψη και αποβολή

(κινητική πρώτης τάξεως):

dC

dt w f
f k c k c= −1 2. .

ή εάν η Cw είναι σταθερά:

c c ef
k
k w

k t= − −1

2

21. ( ) [εξίσωση 3]

'Οταν έχει επιτευχθεί σταθερή κατάσταση (t->�), η εξίσωση 3 µπορεί να γίνει (5)(6):

c cf
k
k w= 1

2
. ή Cf / Cw = k1 / k2 = ΣΒΣ

Τότε η k1/k2.Cw είναι µία προσέγγιση της συγκέντρωσης στο ψάρι σε "σταθερή κατάσταση” (Cf,s).

Η εξίσωση 3 µπορεί να γραφεί ως:

Cf = Cf,s (1-e -k
2

t ) or
c

c
ef

fs

k t= − −1 2 [ εξίσωση 4]

Εφαρµόζοντας την εξίσωση 4, µπορεί να προβλεφθεί ο χρόνος που απαιτείται για την επίτευξη κάποιου

ποσοστού σταθερής κατάστασης όταν έχει προεκτιµηθεί η k2 µε την εξίσωση 1 ή 2.

Κατά κανόνα, η στατιστικώς άριστη διάρκεια της φάσης πρόσληψης για τη λήψη στατιστικώς αποδεκτών

δεδοµένων (ΣΒΚΚ) είναι το διάστηµα εκείνο που απαιτείται ώστε η καµπύλη του λογαρίθµου της

συγκέντρωσης της υπό δοκιµή ουσίας στα ψάρια που χαράσσεται συναρτήσει του χρόνου να φθάσει στο µέσο

της, ή 1,6/k2, ή το 80% της σταθερής κατάστασης αλλά όχι περισσότερο από 3,0/k2 ή το 95% της σταθερής

κατάστασης (7).



Ο χρόνος που απαιτείται για να φθάσουµε στο 80%της σταθερής κατάστασης είναι (εξίσωση 4):

0.80 = 1 -e -k
2

t 80
ή t k80

1 6
2

= . [εξίσωση 5]

Οµοίως, η αντίστοιχη εξίσωση για το 95%της σταθερής κατάστασης είναι :

t k95
3 0

2
= . [εξίσωση 6]

Για παράδειγµα, η διάρκεια της φάσης πρόσληψης για µία υπό δοκιµή ουσία µε log Pow=4 θα είναι

(εφαρµόζοντας τις εξισώσεις 1,5,6):

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

προσλ.(80%) = 1,6/0,652,δηλ. 2,45ηµέρες (59ώρες)

ή προσλ.(95%) = 3,0/0,652,δηλ. 4,60ηµέρες (110ώρες)

Οµοίως, για µία υπό δοκιµή ουσία µε s = 10-5 mol/l (log(s) = -5,0),η διάρκεια της πρόσληψης θα είναι

(εφαρµόζοντας τις εξισώσεις 1,2,5,6)

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

log10 K2 = -0,414 (5,02) + 1,47

k2 = 0,246ηµέρες-1

προσλ.(80%) = 1,6/0,246,δηλ. 6,5ηµέρες (156ώρες)

ή προσλ.(95%) = 3,0/0,246,δηλ. 12,2ηµέρες (293ώρες)

Εναλλακτικώς, µπορεί να χρησιµοποιηθεί η έκφραση:

teq = 6,54 x 10-3 Pow + 55,31 (ώρες)

για τον υπολογισµό του χρόνου που απαιτείται για την επίτευξη ικανής σταθερής κατάστασης (4).

2.Πρόβλεψη της διάρκειας της φάσης αποβολής

Μία πρόβλεψη του χρόνου που απαιτείται για να µειωθεί το σωµατικό φορτίο σε ένα ορισµένο ποσοστό της

αρχικής συγκέντρωσης µπορεί επίσης να ληφθεί και από την γενική εξίσωση που περιγράφει την πρόσληψη και

την αποβολή (κινητική πρώτης τάξεως)(1)(8)

Για τη φάση αποβολής, η Cw υποτίθεται ότι είναι µηδέν. Η εξίσωση µπορεί να αναχθεί σε:

dC

dt f
f k C= − 2 ή C C ef f o

k t= −
, . 2

όπου Cf,o είναι η συγκέντρωση στην αρχή της περιόδου αποβολής. Ποσοστό 50%αποβολής επιτυγχάνεται κατά

τη χρονική στιγµή (t50) :

C

C
k tf

f o
e

,
= = −1

2
2 50 ή t k50

0 693
2

= .

Οµοίως, ποσοστό αποβολής 95%επιτυγχάνεται κατά τη χρονική στιγµή:

t k95
3 0

2
= .



Εάν για την πρώτη περίοδο εφαρµόζεται 80% πρόσληψη (1,6/k2) και 95% απώλεια κατά τη φάση αποβολής

(3,0/κ2), τότε η φάση αποβολής είναι περίπου διπλάσια της διάρκειας της φάσης πρόσληψης.

Αξίζει να σηµειωθεί εντούτοις ότι οι εκτιµήσεις βασίζονται στην υπόθεση ότι οι φάσεις πρόσληψης και

αποβολής ακολουθούν κινητική πρώτης τάξεως. Εάν είναι προφανές ότι δεν ακολουθείται κινητική πρώτης

τάξεως, τότε θα πρέπει να χρησιµοποιούνται πολυπλοκότερα µοντέλα (π.χ. παραποµπή (1)).

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ (παραρτήµατος 3)
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2) Kristensen P. (1991) Bioconcentration in fish: comparison of BCF’s derived from OECD
and ASTM testing methods; influence of particulate matter to the bioavailability of
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3) Chiou C.T. and Schmeding D.W. (1982) Partitioning of organic compounds in octanol-
water systems. Environ. Sci. Technol.16, (1),σελ. 4-10.

4) Hawker D.W. and Connel D.W. (1988) Influence of partition coefficient of lipophilic
compounds on bioconcentration kinetics with fish. Wat. Res.22 (6), σελ. 701-707.

5) Branson D.R., Blau G.E., Alexander H.C. and Neely W.B. (1975) Transactions of the American
Fisheries Society,104, (4),σελ. 785-792.

6) Ernst W. (1985) Accumulation in Aquatic organisms. In: Appraisal of tests to predict the
environmental behaviour of chemicals. Ed. by Sheeman P., Korte F., Klein W. and Bourdeau

P.H. Part 4.4σελ. 243-255. SCOPE, 1985, John Wiley & Sons Ltd N.Y.

7) Reilly P.M., Bajramovic R., Blau G.E., Branson D.R. and Sauerhoff M.W. (1977)Guidelines for
the optimal design of experiments to estimate parameters in first order kinetic models, Can. J.
Chem. Eng. 55,σελ. 614-622.

8) KönemannH. and Van Leeuwen K. (1980) Toxicokinetics in fish: Accumulation and
Elimination of six Chlorobenzenes by Guppies. Chemosphere,9, σελ. 3-19.



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 4

ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΠΑΡΑ∆ΕΙΓΜΑ ∆ΙΑΓΡΑΜΜΑΤΟΣ ∆ΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑΣ ΓΙΑ ∆ΟΚΙΜΕΣ

ΒΙΟΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΟΥΣΙΩΝ ΜΕ logPow=4

∆ειγµατοληψία

ψαριών

Χρονοδιάγραµµα δειγµατοληψιών Αριθµός

δειγµάτων

νερού

Αριθµός ψαριών

ανά δείγµα

Ελάχιστη

απαιτούµενη

συχνότητα (ηµέρες)

Πρόσθετη

δειγµατοληψία

Φάση

πρόσληψης

-1

0

2*

2

προσθ.45-80
ψάρια

1η 0,3 0,4 2

(2)

4

(4)

2η 0,6 0,9 2

(2)

4

(4)

3η 1,2 1,7 2

(2)

4

(4)

4η 2,4 3,3 2

(2)

4

(4)

5η 4,7 2 6

Φάση

αποβολής

Μεταφορά

ψαριών σε νερό

χωρίς υπό δοκιµή

ουσία

6η 5,0 5,3 4

(4)

7η 5,9 7,0 4

(4)

8η 9,3 11,2 4

(4)

9η 14,0 17,5 6

(4)

* ∆ειγµατοληψία έπειτα από παροχή νερού όγκου τουλάχιστον 3 θαλάµων

Οι τιµές σε παρενθέσεις είναι αριθµοί δειγµάτων (νερού, ψαριών) που πρέπει να λαµβάνονται εάν διενεργείται

πρόσθετη δειγµατοληψία

Σηµείωση: Η προεκτίµηση της k2 για log Pow 4,0 είναι 0,652ηµέρες-1. Η συνολική διάρκεια του πειράµατος

ορίζεται σε

3 x προσλ. = 3 x 4,6ηµέρες δηλ. 14ηµέρες. Για την εκτίµηση της πρόσληψης βλ. παράρτηµα 3.
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∆ΙΑΚΡΙΣΗ ΜΟΝΤΕΛΩΝ

Τα περισσότερα από τα δεδοµένα βιοσυγκέντρωσης υποτίθεται ότι περιγράφονται “λογικά” καλά από ένα απλό

µοντέλο δύο διαµερισµάτων/δύο παραµέτρων, όπως φαίνεται από την ευθύγραµµη καµπύλη που προσεγγίζει τα

σηµεία των συγκεντρώσεων στα ψάρια, κατά τη διάρκεια της φάσης αποβολής, όταν αυτά σηµειώνονται σε

ηµιλογαριθµικό χάρτη.. (Όπου τα σηµεία αυτά δεν µπορούν να περιγραφούν από ευθύγραµµη καµπύλη τότε θα

πρέπει να χρησιµοποιούνται πιο πολύπλοκα µοντέλα, βλ., π.χ., Spacie and Hamelink,Παραποµπή 1 του

παραρτήµατος 3)

ΓΡΑΦΙΚΗ ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ ΤΗΣ ΣΤΑΘΕΡΑΣ ΡΥΘΜΟΥ ΑΠΟΒΟΛΗΣ

(ΑΠΩΛΕΙΑΣ) k2

Σε ηµιλογαριθµικό χάρτη σχεδιάζεται η γραφική παράσταση των τιµών των συγκεντρώσεων της ευρεθείσας

υπό δοκιµή ουσίας σε κάθε δείγµα ψαριών συναρτήσει του χρόνου δειγµατοληψίας. Η κλίση της γραµµής

αυτής είναι k2.

k
n C C

t t
f f

2

1 1 2

2 1
= −

( / )

100

1

10

Cf2

Cf1

t
t2t1

Σηµειώστε ότι αν τυχόν η καµπύλη αποκλίνει από τη µορφή ευθείας γραµµής αυτό µπορεί να σηµαίνει ότι η

φάση της αποβολής ακολουθεί πολυπλοκώτερη κινητική από εκείνη της πρώτης τάξεως. Για τη µελέτη

κινητικών αποβολής που αποκλίνουν από την κινητική πρώτης τάξεως µπορεί να εφαρµοστεί κάποια γραφική

µέθοδος.

ΓΡΑΦΙΚΗ ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ ΤΗΣ ΣΤΑΘΕΡΑΣ ΡΥΘΜΟΥ ΠΡΟΣΛΗΨΗΣ k1

Εφόσον είναι γνωστή η k2, η k1 υπολογίζεται ως εξής:

k
c k

c x e
f

w
k t1

2

1 2
=

− −( )
[εξίσωση 1]

Η τιµή της Cf βρίσκεται από το µέσον της οµαλής καµπύλης πρόσληψης που κατασκευάζεται από τα δεδοµένα

όταν χαράσσεται η λογαριθµική συγκέντρωση συναρτήσει του χρόνου (σε αριθµητική κλίµακα).



ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΜΕ ΧΡΗΣΗ Η.Υ. ΓΙΑ ΤΟΝ ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟ ΤΩΝ ΣΤΑΘΕΡΩΝ ΡΥΘΜΟΥ ΠΡΟΣΛΗΨΗΣ

ΚΑΙ ΑΠΟΒΟΛΗΣ (ΑΠΩΛΕΙΑΣ)

Η προτιµώµενη µέθοδος για την εύρεση του συντελεστή βιοσυγκέντρωσης και των σταθερών ρυθµού k1 και k2

είναι η χρήση µεθόδων εκτίµησης µη γραµµικών παραµέτρων σε ηλεκτρονικό υπολογιστή. Με τα

προγράµµατα αυτά βρίσκονται οι τιµές των k1 και k2 εφόσον υπάρχει µία σειρά διαδοχικών χρονικών

δεδοµένων συγκεντρώσεως και το µοντέλο:

c c
k
k

x e t tf w
k t

c= − < <−. ( )1

2

1 02 [εξίσωση 2]

c c
k
k

x e e t tf w
k t t k t

c
c= − >− − −. ( )( )1

2

2 2 [εξίσωση 3]

όπου tc = ο χρόνος στο τέλος της φάσης πρόσληψης.

Η προσέγγιση αυτή παρέχει κατ’ εκτίµηση τιµές τυπικής απόκλισης των k1 και k2

∆εδοµένου ότι στις περισσότερες περιπτώσεις το k2 µπορεί να εκτιµηθεί από την καµπύλη αποβολής µε

σχετικώς υψηλή ακρίβεια, και επειδή λόγω του ισχυρού συσχετισµού που υπάρχει µεταξύ των δύο παραµέτρων

τα k1 και k2 αν εκτιµώνται ταυτόχρονα, µπορεί να είναι προτιµώτερο να υπολογιστεί πρώτα η k2 µόνον από τα

δεδοµένα αποβολής και στη συνέχεια να υπολογιστεί η k1 από τα δεδοµένα πρόσληψης χρησιµοποιώντας µη

γραµµική αναγωγή.



C.14.∆ΟΚΙΜΗ ΝΕΑΝΙΚΗΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ ΨΑΡΙΩΝ

1. ΜΕΘΟ∆ΟΣ

Η δοκιµή αυτή τοξικότητας κατά την ανάπτυξη αποτελεί αντιγραφή της OECD TG 215 (2000).

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η παρούσα δοκιµή αποσκοπεί στην εκτίµηση των επιπτώσεων της παρατεταµένης έκθεσης σε χηµικές ουσίες

επί της ανάπτυξης νεαρών ψαριών. Βασίζεται σε µέθοδο, η οποία αναπτύχθηκε και δοκιµάστηκε

διεργαστηριακά (1)(2) στην Ευρωπαϊκή Ένωση, για την εκτίµηση της επίδρασης χηµικών ουσιών στην

ανάπτυξη νεαρών ατόµων ιριδίζουζας πέστροφας (Oncorynchus mykiss) υπό συνθήκες συνεχούς ροής.
Μπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλα καλώς τεκµηριωµένα είδη. Για παράδειγµα, υπάρχουν εµπειρίες από
παρόµοιες δοκιµές µε ζεβρόψαρα (Danio rerio) 1 (3)(4)και ρυζόψαρα (medaka,Oryzias latipes) (5)(6)(7).

Βλ. επίσης Γενική Εισαγωγή Μέρος Γ.

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ

Κατώτατη συγκέντρωση στην οποία παρατηρείται επίδραση (LOEC): είναι η χαµηλότερη συγκέντρωση

υπό δοκιµή ουσίας στην οποία παρατηρείται σηµαντική επίδραση της ουσίας

(µε p < 0.05)όταν συγκρίνεται µε τον µάρτυρα. Όλες όµως οι χρησιµοποιούµενες στη δοκιµή πάνω από την

LOEC συγκεντρώσεις πρέπει να έχουν επιβλαβή επίδραση ίση ή µεγαλύτερη από εκείνη που παρατηρείται στη
LOEC.

Συγκέντρωση στην οποία δεν παρατηρείται επίδραση (NOEC): είναι η αµέσως κάτω από την LOEC
συγκέντρωση δοκιµής.

ECx: στην παρούσα µέθοδο δοκιµής, είναι η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας η οποία προκαλεί

x % απόκλιση στο βαθµό ανάπτυξης του ψαριού σε σύγκριση µε τους µάρτυρες.

Πληθυσµιακός φόρτος: είναι το υγρό βάρος των ψαριών κατ’ όγκο νερού.

Πυκνότητα πληθυσµού: είναι ο αριθµός των ψαριών κατ’ όγκο νερού.

Ιδιαίτερος βαθµός ανάπτυξης µεµονωµένου ψαριού: εκφράζει το βαθµό ανάπτυξης ενός µεµονωµένου

ατόµου µε βάση το αρχικό του βάρος.

Μέσος ιδιαίτερος βαθµός ανάπτυξης δεξαµενής: εκφράζει το µέσο βαθµό ανάπτυξης του πληθυσµού µιας
δεξαµενής σε µια ορισµένη συγκέντρωση.

Ψευδο ιδιαίτερος βαθµός ανάπτυξης: εκφράζει το βαθµό ανάπτυξης µεµονωµένου ατόµου σε σύγκριση µε το
µέσο αρχικό βάρος του πληθυσµού µιας δεξαµενής.

1 Meyer, A., Bierman, C.H. and Orti, G. (1993). The phylogenetic position of the zebrafish (Danio rerio), a model
system in developmental biology: an invitation to the comparative method. Proc. R. Soc. Lond. B. 252, 231-236.



1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Νεαρά ψάρια στη φάση της εκθετικής ανάπτυξης φέρονται, αφού ζυγιστούν, σε θαλάµους δοκιµής και
εκτίθενται σε µια σειρά υποθανατηφόρων συγκεντρώσεων της υπό δοκιµή ουσίας διαλελυµένης σε νερό, κατά
προτίµηση υπό συνθήκες συνεχούς ροής ή, αν δεν είναι δυνατό, υπό κατάλληλες ηµιστατικές (στατική
ανανέωση) συνθήκες. Η διάρκεια της δοκιµής είναι 28 ηµέρες. Τα ψάρια τρέφονται καθηµερινά. Το σιτηρέσιο
βασίζεται στα αρχικά βάρη των ψαριών και µπορεί να αναπροσαρµοστεί µετά από 14 ηµέρες. Στο τέλος της
δοκιµής, τα ψάρια ξαναζυγίζονται. Οι επιπτώσεις στο βαθµό ανάπτυξης αναλύονται χρησιµοποιώντας µοντέλο
αναγωγής για να εκτιµηθεί η συγκέντρωση που µπορεί να προκαλέσει x % απόκλιση στο βαθµό ανάπτυξης,
δηλ. ECx (π.χ. EC10, EC20 ή EC30). Εναλλακτικά, τα δεδοµένα µπορούν να συγκριθούν µε τιµές µαρτύρων για
να προσδιοριστεί η κατώτατη συγκέντρωση στην οποία παρατηρείται επίδραση (LOEC) και, κατά συνέπεια, η
συγκέντρωση στην οποία δεν παρατηρείται επίδραση (NOEC).

1.4 ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ ΓΙΑ ΤΗΝ ΥΠΟ ∆ΟΚΙΜΗ ΟΥΣΙΑ

Θα πρέπει να υπάρχουν διαθέσιµα τα αποτελέσµατα δοκιµής οξείας τοξικότητας (βλ. µέθοδο δοκιµής Γ.1)
πραγµατοποιηθείσας, κατά προτίµηση, µε το είδος που επιλέχθηκε για τη δοκιµή αυτή. Αυτό σηµαίνει ότι η
υδατοδιαλυτότητα και η τάση ατµών της υπό δοκιµή ουσίας είναι γνωστές και υπάρχει διαθέσιµη αξιόπιστη

αναλυτική µέθοδος για τον ποσοτικό προσδιορισµό της ουσίας στα διαλύµατα δοκιµής µε γνωστή και

δηµοσιευµένη ορθότητα (accuracy)και όριο ανίχνευσης.

Στις χρήσιµες πληροφορίες περιλαµβάνονται ο συντακτικός τύπος, η καθαρότητα της ουσίας, η σταθερότητα
στο νερό και το φως, η pKa, η Pow και αποτελέσµατα δοκιµής ως προς την άµεση βιοαποικοδοµησιµότητα (βλ.
µέθοδο δοκιµής Γ. 4).

1.5 ΕΓΚΥΡΟΤΗΤΑ ΤΗΣ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Για να είναι έγκυρη η δοκιµή, επιβάλλονται οι ακόλουθες συνθήκες:

— η θνησιµότητα στον ή στους µάρτυρες να µην υπερβαίνει το 10 %στο τέλος της δοκιµής,

— το µέσο βάρος των ψαριών στον ή στους µάρτυρες να έχει αυξηθεί αρκετά ώστε να είναι δυνατός ο

εντοπισµός της ελάχιστης απόκλισης του βαθµού ανάπτυξης που θεωρείται ως στατιστικώς σηµαντική.
∆ιεργαστηριακές δοκιµές (2) έχουν δείξει ότι για την ιριδίζουσα πέστροφα, το µέσο βάρος των ψαριών
στους µάρτυρες πρέπει να έχει αυξηθεί τουλάχιστον κατά το ήµισυ (δηλ. κατά 50 %)του µέσου αρχικού
τους βάρους µέσα σε 28 ηµέρες, π.χ., αρχικό βάρος 1 g/ψάρι (= 100 %),τελικό βάρος µετά 28 ηµέρες: >
1.5 g/ψάρι (> 150 %);

— η συγκέντρωση του διαλελυµένου οξυγόνου να είναι τουλάχιστον το 60 % της τιµής κορεσµού σε αέρα

(ΤΚΑ) σε όλη τη διάρκεια της δοκιµής,

— η θερµοκρασία του νερού µεταξύ των θαλάµων δοκιµής να µη διαφέρει περισσότερο του ± 1 °C σε

οποιαδήποτε χρονική στιγµή κατά τη διάρκεια της δοκιµής και να διατηρείται µε δυνατότητα απόκλισης

2 °Cστην περιοχή των θερµοκρασιών που ορίζεται για το υπό δοκιµή είδος (Παράρτηµα 1).



1.6 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

1.6.1 Εξοπλισµός

Συνήθης εργαστηριακός εξοπλισµός και, ειδικότερα, τα ακόλουθα:

α) οξυγονόµετρο και pH-µετρο,

β) εξοπλισµός για τον προσδιορισµό της σκληρότητας και αλκαλικότητας του νερού,

γ) κατάλληλη συσκευή για τον έλεγχο της θερµοκρασίας µε δυνατότητα συνεχούς, κατά προτίµηση,
παρακολούθησης,

δ) δεξαµενές κατασκευασµένες από χηµικώς αδρανές υλικό και κατάλληλης χωρητικότητας ανάλογα µε τη

συνιστώµενη φόρτιση και την πυκνότητα πληθυσµού (βλ. σηµείο 1.8.5και παράρτηµα 1),

ε) ζυγός κατάλληλης ορθότητας (δηλ. ορθότητα έως ± 0.5 %).

1.6.2 Νερό

Ως νερό δοκιµής µπορεί να χρησιµοποιηθεί κάθε νερό στο οποίο το υπό δοκιµή είδος εµφανίζει την

ενδεδειγµένη µακροπρόθεσµη επιβίωση και ανάπτυξη. Θα πρέπει να είναι σταθερής ποιότητας κατά τη

διάρκεια της δοκιµής. Το pH του νερού θα πρέπει να είναι της τάξεως του 6.5 έως 8.5,κατά τη διάρκεια όµως
µιας δεδοµένης δοκιµής δεν θα πρέπει να κυµαίνεται πέραν των ± 0.5 µονάδων pH.Η σκληρότητα συνιστάται

να είναι πάνω από 140 mg/l (ως CaCO3). Για να εξασφαλίζεται ότι το νερό αραίωσης δεν θα επηρεάσει το
αποτέλεσµα της δοκιµής (π.χ. µε τη δηµιουργία συµπλόκων µε την υπό δοκιµή ουσία), θα πρέπει κατά

διαστήµατα να λαµβάνονται δείγµατα για ανάλυση. Όταν το νερό αραίωσης είναι γνωστό ως σχετικώς σταθερό
από ποιοτικής πλευράς, θα πρέπει, π.χ. κάθε τρεις µήνες, να γίνονται µετρήσεις βαρέων µετάλλων (π.χ. Cu, Pb,
Zn, Hg, Cdκαι Ni), βασικών ανιόντων και κατιόντων (π.χ. Ca, Mg, Na, K, Clκαι SO4), γεωργικών φαρµάκων
(π.χ. συνολικών οργανοφωσφορικών και συνολικών οργανοχλωριούχων φαρµάκων), ολικού οργανικού

άνθρακα και αιωρούµενων στερεών σωµατιδίων. Εάν η ποιότητα του νερού έχει αποδειχθεί ότι µένει σταθερή
για ένα, τουλάχιστον, χρόνο, τότε οι µετρήσεις µπορούν να γίνονται σε αραιότερα χρονικά διαστήµατα (π.χ.
κάθε 6 µήνες). Μερικά χηµικά χαρακτηριστικά ενός αποδεκτού νερού αραίωσης καταγράφονται στο

παράρτηµα 2.

1.6.3 ∆ιαλύµατα δοκιµής

Τα διαλύµατα δοκιµής των επιλεγοµένων συγκεντρώσεων παρασκευάζονται µε αραίωση αρχικού διαλύµατος.

Tο αρχικό διάλυµα θα πρέπει, κατά προτίµηση, να παρασκευάζεται µε απλή ανάµειξη ή ανακίνηση της υπό
δοκιµή ουσίας στο νερό του διαλύµατος, χρησιµοποιώντας µηχανικά µέσα (π.χ. ανάδευση ή υπερήχους). Για
την επίτευξη κατάλληλου πυκνού αρχικού διαλύµατος, µπορούν να χρησιµοποιηθούν στήλες κορεσµού (στήλες
διαλυτότητας).

Σε ορισµένες περιπτώσεις, για την παρασκευή κατάλληλου πυκνού αρχικού διαλύµατος, µπορεί να απαιτείται η
χρήση διαλυτών ή διασπαρτικών µέσων (µέσων διαλυτοποίησης). Παραδείγµατα κατάλληλων διαλυτών

αποτελούν η ακετόνη, η αιθανόλη, η µεθανόλη, το διµεθυλοσουλφοξείδιο, το διµεθυλοφορµαµίδιο και η

τριαιθυλενογλυκόλη. Παραδείγµατα κατάλληλων διασπαρτικών µέσων είναι τα Cremophor RH40, Tween 80,
Methylcellulose 0.01 %και HCO-40. Όταν χρησιµοποιούνται ευκόλως βιοαποικοδοµήσιµα µέσα (π.χ.
ακετόνη) και/ή λίαν πτητικές ενώσεις, θα πρέπει να δίδεται ιδιαίτερη προσοχή καθώς είναι ενδεχόµενο, σε
δοκιµές συνεχούς ροής, να προκληθούν προβλήµατα µε ανάπτυξη βακτηρίων. Όταν χρησιµοποιείται µέσο
διαλυτοποίησης, αυτό δεν πρέπει να εµφανίζει σηµαντική επίδραση στην ανάπτυξη των ψαριών, ούτε ορατά
δυσµενή αποτελέσµατα στα νεαρά ψάρια που να µπορούν να γίνουν αντιληπτά µε απλό και µόνο έλεγχο του

διαλύτη.



Στην περίπτωση δοκιµών συνεχούς ροής, για την επίτευξη των διαφόρων συγκεντρώσεων στους θαλάµους
δοκιµών, απαιτείται σύστηµα το οποίο να προσάγει συνεχώς και να αραιώνει αρχικό διάλυµα της υπό δοκιµή
ουσίας (π.χ. µετρητική αντλία, αναλογικό αραιωτή, σύστηµα κορεσµού). Οι ταχύτητες ροής των αρχικών
διαλυµάτων και του νερού αραίωσης θα πρέπει να ελέγχονται κατά διαστήµατα, κατά προτίµηση κάθε µέρα,
κατά τη διάρκεια της δοκιµής και δεν θα πρέπει να κυµαίνονται περισσότερο από 10 %σε όλη τη διάρκεια της

δοκιµής. ∆ιεργαστηριακή δοκιµή (2) έδειξε ότι, όσον αφορά την ιριδίζουσα πέστροφα, συχνότητα

αποµάκρυνσης νερού κατά τη διάρκεια της δοκιµής της τάξης των 6 λίτρων/g ψαριού/ηµέρα είναι αποδεκτή
(βλ. σηµείο 1.8.2.2).

Σε ηµιστατικές (ανανέωσης) δοκιµές, η συχνότητα µέσης ανανέωσης εξαρτάται από τη σταθερότητα της υπό
δοκιµή ουσίας, συνιστάται όµως η καθηµερινή ανανέωση του νερού. Εάν, από προκαταρκτικές δοκιµές

σταθερότητας (βλ. σηµείο 1.4),η συγκέντρωση της υπό δοκιµής ουσίας δεν είναι σταθερή (δηλ. είναι εκτός της
περιοχής του 80 - 120 % της ονοµαστικής ή πέφτει κάτω από το

80 % της µετρηθείσας αρχικής συγκέντρωσης) κατά την περίοδο ανανέωσης, θα πρέπει να εξετάζεται η

περίπτωση χρήσης της δοκιµής συνεχούς ροής.

1.6.4 Επιλογή του είδους

Για την παρούσα δοκιµή, το συνιστώµενο είδος είναι η ιριδίζουσα πέστροφα (Oncorhynchus mykiss), επειδή
υπάρχουν µεγαλύτερες εµπειρίες για το είδος αυτό από διεργαστηριακές δοκιµές (1)(2).Ωστόσο, µπορούν να
χρησιµοποιηθούν και άλλα καλώς τεκµηριωµένα είδη, η διαδικασία όµως δοκιµής µπορεί να πρέπει να

προσαρµοστεί για να ληφθούν οι κατάλληλες συνθήκες δοκιµής. Για παράδειγµα, εµπειρίες υπάρχουν και από
τα ζεβρόψαρα (Danio rerio) (3)(4) και από τα ρυζόψαρα (medaka,Oryzias latipes) (5)(6)(7).Στην περίπτωση
αυτή, θα πρέπει να αναφέρεται η αιτιολογία της επιλογής του είδους και η πειραµατική µέθοδος.

1.1.5 ∆ιατήρηση των ψαριών

Τα προς δοκιµή ψάρια επιλέγονται από µεµονωµένο αρχικό πληθυσµό, κατά προτίµηση της αυτής ωοτοκίας,
που έχει διατηρηθεί για δύο εβδοµάδες τουλάχιστον πριν από τη δοκιµή, υπό συνθήκες ποιότητας νερού και
φωτισµού παρόµοιες µε εκείνες που χρησιµοποιούνται στη δοκιµή. Θα πρέπει να διατρέφονται µε σιτηρέσιο
αντιστοιχούν κατ’ ελάχιστο στο 2 % βάρους σώµατος ανά ηµέρα και, κατά προτίµηση, στο 4 % βάρους

σώµατος ανά ηµέρα, καθ’ όλη την περίοδο διατήρησης και κατά τη διάρκεια της δοκιµής.

Αφού περάσει ένα προκαταρκτικό 48-ωρο διάστηµα, καταγράφονται τα ποσοστά θνησιµότητας και

εφαρµόζονται τα ακόλουθα κριτήρια:

— ποσοστά θνησιµότητας άνω του 10 % του πληθυσµού σε επτά ηµέρες: απορρίπτεται ολόκληρη η

παρτίδα
.

— ποσοστά θνησιµότητας µεταξύ 5 % και 10 % του πληθυσµού: εγκλιµατισµός για επτά ακόµη ηµέρες.
Εάν, κατά τη διάρκεια των επτά επόµενων ηµερών, καταγραφεί ποσοστό θνησιµότητας άνω του 5 %,
ολόκληρη η παρτίδα απορρίπτεται

.

— ποσοστά θνησιµότητας λιγότερο από το 5 % του πληθυσµού σε επτά ηµέρες: η παρτίδα γίνεται

αποδεκτή.

Τις δύο εβδοµάδες που προηγούνται ή κατά τη διάρκεια της δοκιµής, τα ψάρια δεν θα πρέπει να υποβάλλονται
σε αγωγή για ασθένεια.



1.7 ΣΧΕ∆ΙΟ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Ο όρος ‘σχέδιο δοκιµής’ αναφέρεται στην επιλογή του αριθµού και της κλιµάκωσης των συγκεντρώσεων
δοκιµής, στον αριθµό των δεξαµενών για κάθε συγκέντρωση και στον αριθµό των ψαριών ανά δεξαµενή.
Θεωρητικά, το σχέδιο δοκιµής θα πρέπει να επιλέγεται ανάλογα µε:

α) το στόχο της µελέτης,

β) τη µέθοδο στατιστικής ανάλυσης που θα χρησιµοποιηθεί,

γ) τη διαθεσιµότητα και το κόστος των πόρων του πειράµατος.

Στη δήλωση του στόχου θα πρέπει, αν είναι δυνατόν, να προσδιορίζεται η στατιστική ισχύς µε την οποία
απαιτείται να ανιχνευθεί ένα δεδοµένο εύρος διαφοράς (π.χ. στο βαθµό ανάπτυξης) ή, εναλλακτικά, η ακρίβεια
µε την οποία απαιτείται να εκτιµηθεί η ECx (π.χ. µε x = 10, 20ή 30 και, κατά προτίµηση, όχι λιγότερο από 10).
Χωρίς αυτό, δεν µπορεί να δοθεί σταθερή προδιαγραφή του µεγέθους της µελέτης.

Είναι σηµαντικό να γίνει αντιληπτό ότι ένα σχέδιο που είναι άριστο (επιτυγχάνει τη βέλτιστη χρήση πόρων)
για χρήση µε µια µέθοδο στατιστικής ανάλυσης δεν είναι, κατ’ ανάγκη, άριστο και για µιαν άλλη. Το
συνιστώµενο σχέδιο για την εκτίµηση µιας τιµής LOEC/NOECµπορεί, συνεπώς, να µην είναι ίδιο µε εκείνο
που συνιστάται για τη µέθοδο της ανάλυσης µε αναγωγή (analysis by regression).

Στις περισσότερες περιπτώσεις, η ανάλυση µε αναγωγή είναι προτιµότερη από την ανάλυση µεταβλητότητας
(analysis of variance),για λόγους που αναφέρονται από τους Stephanκαι Rogers (8).Εντούτοις, όταν δεν
βρίσκεται κατάλληλο µοντέλο αναγωγής (r2 < 0.9),θα πρέπει να χρησιµοποιείται η τιµή NOEC/LOEC.

1.7.1 Σχέδιο για ανάλυση µε αναγωγή

Τα σηµεία που πρέπει να λαµβάνονται ιδιαίτερα υπόψη στο σχέδιο δοκιµής στην οποία θα εφαρµοστεί ανάλυση

µε αναγωγή είναι:

α) Η συγκέντρωση επίδρασης (π.χ. EC10,20,30) και η περιοχή των συγκεντρώσεων η οποία ενδιαφέρει σε
σχέση µε την επίδραση της υπό δοκιµή ουσίας, θα πρέπει, κατ’ ανάγκη, να καλύπτεται από τις

συγκεντρώσεις οι οποίες χρησιµοποιούνται στη δοκιµή. Άριστη ακρίβεια στις εκτιµήσεις των

συγκεντρώσεων επίδρασης επιτυγχάνεται αν η συγκέντρωση επίδρασης βρίσκεται στο µέσον της

περιοχής συγκεντρώσεων της δοκιµής. Για την επιλογή των κατάλληλων συγκεντρώσεων δοκιµής,
ιδιαίτερα χρήσιµη µπορεί να αποδειχθεί η πραγµατοποίηση µιας προκαταρκτικής δοκιµής

προσανατολισµού.

β) Για την επίτευξη ικανοποιητικής στατιστικής εικόνας, η δοκιµή θα πρέπει να περιλαµβάνει µία

τουλάχιστον δεξαµενή-µάρτυρα και πέντε επιπλέον δεξαµενές µε διαφορετικές συγκεντρώσεις. Όπου
χρειάζεται, όταν χρησιµοποιείται µέσο διαλυτοποίησης, εκτός από τη σειρά δοκιµών, θα πρέπει να

χρησιµοποιείται και µάρτυρας που να περιέχει το µέσο διαλυτοποίησης στην υψηλότερη υπό δοκιµή

συγκέντρωση (βλ. σηµεία 1.8.3και 1.8.4).

γ) Μπορεί να χρησιµοποιηθεί κατάλληλη γεωµετρική ή λογαριθµική σειρά (9) (βλ. παράρτηµα 3).
Προτιµάται η χρησιµοποίηση λογαριθµικής κλιµάκωσης των συγκεντρώσεων δοκιµής.

δ) Εάν υπάρχουν διαθέσιµες περισσότερες από έξι δεξαµενές, οι επιπλέον δεξαµενές θα πρέπει ή να

χρησιµοποιούνται για επανάληψη, ή να κατανέµονται στην περιοχή συγκεντρώσεων για να επιτυγχάνεται
πυκνότερη κλιµάκωση των επιπέδων συγκέντρωσης. Οποιοδήποτε από τα δύο, είναι εξίσου επιθυµητό.



1.7.2 Σχέδιο υπολογισµού τιµής NOEC/LOEC µε τη µέθοδο της αναλύσεως µεταβλητότητας (ANOVA)

Για κάθε συγκέντρωση θα πρέπει, κατά προτίµηση, να υπάρχουν δεξαµενές επανάληψης, η δε στατιστική
ανάλυση θα πρέπει να γίνεται σε επίπεδο δεξαµενής (10). Χωρίς δεξαµενές επανάληψης, δεν µπορεί να γίνει
δεκτή καµµία µεταβλητότητα µεταξύ δεξαµενών πέραν εκείνης που οφείλεται σε µεµονωµένα ψάρια.
Εντούτοις, η εµπειρία έχει δείξει (11)ότι η µεταξύ δεξαµενών µεταβλητότητα είναι πολύ µικρή σε σύγκριση µε
την εντός δεξαµενής (δηλ. µεταξύ ψαριών) µεταβλητότητα στην εξεταζόµενη περίπτωση. Συνεπώς, µια
σχετικώς αποδεκτή εναλλακτική λύση είναι η εκτέλεση στατιστικής αναλύσεως σε επίπεδο µεµονωµένων

ψαριών.

Συµβατικά, χρησιµοποιούνται τουλάχιστον πέντε συγκεντρώσεις δοκιµής σε γεωµετρική σειρά µε λόγο, κατά
προτίµηση, µη υπερβαίνοντα το 3,2.

Γενικά, όταν εκτελούνται δοκιµές µε δεξαµενές επανάληψης, ο αριθµός των δεξαµενών-µαρτύρων επανάληψης
και, κατά συνέπεια, ο αριθµός των ψαριών θα πρέπει να είναι διπλάσιος από τον αριθµό που υπάρχει σε κάθε
µία από τις συγκεντρώσεις δοκιµής, που θα πρέπει να είναι του αυτού µεγέθους(12)(13)(14).Αντίθετα, εφόσον
δεν υπάρχουν δεξαµενές επανάληψης, ο αριθµός των ψαριών στην οµάδα των µαρτύρων θα πρέπει να είναι
ίδιος µε τον αριθµό σε κάθε συγκέντρωση δοκιµής.

Εάν η ANOVA πρόκειται να βασιστεί σε δεξαµενές και όχι σε µεµονωµένα ψάρια (πράγµα που σηµαίνει είτε
την κατ’ άτοµο σήµανση των ψαριών, είτε τη χρήση ‘ψευδο’ ιδιαίτερων βαθµών ανάπτυξης (βλ. σηµείο 2.1.2)),
είναι ανάγκη να υπάρχουν αρκετές δεξαµενές επανάληψης για να µπορεί να προσδιοριστεί η τυπική απόκλιση

των «εντός δεξαµενής συγκεντρώσεων». Αυτό σηµαίνει ότι οι βαθµοί ελευθερίας σφάλµατος στην ανάλυση
αποκλίσεων θα πρέπει να είναι τουλάχιστον 5 (10). Εάν µόνο για τους µάρτυρες υπάρχουν δεξαµενές

επανάληψης, υπάρχει κίνδυνος αποκλίσεων στη µεταβλητότητα σφάλµατος, επειδή αυτή µπορεί να αυξάνεται
µε τη µέση τιµή του υπό εξέταση βαθµού ανάπτυξης. Εφόσον ο βαθµός ανάπτυξης είναι πιθανόν να µειωθεί µε
την αύξηση της συγκεντρώσεως, αυτό θα τείνει να οδηγήσει σε υπερεκτίµηση της µεταβλητότητας.

1.8 ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ

1.8.1 Επιλογή και ζύγιση των υπό δοκιµή ψαριών

Είναι σηµαντικό να ελαχιστοποιείται η διακύµανση του βάρους των ψαριών στην αρχή της δοκιµής.
Κατάλληλες περιοχές µεγεθών για τα διάφορα είδη που συνιστώνται για χρήση στη δοκιµή αυτή, δίνονται στο
παράρτηµα 1. Για το σύνολο της παρτίδας ψαριών που χρησιµοποιείται στη δοκιµή, το εύρος των ατοµικών
βαρών στην έναρξη της δοκιµής θα πρέπει, θεωρητικά, να κρατιέται στα όρια του ± 10 % του αριθµητικού

µέσου βάρους, σε κάθε δε περίπτωση, δεν θα πρέπει να υπερβαίνει το 25 %.Πριν από τη δοκιµή συνιστάται να
ζυγίζεται ένα µερικό δείγµα ψαριών, για να εκτιµάται το µέσο βάρος.

Για 24 ώρες πριν από την έναρξη της δοκιµής, θα πρέπει να µην δίνεται τροφή στον αρχικό πληθυσµό. Τα
ψάρια θα πρέπει κατόπιν να επιλέγονται στην τύχη. Χρησιµοποιώντας ένα γενικό αναισθητικό (π.χ. υδατικό
διάλυµα 100 mg/l µεθανοσουλφονικής τρικαϊνης (MS 222) εξουδετερωµένο µε προσθήκη δύο µερών

διτανθρακικού νατρίου ανά µέρος MS 222),τα ψάρια θα πρέπει να ζυγίζονται κατ’ άτοµο για την εύρεση του
υγρού βάρους (στέγνωµα µε στυπόχαρτο) µε την ακρίβεια που προβλέπεται στο παράρτηµα 1. Όσα ψάρια
έχουν βάρος εντός της προβλεπόµενης περιοχής θα πρέπει να κρατιούνται και κατόπιν να κατανέµονται τυχαία

µεταξύ των δοχείων δοκιµής. Το συνολικό υγρό βάρος των ψαριών σε κάθε δοχείο δοκιµής θα πρέπει να
καταγράφεται. Η χρήση του αναισθητικού, όπως και η µεταχείριση των ψαριών (συµπεριλαµβανοµένης της
στύπωσης και της ζύγισης), µπορεί να προκαλέσει άγχος και τραυµατισµούς στα νεαρά ψάρια, ιδιαίτερα στα
είδη εκείνα που είναι µικρού µεγέθους. Συνεπώς, ο χειρισµός των νεαρών ψαριών πρέπει να γίνεται µε ύψιστη
προσοχή, ώστε να αποφεύγονται άγχη και τραυµατισµοί για τα υπό δοκιµή ζώα.

Τα ψάρια ζυγίζονται πάλι την 28η ηµέρα της δοκιµής (βλ. σηµείο 1.8.6).Εντούτοις, εάν κριθεί αναγκαίο να
επανυπολογιστεί το σιτηρέσιο, τα ψάρια µπορούν να ζυγιστούν πάλι την 14η ηµέρα της δοκιµής (βλ. σηµείο
1.8.2.3).Για τον προσδιορισµό των µεταβολών στο µέγεθος των ψαριών µπορεί να χρησιµοποιηθεί και άλλη
µέθοδος, όπως η φωτογραφική µέθοδος, µέσω της οποίας µπορεί να προσαρµοστεί το σιτηρέσιο.



1.8.2 Συνθήκες έκθεσης

1.8.2.1 ∆ιάρκεια

Η διάρκεια της δοκιµής είναι ≥ 28ηµερών.

1.8.2.2 Πληθυσµιακός φόρτος και πυκνότητα πληθυσµού

Είναι σηµαντικό, ο πληθυσµιακός φόρτος και η πυκνότητα πληθυσµού να είναι κατάλληλα για το

χρησιµοποιούµενο είδος ψαριών (βλ. παράρτηµα 1). Εάν η πυκνότητα πληθυσµού είναι πολύ υψηλή, τότε
δηµιουργείται συµφορητικό άγχος που οδηγεί σε µείωση του βαθµού ανάπτυξης και, ενδεχοµένως, στην
εµφάνιση ασθενειών. Εάν είναι πολύ χαµηλή, µπορεί να προκληθεί χωροκατακτητική συµπεριφορά που

µπορεί, επίσης, να επιδράσει στην ανάπτυξη. Σε κάθε περίπτωση, ο πληθυσµιακός φόρτος θα πρέπει να είναι
αρκετά χαµηλός για να µπορεί να διατηρείται, χωρίς αερισµό, συγκέντρωση διαλελυµένου οξυγόνου

τουλάχιστον 60 % ΤΚΑ. ∆ιεργαστηριακή δοκιµή (2) έχει δείξει ότι, για την ιριδίζουσα πέστροφα,
πληθυσµιακός φόρτος της τάξης των 16ατόµων των 3-5 gσε όγκο 40 λίτρων, είναι αποδεκτός. Η συνιστώµενη
συχνότητα αποµάκρυνσης νερού κατά τη διάρκεια της δοκιµής είναι 6 λίτρα/g ψαριών/ηµέρα.

1.8.2.3 ∆ιατροφή

Τα ψάρια θα πρέπει να διατρέφονται µε κατάλληλη τροφή (παράρτηµα 1) και σε επίπεδα επαρκή για την
επίτευξη αποδεκτού βαθµού ανάπτυξης. Θα πρέπει να λαµβάνεται µέριµνα ώστε να αποφεύγεται η ανάπτυξη
µικροβίων και η εµφάνιση θολότητας στο νερό. Στην περίπτωση της ιριδίζουσας πέστροφας, επίπεδα της τάξης
του 4 % του σωµατικού τους βάρους ανά ηµέρα ικανοποιεί πιθανόν αυτές τις συνθήκες (2)(15)(16)(17).Το
ηµερήσιο σιτηρέσιο µπορεί να διαιρείται σε δύο ίσα µέρη και να δίνεται στα ψάρια σε δύο δόσεις την ηµέρα,
διαχωριζόµενες από χρονικό διάστηµα 5 τουλάχιστον ωρών. Το σιτηρέσιο βασίζεται στο αρχικό συνολικό
βάρος των ψαριών για κάθε δοχείο δοκιµής. Εάν τα ψάρια ζυγιστούν πάλι τη 14η ηµέρα, το σιτηρέσιο

επανυπολογίζεται. Για 24ώρες πριν από τη ζύγιση, δεν θα πρέπει να δίνεται τροφή στα ψάρια.

Τα υπολείµµατα των τροφών και τα περιττώµατα θα πρέπει να αποµακρύνονται από τα δοχεία δοκιµής κάθε

µέρα µε προσεκτικό καθαρισµό του πυθµένα κάθε δεξαµενής µε ρόφηση.

1.1.1.4 Φως και θερµοκρασία

Η φωτοπερίοδος και η θερµοκρασία του νερού θα πρέπει να είναι κατάλληλες για το υπό δοκιµή είδος

(παράρτηµα 1).

1.1.3 Συγκεντρώσεις δοκιµής

Κανονικά, ανεξάρτητα από το σχέδιο δοκιµής, απαιτούνται πέντε συγκεντρώσεις της υπό δοκιµή ουσίας (βλ.
σηµείο 1.7.2).Εάν η τοξικότητα της υπό δοκιµή ουσίας είναι γνωστή εκ των προτέρων (π.χ. από µελέτες οξείας
τοξικότητας και/ή προσανατολισµού ως προς την περιοχή), αυτό µπορεί να βοηθήσει στην επιλογή των

κατάλληλων συγκεντρώσεων δοκιµής. Εφόσον χρησιµοποιούνται λιγότερες από πέντε συγκεντρώσεις, αυτό θα
πρέπει να αιτιολογείται. Η ανώτατη συγκέντρωση δοκιµής δεν θα πρέπει να υπερβαίνει το όριο διαλυτότητας

της ουσίας στο νερό.

Όταν, για την παρασκευή του αρχικού διαλύµατος, χρησιµοποιείται µέσο διαλυτοποίησης, η τελική του

συγκέντρωση δεν θα πρέπει να είναι µεγαλύτερη από 0.1 ml/l ενώ, κατά προτίµηση, θα πρέπει να είναι η ίδια
σε όλα τα δοχεία δοκιµής (βλ. σηµείο 1.6.3).Εντούτοις, θα πρέπει να καταβάλλεται κάθε δυνατή προσπάθεια
αποφυγής χρήσης παρόµοιων υλικών.



1.1.4 Μάρτυρες

Ο αριθµός των χρησιµοποιουµένων ως µαρτύρων υδατικών αραιώσεων εξαρτάται από το σχέδιο δοκιµής (βλ.
σηµεία 1.7-1.7.2).Εάν χρησιµοποιείται µέσο διαλυτοποίησης, τότε θα πρέπει να χρησιµοποιείται και ίδιος
αριθµός µαρτύρων µε µέσο διαλυτοποίησης µε εκείνο των υδατικών αραιώσεων-µαρτύρων.

1.1.5 Συχνότητα αναλυτικών προσδιορισµών και µετρήσεων

Κατά τη διάρκεια της δοκιµής, προσδιορίζονται σε τακτικά διαστήµατα οι συγκεντρώσεις της υπό δοκιµή
ουσίας (βλ. κατωτέρω).

Στις δοκιµές συνεχούς ροής, θα πρέπει, κατά διαστήµατα, να ελέγχονται οι ταχύτητες ροής του αραιωτικού και
του τοξικού αρχικού διαλύµατος, κατά προτίµηση ηµερησίως, και δεν θα πρέπει να παρουσιάζουν διακύµανση
άνω του 10 %καθ’ όλη τη διάρκεια της δοκιµής. Όταν οι συγκεντρώσεις της υπό δοκιµή ουσίας προβλέπεται
να παραµείνουν στα όρια του ± 20 % των ονοµαστικών τιµών (δηλ. στην περιοχή του 80 - 120 %,βλ. σηµεία
1.6.2 και 1.6.3), συνιστάται, στην έναρξη της δοκιµής και, στη συνέχεια, κάθε εβδοµάδα, να ελέγχονται

τουλάχιστον η υψηλότερη και η χαµηλότερη συγκέντρωση δοκιµής. Σε δοκιµές όπου η συγκέντρωση της υπό
δοκιµή ουσίας προβλέπεται να µην παραµείνει στα όρια του ± 20 % της ονοµαστικής (µε βάση τα δεδοµένα
σταθερότητας της υπό δοκιµή ουσίας), είναι αναγκαίο να ελέγχονται όλες οι συγκεντρώσεις δοκιµής, µε το ίδιο
πάντα καθεστώς.

Στις ηµιστατικές (ανανέωσης) δοκιµές όπου η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας προβλέπεται να παραµείνει
στα όρια του ± 20 % των ονοµαστικών τιµών, συνιστάται, κατ’ ελάχιστο, να ελέγχονται η υψηλότερη και η
χαµηλότερη συγκέντρωση δοκιµής αµέσως µετά την παρασκευή και αµέσως πριν από την ανανέωση στην

έναρξη της µελέτης και, στη συνέχεια, κάθε βδοµάδα. Σε δοκιµές όπου η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας
προβλέπεται να µην παραµείνει στα όρια του ± 20 % της ονοµαστικής, είναι αναγκαίο να ελέγχονται όλες οι
συγκεντρώσεις δοκιµής, µε το ίδιο καθεστώς όπως και για τις σταθερότερες σταθερές ουσίες.

Συνιστάται τα αποτελέσµατα να βασίζονται σε µετρηθείσες συγκεντρώσεις. Εντούτοις, εάν υπάρχουν στοιχεία
που δείχνουν ότι η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στο διάλυµα διατηρείται ικανοποιητικά στα όρια του +
20 % της ονοµαστικής ή µετρηθείσας αρχικής συγκέντρωσης καθ’ όλη τη διάρκεια της δοκιµής, τότε τα
αποτελέσµατα µπορούν να βασίζονται στις ονοµαστικές ή στις µετρηθείσες τιµές.

Ορισµένα δείγµατα µπορεί να χρειάζεται να διηθηθούν (π.χ. χρησιµοποιώντας διηθητικό µέσο µε πόρους
διαµέτρου 0.45µm) ή να φυγοκεντρηθούν. Η µέθοδος που συνιστάται είναι η φυγοκέντρηση. Πάντως, εφόσον
η υπό δοκιµή ουσία δεν απορροφάται στο φίλτρο, µπορεί να γίνει δεκτή και η διήθηση.

Κατά τη διάρκεια της δοκιµής, σε όλα τα δοχεία δοκιµής θα πρέπει να µετρώνται το διαλελυµένο οξυγόνο, το
pH και η θερµοκρασία. Στους µάρτυρες και σε ένα δοχείο µε τη υψηλότερη συγκέντρωση, θα πρέπει να
µετράται η ολική σκληρότητα, η αλκαλικότητα και η αλατότητα (εφόσον συντρέχει περίπτωση). Το

διαλελυµένο οξυγόνο και η αλατότητα (εάν συντρέχει περίπτωση) θα πρέπει να µετρώνται κατ’ ελάχιστο τρεις
φορές (στην αρχή, στο µέσον και στο τέλος της δοκιµής). Στις ηµιστατικές δοκιµές, συνιστάται το διαλελυµένο
οξυγόνο να µετριέται συχνότερα, κατά προτίµηση πριν και µετά από κάθε ανανέωση του νερού ή, τουλάχιστον,
µια φορά την εβδοµάδα. Το pH θα πρέπει να µετριέται στην αρχή και στο τέλος κάθε ανανέωσης νερού σε

στατικές δοκιµές ανανέωσης και µια φορά τουλάχιστον τη βδοµάδα σε δοκιµές συνεχούς ροής. Η σκληρότητα

και η αλκαλικότητα θα πρέπει να µετριώνται µια φορά σε κάθε δοκιµή. Η θερµοκρασία θα πρέπει, κατά
προτίµηση, να παρακολουθείται συνεχώς σε ένα, τουλάχιστον, δοχείο δοκιµής.



1.1.6 Παρατηρήσεις

Βάρος: Στο τέλος της δοκιµής όλα τα επιζώντα ψάρια πρέπει να ζυγίζονται σε υγρή κατάσταση (στέγνωµα µε
στυπόχαρτο) είτε σε οµάδες κατά δοχείο δοκιµής, είτε µεµονωµένα. Η ζύγιση των ζώων κατά δοχείο δοκιµής

προτιµάται από την κατ’ άτοµο ζύγιση που απαιτεί τη σήµανση κάθε ψαριού. Στην περίπτωση της κατ’ άτοµο
µέτρησης του βάρους για τον προσδιορισµό του ιδιαίτερου βαθµού ανάπτυξης µεµονωµένων ψαριών, η τεχνική
σήµανσης θα πρέπει να επιλέγεται έτσι ώστε να αποφεύγεται η δηµιουργία άγχους στα ζώα (αντί της ψυχρής
σήµανσης, µπορεί να είναι κατάλληλος κάποιος εναλλακτικός τρόπος, π.χ. η χρήση χρωµατισµένης λεπτής

τριχιάς).

Τα ψάρια θα πρέπει να εξετάζονται καθηµερινά κατά τη διάρκεια της περιόδου της δοκιµής και να σηµειώνεται

οποιαδήποτε εξωτερική ανωµαλία (όπως, π.χ. αιµορραγία, αποχρωµατισµός) και µη φυσιολογική συµπεριφορά.
Θα πρέπει να σηµειώνεται κάθε τυχόν περίπτωση θανάτου και τα νεκρά ψάρια να αποµακρύνονται το ταχύτερο

δυνατό. Τα νεκρά ψάρια δεν αντικαθίστανται, αφού ο πληθυσµιακός φόρτος και η πυκνότητα πληθυσµού
επαρκούν για την αποφυγή επιδράσεων στην ανάπτυξη λόγω µεταβολής του αριθµού των ψαριών ανά

δεξαµενή. Τα επίπεδα, όµως, του σιτηρεσίου θα πρέπει να προσαρµόζονται.

2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ ΚΑΙ ΣΧΕΤΙΚΗ ΕΚΘΕΣΗ

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Συνιστάται τόσο στο σχέδιο, όσο και στην ανάλυση της δοκιµής να συµµετέχει και ένας στατιστικολόγος,
δεδοµένου ότι η µέθοδος αυτή δοκιµής προσφέρει τη δυνατότητα σηµαντικών µεταβολών στο σχεδιασµό του

πειράµατος όπως, π.χ., στον αριθµό των θαλάµων δοκιµής, στον αριθµό των συγκεντρώσεων δοκιµής, στον
αριθµό των ψαριών, κλπ. ∆εδοµένου ότι στο σχέδιο δοκιµής υπάρχει δυνατότητα διαφόρων επιλογών, εδώ δεν
δίνονται ειδικές οδηγίες για τη στατιστική διαδικασία.

Σε δοχεία δοκιµής στα οποία η θνησιµότητα υπερβαίνει το 10 %, δεν θα πρέπει να υπολογίζονται βαθµοί
ανάπτυξης. Εντούτοις, σε όλες τις συγκεντρώσεις δοκιµής, θα πρέπει να αναφέρεται το ποσοστό θνησιµότητας.

Όποια µέθοδος κι να χρησιµοποιηθεί για την ανάλυση των δεδοµένων, η κεντρική ιδέα είναι ο ιδιαίτερος
βαθµός ανάπτυξης r µεταξύ χρόνου t1 και χρόνου t2. Αυτός µπορεί να οριστεί µε διάφορους τρόπους, ανάλογα
µε το εάν τα ψάρια είναι επισηµασµένα ή όχι κατ’ άτοµο ή µε το εάν απαιτείται µέσος όρος δεξαµενής.
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όπου,

r1 = ιδιαίτερος βαθµός ανάπτυξης µεµονωµένων ψαριών

r2 = µέσος ιδιαίτερος βαθµός ανάπτυξης δεξαµενής

r3 = ‘ψευδο’ ιδιαίτερος βαθµός ανάπτυξης

w1, w2 = βάρη ενός συγκεκριµένου ψαριού κατά τις χρονικές στιγµές t1 και t2, αντίστοιχα

loge w1 = λογάριθµος του βάρους ενός µεµονωµένου ψαριού στην αρχή της µελέτης

loge w2 = λογάριθµος του βάρους ενός µεµονωµένου ψαριού στο τέλος της µελέτης

loge w1 = µέση τιµή των λογαρίθµων των τιµών w1 για τα ψάρια στη δεξαµενή στην αρχή της µελέτης

loge w2 = µέση τιµή των λογαρίθµων των τιµών w2 για τα ψάρια στη δεξαµενή στο τέλος της µελέτης

t1, t2 = χρονική στιγµή (ηµέρες) έναρξης και τέλους της µελέτης

Τα r1, r2, r3 µπορούν να υπολογιστούν για την περίοδο 0-28η ηµέρα και, όπου χρειάζεται (δηλ., όταν έχει
πραγµατοποιηθεί µέτρηση κατά την 14η ηµέρα) για τις περιόδους 0-14η και 14-28η ηµέρα.

2.1.1 Ανάλυση αποτελεσµάτων µε αναγωγή (µοντέλο συγκέντρωσης-απόκρισης)

Η µέθοδος αυτή ανάλυσης διαµορφώνει µια κατάλληλη µαθηµατική σχέση µεταξύ του ιδιαίτερου βαθµού

ανάπτυξης και της συγκέντρωσης, παρέχοντας έτσι τη δυνατότητα εκτίµησης της ‘ECx’ δηλ. οποιασδήποτε
απαιτούµενης τιµής EC. Με τη χρήση αυτής της µεθόδου, δεν είναι αναγκαίος ο υπολογισµός του r για τα
µεµονωµένα ψάρια (r1) και η ανάλυση, αντ’ αυτού, µπορεί να βασιστεί στη µέση ανά δεξαµενή τιµή του r (r2).
Η τελευταία αυτή µέθοδος προτιµάται. Είναι επίσης καταλληλότερη στην περίπτωση χρήσης πολύ µικρών
ειδών.

Ο µέσος ιδιαίτερος βαθµός ανάπτυξης δεξαµενήs (r2) θα πρέπει να παρίσταται γραφικά συναρτήσει της

συγκεντρώσεως, για να ελέγχεται η σχέση συγκέντρωσης-απόκρισης.

Για την έκφραση της σχέσης µεταξύ r2 και συγκεντρώσεως, θα πρέπει να επιλέγεται ένα κατάλληλο µοντέλο, η
επιλογή του οποίου πρέπει να στηρίζεται σε κατάλληλη αιτιολόγηση.

Εάν οι αριθµοί των ψαριών που επέζησαν σε κάθε δεξαµενή είναι άνισοι, τότε η διεργασία της διαµόρφωσης
του µοντέλου, απλό ή µη γραµµικό, θα πρέπει να σταθµίζεται έτσι ώστε να λαµβάνονται υπόψη τα άνισα
µεγέθη των οµάδων.

Η µέθοδος της διαµόρφωσης του µοντέλου πρέπει να καθιστά δυνατή την επίτευξη εκτίµησης της, π.χ., EC20

και της διασποράς της (τυπικό σφάλµα ή εύρος εµπιστοσύνης). Το γράφηµα του διαµορφωµένου µοντέλου θα
πρέπει να παρουσιάζεται σε σχέση µε τα δεδοµένα έτσι ώστε να µπορεί να αποδειχθεί η καταλληλότητα της

διαµόρφωσης του µοντέλου (8)(18)(19)(20).



2.1.2 Ανάλυση των αποτελεσµάτων για τον υπολογισµό της LOEC

Εάν η δοκιµή περιέλαβε δοκιµές επανάληψης σε όλα τα επίπεδα συγκέντρωσης, ο υπολογισµός της LOEC
µπορεί να βασιστεί σε ανάλυση µεταβλητότητας (ANOVA) του µέσου ιδιαίτερου βαθµού ανάπτυξης

δεξαµενής (βλ. σηµείο 2.1), ακολουθούµενη από κατάλληλη µέθοδο (π.χ. δοκιµή Dunnett ή Williams
(12)(13)(14)(21))σύγκρισης του µέσου r για κάθε συγκέντρωση µε το µέσο r για τους µάρτυρες για τον
προσδιορισµό της κατώτατης συγκέντρωσης για την οποία η διαφορά αυτή είναι στατιστικώς σηµαντική µε

στάθµη πιθανότητας 0.05.Εάν δεν πληρούνται οι υποθέσεις που απαιτούνται για παραµετρικές µεθόδους – µη
κανονική κατανοµή (π.χ. δοκιµή Shapiro-Wilk)ή ετερογενής µεταβλητότητα (variance) (δοκιµή Bartlett), θα
πρέπει να εξεταστεί η µετατροπή των δεδοµένων για την οµοιογενοποίηση των βαθµών µεταβλητότητας

(variance)πριν από την εκτέλεση της ANOVA, ή η εκτέλεση σταθµισµένης ANOVA.

Εάν η δοκιµή δεν περιελάµβανε δεξαµενές επανάληψης σε κάθε συγκέντρωση, η προσφυγή σε ANOVA µε

βάση τις δεξαµενές είναι χωρίς νόηµα ή αδύνατη. Στην περίπτωση αυτή, ένας αποδεκτός συµβιβασµός είναι να
στηρίξουµε την ANOVA στον ‘ψευδο’ ιδιαίτερο βαθµό ανάπτυξης r3 για µεµονωµένα ψάρια.

Ο µέσος r3 για κάθε συγκέντρωση δοκιµής µπορεί στη συνέχεια να συγκριθεί µε τον µέσο r3 για τους µάρτυρες.
Κατόπιν η LOEC µπορεί να προσδιοριστεί όπως προηγουµένως. Πρέπει να αναγνωριστεί ότι η µέθοδος αυτή
δεν προσφέρει καµµία ανοχή, ούτε προστασία, για περίπτωση µεταβλητότητας µεταξύ δεξαµενών, πέραν
εκείνης που προβλέπεται για περιπτώσεις µεταβλητότητας µεταξύ επιµέρους ψαριών. Εντούτοις, η εµπειρία
έχει δείξει (8) ότι η µεταξύ δεξαµενών µεταβλητότητα είναι πολύ µικρή σε σύγκριση µε τη µεταβλητότητα
εντός δεξαµενής (δηλ. µεταξύ ψαριών). Εάν δεν περιλαµβάνονται µεµονωµένα ψάρια στην ανάλυση, πρέπει να
παρέχεται µέθοδος µεµονωµένου προσδιορισµού και αιτιολόγηση για τη χρήση του.

2.2 ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Τα αποτελέσµατα θα πρέπει να ερµηνεύονται µε ιδιαίτερη προσοχή όταν οι µετρούµενες τοξικές

συγκεντρώσεις στα διαλύµατα δοκιµής βρίσκονται σε επίπεδα κοντά στο όριο ανίχνευσης της αναλυτικής

µεθόδου ή, στις ηµιστατικές δοκιµές, όταν η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας µειώνεται στο διάστηµα που
µεσολαβεί από την παρασκευή του διαλύµατος µέχρι πριν από την ανανέωση.

2.3 ΕΚΘΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Στην έκθεση δοκιµής πρέπει να περιλαµβάνονται τα ακόλουθα στοιχεία:

2.3.1 Ουσία δοκιµής:

— φυσική µορφή και σχετικές φυσικοχηµικές ιδιότητες,

— στοιχεία χηµικής αναγνώρισης, συµπεριλαµβανοµένης της καθαρότητας και της αναλυτικής µεθόδου για
τον ποσοτικό προσδιορισµό της υπό δοκιµή ουσίας, όταν χρειάζεται.



2.3.2 Είδος υπό δοκιµή:

— επιστηµονική ονοµασία, πιθανόν

— ποικιλία, µέγεθος, προµηθευτής, κάθε προηγούµενη αγωγή, κλπ.

2.3.3 Συνθήκες δοκιµής:

— χρησιµοποιηθείσα διαδικασία δοκιµής (π.χ. ηµιστατική/ανανέωση, συνεχής ροή, φόρτος, πυκνότητα
πληθυσµού, κλπ),

— σχέδιο δοκιµής (π.χ. αριθµός δοχείων δοκιµής, συγκεντρώσεις δοκιµής και επαναλήψεις, αριθµός
ψαριών ανά δοχείο),

— µέθοδος παρασκευής αρχικών διαλυµάτων και συχνότητα ανανέωσης (πρέπει να δίδεται το µέσο

διαλυτοποίησης και η συγκέντρωσή του, όταν χρησιµοποιείται),

— οι ονοµαστικές συγκεντρώσεις δοκιµής, ο µέσος όρος των µετρηθεισών τιµών και οι τυπικές τους
αποκλίσεις στα δοχεία δοκιµής και η µέθοδος µε την οποία επιτεύχθηκαν, καθώς και αποδεικτικά
στοιχεία ότι οι µετρήσεις αναφέρονται στις συγκεντρώσεις της υπό δοκιµή ουσίας σε αληθές διάλυµα,

— τα χαρακτηριστικά του νερού αραιώσεως: pH, σκληρότητα, αλκαλικότητα, θερµοκρασία, συγκέντρωση
διαλελυµένου οξυγόνου, επίπεδα υπολειµµατικού χλωρίου (αν ανιχνεύεται), συνολικός οργανικός

άνθρακας, αιωρούµενα στερεά, αλατότητα του µέσου δοκιµής (αν µετριέται) και κάθε άλλη

πραγµατοποιηθείσα µέτρηση,

— η ποιότητα µέσα στα δοχεία δοκιµής: pH, σκληρότητα, θερµοκρασία και συγκέντρωση διαλελυµένου
οξυγόνου,

— λεπτοµερής ενηµέρωση για τη διατροφή, (π.χ. τύπος τροφής(ών), πηγή, ποσότητα και συχνότητα).

2.3.4 Αποτελέσµατα:

— στοιχεία ότι οι µάρτυρες πληρούσαν το κριτήριο εγκυρότητας ως προς την επιβίωση, καθώς και στοιχεία
για τις θνησιµότητες που εµφανίστηκαν σε κάθε συγκέντρωση δοκιµής,

— χρησιµοποιηθείσες στατιστικές αναλυτικές τεχνικές, στατιστικά βασιζόµενα σε επαναλήψεις ή σε ψάρια,
επεξεργασία των δεδοµένων και αιτιολόγηση των χρησιµοποιηθεισών τεχνικών,

— στοιχεία µε µορφή πινάκων για τα ατοµικά και τα µέσα βάρη των ψαριών κατά τις ηµέρες 0, 14 (εφόσον
έγινε µέτρηση) και 28 και τις τιµές του µέσου ανά δεξαµενή ή ψευδο ιδιαίτερου βαθµού ανάπτυξης
(αναλόγως) για την περίοδο 0-28ή, ενδεχοµένως, 0-14και 14-28,

— αποτελέσµατα της στατιστικής ανάλυσης (δηλ. ανάλυση µε αναγωγή ή ANOVA) κατά προτίµηση σε
µορφή πίνακα και γραφική µορφή και η LOEC (p = 0.05)καθώς και η NOECή η ECx µαζί, όταν είναι
δυνατόν, µε τα τυπικά σφάλµατα, αναλόγως,

— στοιχεία για οποιαδήποτε ασυνήθη αντίδραση των ψαριών και κάθε ορατή επίδραση που προκλήθηκε

από την υπό δοκιµή ουσία.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1

ΣΥΝΙΣΤΩΜΕΝΑ ΓΙΑ ΤΙΣ ∆ΟΚΙΜΕΣ ΕΙ∆Η ΨΑΡΙΩΝ ΚΑΙ ΚΑΤΑΛΛΗΛΕΣ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Είδος Συνιστώµενη

περιοχή

θερµοκρασιών

δοκιµής ( oC)

Φωτοπερίοδος

(ώρες)
Συνιστώµενη

περιοχή αρχικού

βάρους ψαριών (g)

Απαιτούµενη

ακρίβεια

µέτρησης

Πληθυσµιακός

φόρτος (g/l)
Πυκνότητα

πληθυσµού (ανά
λίτρο)

Τροφή ∆ιάρκεια δοκιµής

(ηµέρες)

Συνιστώµενο

είδος:

Oncorhynchus
mykiss

ιριδίζουσα

πέστροφα

12.5 – 16.0 12 – 16 1 – 5 στα πλησιέστερα

100 mg
1.2 – 2.0 4 Ξηρά

σολοµονοειδή

ιχθύδια

≥ 28

Άλλα καλώς

τεκµηριωµένα

είδη:

Danio rerio

ζεβρόψαρα

21 – 25 12 – 16 0.050 – 0.100 στο πλησιέστερο 1
mg

0.2 – 1.0 5 – 10 Ζώσα τροφή

(Brachionus
Artemia)

≥ 28

Oryzias latipes

ρυζόψαρα

(Medaka)

21 – 25 12 – 16 0.050 – 0.100 στο πλησιέστερο 1
mg

0.2 – 1.0 5 – 20 Ζώσα τροφή

(Brachionus
Artemia)

≥ 28



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2

ΜΕΡΙΚΑ ΧΗΜΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΑΠΟ∆ΕΚΤΟΥ ΝΕΡΟΥ ΑΡΑΙΩΣΕΩΣ

ΟΥΣΙΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ

∆ιαµερισµένη ύλη

Συνολικός οργανικός άνθρακας

Μη ιοντισµένη αµµωνία

Υπολειµµατικό χλώριο

Σύνολο οργανοφωσφορικών γεωργικών φαρµάκων

Σύνολο οργανοχλωριούχων γ.φ. µαζί µε πολυχλωριωµένα

διφαινύλια

Συνολικό οργανικό χλώριο

< 20 mg/l

< 2 mg/l

< 1 µg/l

< 10 µg/l

< 50 ng/l

< 50 ng/l

< 25 ng/l



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3

ΛΟΓΑΡΙΘΜΙΚΗ ΣΕΙΡΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΩΝ ΚΑΤΑΛΛΗΛΩΝ ΓΙΑ ∆ΟΚΙΜΗ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ (9)

Στήλη (Αριθµός συγκεντρώσεων µεταξύ 100και 10,ή µεταξύ 10και 1)*

1 2 3 4 5 6 7

100 100 100 100 100 100 100

32 46 56 63 68 72 75

10 22 32 40 46 52 56

3.2 10 18 25 32 37 42

1.0 4.6 10 16 22 27 32

2.2 5.6 10 15 19 24

1.0 3.2 6.3 10 14 18

1.8 4.0 6.8 10 13

1.0 2.5 4.6 7.2 10

1.6 3.2 5.2 7.5

1.0 2.2 3.7 5.6

1.5 2.7 4.2

1.0 1.9 3.2

1.4 2.4

1.0 1.8

1.3

1.0

* Από µια στήλη µπορεί να επιλεγεί µια σειρά πέντε (ή περισσότερων) διαδοχικών συγκεντρώσεων. Ενδιάµεσα
σηµεία µεταξύ συγκεντρώσεων στη στήλη (x) βρίσκονται στη στήλη (2x + 1).Οι καταγραφόµενες τιµές µπορεί

να αντιπροσωπεύουν συγκεντρώσεις εκφραζόµενες ως % κατ’ όγκο ή κατά βάρος (mg/l ή µg/l). Οι τιµές

µπορούν να πολλαπλασιαστούν ή να διαιρεθούν µε οποιαδήποτε δύναµη του 10, αναλόγως. Η στήλη 1 µπορεί

να χρησιµοποιηθεί αν υφίσταται σηµαντική αβεβαιότητα ως προς τα επίπεδα τοξικότητας.



Γ.15.ΨΑΡΙΑ, ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑ ΒΡΑΧΥΠΡΟΘΕΣΜΗΣ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ ΣΤΑ ΕΜΒΡΥΑ ΚΑΙ ΤΑ

ΛΕΚΙΘΟΦΟΡΑ ΙΧΘΥ∆ΙΑ (SAC-FRY STAGES)

MEΘΟ∆ΟΣ

Η εν λόγω µέθοδος µελέτης βραχυπρόθεσµης τοξικότητας αποτελεί επανάληψη της µεθόδου TG 212 (1998)
του ΟΟΣΑ.

ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η παρούσα µέθοδος µελέτης της βραχυπρόθεσµης τοξικότητας στα έµβρυα ψαριών και στα λεκιθοφόρα

ιχθύδια (sac-fry stages)αποτελεί βραχυπρόθεσµη δοκιµασία στην οποία εκτίθενται τα ψάρια από το στάδιο του
αβγού που µόλις έχει γονιµοποιηθεί έως το τέλος του σταδίου των λεκιθοφόρων ιχθθδίων (sac-fry stage).Κατά
τη διάρκεια της δοκιµασίας δεν παρέχεται τροφή στα έµβρυα και στα λεκιθοφόρα ιχθύδια (sac-fry),εποµένως η
δοκιµασία πρέπει να ολοκληρώνεται όσο ta λεκιθοφόρα ιχθύδια (sac-fry) τρέφονται ακόµη από τον λεκιθικό
σάκο.

Σκοπός της δοκιµασίας είναι να οριστούν οι θανατηφόρες και, σε περιορισµένο βαθµό, οι σχεδόν θανατηφόρες
επιπτώσεις των χηµικών ουσιών στα συγκεκριµένα στάδια εξέλιξης και στα συγκεκριµένα είδη. Από τη

δοκιµασία µπορούν να ληφθούν χρήσιµες πληροφορίες καθώς α) µπορεί να αποτελέσει σύνδεσµο µεταξύ

θανατηφόρων και σχεδόν θανατηφόρων δοκιµασιών β) µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως δοκιµασία επιλογής

ενόψει είτε µιας (πλήρους) δοκιµασίας αρχικών σταδίων ζωής είτε µιας δοκιµασίας χρόνιας τοξικότητας και γ)
µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τη διεξαγωγή δοκιµασίας σε είδη όπου οι τεχνικές εκτροφής δεν είναι τόσο

προηγµένες ώστε να καλύπτουν την περίοδο µετάβασης από την ενδογενή στην εξωγενή διατροφή.

∆εν πρέπει να λησµονείται το γεγονός ότι µόνο οι δοκιµασίες που περιλαµβάνουν όλα τα στάδια του κύκλου

ζωής του ψαριού είναι σε θέση να παρέχουν ακριβή εκτίµηση της χρόνιας τοξικότητας των χηµικών ουσιών

στα ψάρια και ότι κάθε µειωµένης διάρκειας έκθεση όσον αφορά τα στάδια ζωής µπορεί να µειώσει την

ευαισθησία και εποµένως να οδηγήσει σε υποτίµηση της χρόνιας τοξικότητας. Εποµένως αναµένεται ότι η
δοκιµασία εµβρύου και λεκιθοφόρου ιχθυδίου (sac-fry)θα είναι λιγότερο ευαίσθητη από την πλήρη δοκιµασία
αρχικών σταδίων ζωής, ιδίως όσον αφορά τις εξαιρετικά λιπόφιλες ουσίες (log Pow > 4) και τις χηµικές ουσίες
ειδικής τοξικής δράσης. Για τις χηµικές ουσίες µη ειδικής ναρκωτικής δράσης, ωστόσο, µπορεί να αναµένονται
µικρότερες διαφορές ευαισθησίας µεταξύ των δύο δοκιµών (1).

Πριν τη δηµοσίευση της παρούσας δοκιµασίας, σχεδόν όλα τα πειράµατα στα έµβρυα και στα λεκιθοφόρα

ιχθύδια (sac fry)πραγµατοποιούνταν µε τους ιχθύς γλυκών υδάτων Danio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei,
Cyprinidae -κοινή ονοµασία ζεβρόψαρο). Για το λόγο αυτό, στο παράρτηµα Ι δίνονται λεπτοµερείς οδηγίες για
τη διεξαγωγή των δοκιµών στο εν λόγω είδος. Το γεγονός αυτό δεν αποκλείει τη χρήση άλλων ειδών µε τα
οποία έχουν ήδη πραγµατοποιηθεί πειράµατα (πίνακας 1).

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ

Ελάχιστη συγκέντρωση παρατηρούµενης επίδρασης: (Lowest Observed Effect Concentration, LOEC):
είναι η χαµηλότερη συγκέντρωση στην οποία παρατηρείται ότι µια ουσία έχει επίδραση στατιστικώς σηµαντική

(p < 0,05),συγκριτικά µε τους µάρτυρες. Εντούτοις, όλες οι συγκεντρώσεις οι µεγαλύτερες από τη LOEC
πρέπει να ασκούν βλαβερή επίδραση ισοδύναµη ή µεγαλύτερη από την παρατηρούµενη µε τη LOEC.

Συγκέντρωση µη παρατηρούµενης επίδρασης (NOEC): είναι η συγκέντρωση η αµέσως χαµηλότερη της

LOEC.



ΑΡΧΗ ΤΗΣ ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑΣ

Τα έµβρυα και λεκιθοφόρα ιχθύδια (sac-fry)εκτίθενται σε µια σειρά υδατικών διαλυµάτων της δοκιµαστικής
ουσίας σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. Το πρωτόκολλο επιτρέπει επιλογή µεταξύ µιας ηµιστατικής

διαδικασίας και µιας διαδικασίας συνεχούς ροής, ανάλογα µε τη φύση της δοκιµαστικής ουσίας. Η δοκιµασία

ξεκινάει µε την τοποθέτηση γονιµοποιηµένων αβγών στους δοκιµαστικούς θαλάµους και τελειώνει αµέσως

πριν απορροφηθεί πλήρως ο λεκιθικός σάκος οποιασδήποτε προνύµφης (larvae) σε οποιονδήποτε από τους

δοκιµαστικούς θαλάµους ή πριν σηµειωθούν θάνατοι από ασιτία στους µάρτυρες. Οι θανατηφόρες και σχεδόν
θανατηφόρες επιπτώσεις αξιολογούνται και συγκρίνονται µε τις τιµές των µαρτύρων για να καθοριστεί η

ελάχιστη συγκέντρωση παρατηρούµενης επίδρασης και εποµένως η συγκέντρωση µη παρατηρούµενης

επίδρασης. Εναλλακτικά, µπορούν να αναλυθούν µε βάση ένα αναγωγικό µοντέλο για να υπολογιστεί κατ'
εκτίµηση η συγκέντρωση που προκαλεί ένα δεδοµένο ποσοστό επίδρασης (π.χ. LC/ECx, όπου x είναι

καθορισµένη % επίπτωση).

ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ ΓΙΑ ΤΗ ∆ΟΚΙΜΑΖΟΜΕΝΗ ΟΥΣΙΑ

Πρέπει να είναι γνωστά τα αποτελέσµατα µιας µελέτης οξείας τοξικότητας (βλ. µέθοδο Γ.1) που

πραγµατοποιήθηκε κατά προτίµηση στα ίδια είδη µε αυτά που έχουν επιλεγεί για την παρούσα δοκιµασία. Τα
αποτελέσµατα αυτά µπορεί να αποδειχτούν χρήσιµα για τη σωστή επιλογή µιας σειράς συγκεντρώσεων για τις

δοκιµασίες αρχικών σταδίων ζωής. Η υδατοδιαλυτότητα (περιλαµβανόµενης της διαλυτότητας στο νερό της
δοκιµασίας) και η τάση ατµών της δοκιµαστικής ουσίας πρέπει να είναι γνωστά. Πρέπει επίσης να υπάρχει

αξιόπιστη αναλυτική µέθοδος ποσοτικού προσδιορισµού της ουσίας στα διαλύµατα, της οποίας η ακρίβεια και
το όρια ανίχνευσης να είναι γνωστά και δηµοσιευµένα.

Πληροφορίες σχετικές µε την ουσία οι οποίες να είναι χρήσιµες για τον καθορισµό των συνθηκών της

δοκιµασίας είναι ο συντακτικός τύπος, η καθαρότητα, η σταθερότητα στο φως, η σταθερότητα στις συνθήκες
της δοκιµασίας, οι συντελεστές pKa, Pow και τα αποτελέσµατα µιας δοκιµασίας µελέτης της ευχέρειας

βιοαποικοδόµησης (βλ. µέθοδο Γ.4).

ΕΓΚΥΡΟΤΗΤΑ ΤΗΣ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Προϋποθέσεις εγκυρότητας της δοκιµασίας είναι οι εξής:

(3) η συνολική επιβίωση των γονιµοποιηµένων αβγών στους µάρτυρες και, κατά περίπτωση, στα δοχεία
που περιέχουν µόνο διαλύτη, πρέπει να είναι ανώτερη ή ίση µε τις τιµές που καθορίζονται στα

παραρτήµατα 2 και 3·

(4) η συγκέντρωση του διαλελυµένου οξυγόνου πρέπει να κυµαίνεται από 60 έως 100 % της τιµής

κορεσµού µε αέρα (air saturation value -ASV)σε όλη τη δοκιµασία·

(5) η θερµοκρασία του ύδατος δεν πρέπει να διαφέρει περισσότερο από ± 1,5 °C µεταξύ δοκιµαστικών

θαλάµων και µεταξύ διαδοχικών ηµερών σε οποιαδήποτε στιγµή της δοκιµασίας και πρέπει να βρίσκεται

εντός των ορίων θερµοκρασίας που έχουν προσδιοριστεί για κάθε είδος ψαριού (παραρτήµατα 2 και 3).

ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

∆οκιµαστικοί θάλαµοι

Μπορούν να χρησιµοποιηθούν οποιαδήποτε δοχεία από γυαλί ή άλλο χηµικά αδρανές υλικό. Οι διαστάσεις των
δοχείων πρέπει να είναι αρκετά µεγάλες ώστε να ανταποκρίνονται στο ρυθµό πλήρωσης (βλέπε 1.7.1.2).
Συνιστάται να τοποθετούνται οι δοκιµαστικοί θάλαµοι µε τυχαίο τρόπο στο χώρο εκτέλεσης των δοκιµών. Εάν
υπάρχουν στο εργαστήριο συστηµατικές επιδράσεις που µπορούν να ελεγχθούν µε οµαδοποίηση των

δοκιµαστικών θαλάµων, τότε είναι προτιµότερη µια σχετικά τυχαία οµαδοποίηση των θαλάµων όπου κάθε

οµάδα περιλαµβάνει καθεµιά από τις αγωγές, παρά µια τελείως τυχαία κατανοµή. 'Oταν ο σχεδιασµός του

πειράµατος προβλέπει οµαδοποίηση, το δεδοµένο αυτό πρέπει να λαµβάνεται υπόψη κατά την επακόλουθη

ανάλυση των δεδοµένων. Οι δοκιµαστικοί θάλαµοι προστατεύονται από ανεπιθύµητες οχλήσεις.



Επιλογή είδους ψαριού.

Τα διάφορα είδη ψαριών που συνιστώνται για τη δοκιµασία περιλαµβάνονται στον πίνακα 1Α. Το γεγονός αυτό
δεν αποκλείει τη χρήση άλλων ειδών (παραδείγµατα δίνονται στον πίνακα 1Β), αρκεί η διαδικασία να

προσαρµοστεί µε τρόπο ώστε να επιτευχθούν οι κατάλληλες συνθήκες δοκιµασίας. Στην περίπτωση αυτή θα
πρέπει να αναφέρεται η αιτιολογία της επιλογής του είδους και της πειραµατικής µεθόδου.

Συντήρηση των γεννητόρων

Λεπτοµέρειες σχετικά µε τη συντήρηση των γεννητόρων υπό ικανοποιητικές συνθήκες µπορούν να

αναζητηθούν στο TG 210του ΟΟΣΑ1
και στις αναφορές (4), (5), και (6) της βιβλιογραφίας.

Προετοιµασία των εµβρύων και των προνυµφών (larvae).

Στο εσωτερικό του βασικού δοχείου, τα έµβρυα και οι προνύµφες (larvae) µπορούν να τοποθετηθούν σε

µικρότερα δοχεία µε πλευρές ή απολήξεις από πλέγµα ώστε να επιτρέπεται η ροή του δοκιµαστικού διαλύµατος

µέσω του δοχείου. Για να µη είναι τυρβώδης η ροή, τα µικρά δοχεία αναρτώνται από βραχίονα ο οποίος τα
ανεβοκατεβάζει, µε τους οργανισµούς όµως σταθερά µέσα στο νερό· µπορεί επίσης να χρησιµοποιηθεί

σύστηµα εκροής µε σιφώνιο. Τα γονιµοποιηµένα αβγά σολωµονοειδών µπορούν να τοποθετηθούν σε σχάρες ή
σε πλέγµατα µε ανοίγµατα αρκετά µεγάλα ώστε, µετά την εκκόλαψη, οι προνύµφες να µπορούν να βγουν. Για
την αποµάκρυνση των εµβρύων και των προνυµφών (larvae)στις ηµιστατικές δοκιµασίες µε πλήρη ηµερήσια
ανανέωση του νερού συνιστάται να χρησιµοποιούνται σιφώνια παστέρ.

Τα δοχεία, οι σχάρες και τα πλέγµατα που χρησιµοποιούνται για τη συγκράτηση των αβγών εντός του βασικού
δοχείου πρέπει να αφαιρούνται µετά την εκκόλαψη των προνυµφών

1(larvae), εκτός από τα πλέγµατα που

χρειάζονται για να µη φύγουν τα ψάρια. Εάν οι προνύµφες (larvae)χρειαστεί να µεταφερθούν, δεν θα πρέπει να
εκτεθούν στον αέρα και δεν θα πρέπει να χρησιµοποιηθούν δίχτυα για την ελευθέρωση των ψαριών από τα

δοχεία που περιέχουν τα αβγά (αυτές οι προφυλάξεις δεν είναι απαραίτητες για λιγότερα ευαίσθητα είδη, όπως
ο κυπρίνος). Η µεταφορά, η χρονική στιγµή της οποίας εξαρτάται από το είδος, δεν είναι πάντοτε απαραίτητη.
Για την ηµιστατική τεχνική, µπορούν να χρησιµοποιηθούν κύπελλα ή αβαθή δοχεία και, εάν χρειάζεται, να
εξοπλιστούν µε δικτυωτό προπέτασµα ελαφρώς υπερυψωµένο ως προς τον πυθµένα. Εάν ο όγκος των δοχείων
ανταποκρίνεται στις απαιτήσεις φόρτωσης (βλέπε 1.7.1.2),τότε µπορεί να µην χρειαστεί η µεταφορά των

εµβρύων ή των προνυµφών (larvae).

Νερό

Κάθε νερό που διαθέτει τα χηµικά χαρακτηριστικά ενός αποδεκτού νερού αραίωσης τα οποία απαριθµούνται

στο παράρτηµα 4 και στο οποίο τα δοκιµαζόµενα είδη σηµειώνουν επιβίωση µαρτύρων τουλάχιστον ίση µε την
περιγραφόµενη στα παραρτήµατα 2 και 3, είναι κατάλληλο για τη δοκιµασία. Κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας
το νερό θα πρέπει να είναι σταθερής ποιότητας. Το pH πρέπει να κυµαίνεται κατά ± 0,5.Για να είναι βέβαιο ότι
το νερό της αραίωσης δεν θα επηρεάσει κατά τρόπο ανεπιθύµητο το αποτέλεσµα της δοκιµασίας (π.χ.,
δηµιουργώντας σύµπλοκα µε την υπό δοκιµή ουσία) και τη συµπεριφορά των γεννητόρων, θα πρέπει κατά

διαστήµατα να λαµβάνονται δείγµατα για ανάλυση. 'Oταν ένα νερό είναι γνωστό ότι είναι σχετικά σταθερό από
πλευράς ποιότητας θα πρέπει, π.χ., κάθε τρεις µήνες, να γίνεται µέτρηση βαρέων µετάλλων (π.χ. Cu, Pb, Zn,
Hg, Cd και Ni), βασικών ανιόντων και κατιόντων (π.χ. Ca, Mg, Na, K, Clκαι SO4), φυτοφαρµάκων (π.χ.
συνολικά οργανοφωσφορικά και συνολικά οργανοχλωριούχα φυτοφάρµακα), συνολικού οργανικού άνθρακα

και αιωρούµενων στερεών. Εάν η ποιότητα του νερού έχει αποδειχθεί ότι είναι σταθερή για ένα τουλάχιστον
χρόνο, η συχνότητα των προσδιορισµών µπορεί να περιοριστεί και τα διαστήµατα να αυξηθούν(π.χ. κάθε έξι
µήνες).

1 OECD, Paris, 1992, Test Guideline 210, " Fish, Early-life Stage Toxicity Test".



∆ιαλύµατα δοκιµής.

Τα διαλύµατα µε τις επιθυµητές συγκεντρώσεις παρασκευάζονται συνήθως µε αραίωση αρχικού πυκνού

διαλύµατος.

Το αρχικό διάλυµα θα πρέπει κατά προτίµηση να παρασκευάζεται µε απλή ανάµειξη ή ανάδευση της υπό

δοκιµή ουσίας στο νερό αραίωσης µε µηχανικά µέσα (π.χ. µε µηχανική ανάδευση ή µε υπερήχους). Για να

επιτευχθεί η κατάλληλη συγκέντρωση του αρχικού πυκνού διαλύµατος είναι δυνατόν να χρησιµοποιηθούν

στήλες κορεσµού (στήλες διαλυτότητας). Πρέπει να αποφεύγεται, κατά το δυνατόν, η χρησιµοποίηση διαλυτών
ή προσθέτων διασποράς (παραγόντων διαλυτοποίησης) εντούτοις, αυτές οι ουσίες είναι µερικές φορές

απαραίτητες για την παρασκευή αρχικού πυκνού διαλύµατος κατάλληλης συγκέντρωσης. Παραδείγµατα

κατάλληλων διαλυτών είναι η ακετόνη, η αιθανόλη, η µεθανόλη, το διµεθυλοφορµαµίδιο και η

τριαιθυλενογλυκόλη, ενώ κατάλληλα πρόσθετα διασποράς είναι το Cremophor RH40,το Tween 80, η
µεθυλοκυτταρίνη 0,01%και το HCO-40. 'Oταν χρησιµοποιούνται παράγοντες που βιοαποικοδοµούνται εύκολα
(π.χ. ακετόνη) ή/και παράγοντες υψηλής πτητικότητας, η χρήση τους θα πρέπει να γίνεται µε προσοχή γιατί
µπορεί να προκαλέσουν την ανάπτυξη βακτηρίων στις δοκιµασίες συνεχούς ροής. 'Oταν χρησιµοποιείται

παράγοντας διαλυτοποίησης, αυτός δεν πρέπει να έχει σηµαντικές επιπτώσεις στην επιβίωση ούτε ορατές

δυσµενείς επιπτώσεις στα αρχικά στάδια της ζωής οπότε πρέπει να εκτελείται δοκιµασία ελέγχου µε διαλύτη

µόνο. Θα πρέπει πάντως να καταβάλλεται κάθε δυνατή προσπάθεια ώστε να αποφεύγεται η χρήση τέτοιων

υλικών.

Για την ηµιστατική τεχνική, είναι δυνατόν να ακολουθηθούν δύο διαφορετικές διαδικασίες ανανέωσης : είτε, α)
ετοιµάζονται νέα δοκιµαστικά διαλύµατα σε καθαρά δοχεία και τα αβγά και οι προνύµφες (larvae)που έχουν
επιβιώσει µεταφέρονται µε ήπιο τρόπο στα νέα δοχεία εντός µικρού όγκου του παλαιού διαλύµατος, χωρίς να
εκτίθενται στον αέρα ή β) οι δοκιµαζόµενοι οργανισµοί διατηρούνται στα δοχεία ενώ αντικαθίσταται µέρος

µόνο (τουλάχιστον τρία τέταρτα) του νερού. Η συχνότητα ανανέωσης του µέσου εξαρτάται από τη

σταθερότητα της δοκιµαστικής ουσίας, συνιστάται πάντως καθηµερινή ανανέωση του νερού. Εάν από

προκαταρκτικές δοκιµασίες µελέτης της σταθερότητας (βλ. 1.4) είναι γνωστό ότι η συγκέντρωση της

δοκιµαστικής ουσίας δεν είναι σταθερή (βρίσκεται δηλαδή εκτός των ορίων 80 – 120 %της ονοµαστικής

συγκέντρωσης ή κάτω από το 80 % της µετρηθείσας αρχικής συγκέντρωσης), σε όλη τη διάρκεια της

ανανέωσης, πρέπει να εξεταστεί το ενδεχόµενο να χρησιµοποιηθεί δοκιµασία συνεχούς ροής. Σε κάθε

περίπτωση, πρέπει να καταβληθεί προσπάθεια να αποφευχθεί το στρες στις προνύµφες κατά την διαδικασία

ανανέωσης του νερού.

Στις δοκιµασίες συνεχούς ροής, για την προσαγωγή των διαλυµάτων στους δοκιµαστικούς θαλάµους απαιτείται
σύστηµα το οποίο να παρέχει συνεχώς και να αραιώνει ένα αρχικό διάλυµα της δοκιµαστικής ουσίας (π.χ.
αντλία µετρήσεως, αναλογικός αραιωτής, σύστηµα κορεσµού). Ο ρυθµός ροής των αρχικών διαλυµάτων και

του νερού αραίωσης ελέγχεται κατά διαστήµατα, κατά προτίµηση καθηµερινά, και δεν διαφέρει περισσότερο
από 10 % καθ'όλη τη διάρκεια της δοκιµασίας. Θεωρείται κατάλληλη µια ταχύτητα ροής ισοδύναµη µε τον

όγκο τουλάχιστον πέντε δοκιµαστικών θαλάµων ανά 24ώρες (2).

∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ

Στην υπάρχουσα βιβλιογραφία περιέχονται χρήσιµες πληροφορίες για την εκτέλεση των δοκιµασιών

τοξικότητας στα έµβρυα ιχθύων και στα λεκιθοφόρα ιχθύδια (sac-fry).Σχετικές παραποµπές υπάρχουν στις
αναφορές (7)(8)(9) στη βιβλιογραφία του παρόντος.

Συνθήκες έκθεσης.

∆ιάρκεια

Η δοκιµασία αρχίζει κατά προτίµηση εντός 30 λεπτών αφότου γονιµοποιηθούν τα αβγά. Τα έµβρυα ιχθύων

εµβυθίζονται στο δοκιµαστικό διάλυµα πριν αρχίσει το στάδιο της κυτταρικής διαίρεσης των βλαστοδίσκων ή

αµέσως µετά, και πάντως προτού αρχίσει το στάδιο του γαστριδίου. Εάν τα αβγά προέρχονται από εξωτερικό
προµηθευτή, είναι πιθανό να µην είναι δυνατό να ξεκινήσει η δοκιµασία αµέσως µετά τη γονιµοποίηση.
∆εδοµένου ότι η ευαισθησία της δοκιµασίας µπορεί να επηρεαστεί αισθητά από την καθυστέρηση έναρξης, η
δοκιµασία πρέπει να ξεκινήσει εντός 8ώρου αφότου γίνει η γονιµοποίηση. Καθώς οι προνύµφες (larvae)δεν
λαµβάνουν τροφή κατά την περίοδο έκθεσης, η δοκιµασία πρέπει να τελειώνει αµέσως πριν απορροφηθεί

πλήρως ο λεκιθικός σάκος οποιασδήποτε προνύµφης (larvae) σε οποιοδήποτε από τους δοκιµαστικούς

θαλάµους ή πριν σηµειωθούν θάνατοι από ασιτία στους µάρτυρες. Η διάρκεια εξαρτάται από το

χρησιµοποιούµενο είδος. Στα παραρτήµατα 2 και 3 προτείνονται χρόνοι για τη διάρκεια.



Φορτίο

Ο αριθµός γονιµοποιηµένων αβγών στην αρχή της δοκιµασίας πρέπει να είναι στατιστικώς επαρκής. Τα αβγά
κατανέµονται στις διάφορες οµάδες αγωγής µε τυχαίο τρόπο, και χρησιµοποιούνται ανά συγκέντρωση

τουλάχιστον 30 γονιµοποιηµένα αβγά ισοκατανεµηµένα (όσο είναι δυνατόν δεδοµένου ότι για ορισµένα είδη
είναι δύσκολο να ληφθούν ίσες παρτίδες) σε 3 τουλάχιστον όµοιους δοκιµαστικούς θαλάµους. Ο ρυθµός

πλήρωσης (βιοµάζα ανά όγκο δοκιµαστικού διαλύµατος) πρέπει να είναι επαρκώς χαµηλός ώστε να διατηρείται
η συγκέντρωση διαλελυµένου οξυγόνου σε ποσοστό µεγαλύτερο του 60 %της τιµής κορεσµού µε αέρα (ASV)
χωρίς αερισµό. Για τις δοκιµασίες συνεχούς ροής συνιστάται ο ρυθµός πλήρωσης να µην υπερβαίνει το 0.5 g/l
ανά 24ωρο και να µην υπερβαίνει τα 5 g/l διαλύµατος οποιαδήποτε στιγµή (2).

Φως και θερµοκρασία

Η φωτοπερίοδος και η θερµοκρασία του νερού της δοκιµής θα πρέπει να ανταποκρίνονται στις ανάγκες του

χρησιµοποιούµενου είδους ψαριών (παραρτήµατα 2 και 3). Για την παρακολούθηση της θερµοκρασίας,
ενδείκνυται ίσως η χρήση ενός επιπλέον δοκιµαστικού δοχείου.

Συγκεντρώσεις

Κανονικά απαιτούνται 5 συγκεντρώσεις της δοκιµαστικής ουσίας οι οποίες να απέχουν µεταξύ τους κατά ένα

σταθερό παράγοντα που δεν υπερβαίνει το 3,2.Η καµπύλη που συνδέει την LC50 µε την περίοδο έκθεσης στη

µελέτη οξείας τοξικότητας πρέπει να ληφθεί υπόψη κατά την επιλογή της σειράς συγκεντρώσεων που θα

χρησιµοποιηθούν στη δοκιµασία. Υπό ορισµένες συνθήκες, π.χ. στις οριακές δοκιµασίες, µπορεί να ενδείκνυται
η χρήση λιγότερων από πέντε συγκεντρώσεων που θα απέχουν µάλιστα και λιγότερο µεταξύ τους. Εάν η
δοκιµασία γίνει σε λιγότερες από πέντε συγκεντρώσεις, θα πρέπει να δοθούν εξηγήσεις. ∆εν χρειάζεται να
δοκιµάζονται συγκεντρώσεις της ουσίας ανώτερες από την LC50 96 ωρών ή από 100 mg/l, όποια είναι

χαµηλότερη. Οι ουσίες δεν πρέπει να υποβάλλονται στη δοκιµασία σε συγκεντρώσεις µεγαλύτερες από το όριο
διαλυτότητά τους στο νερό της δοκιµασίας.

'Oταν χρησιµοποιείται παράγοντας διαλυτοποίησης για την παρασκευή των διαλυµάτων (βλ. 1.6.6),η τελική
του συγκέντρωση στα δοχεία δεν πρέπει να είναι µεγαλύτερη από 0,1 ml/l,η ίδια σε όλα τα δοχεία.

Μάρτυρες

Επιπλέον της κανονικής σειράς δοκιµασιών, πρέπει να γίνουν δοκιµασίες µε σειρά µαρτύρων του νερού της
δοκιµασίας (σε ικανοποιητικό αριθµό επαναλήψεων) και, εφόσον έχει νόηµα, µε σειρά µαρτύρων που

περιέχουν τον παράγοντα διαλυτοποίησης (σε ικανοποιητικό αριθµό επαναλήψεων).

Συχνότητα αναλυτικών προσδιορισµών και µετρήσεων

Κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας, οι συγκεντρώσεις της δοκιµαστικής ουσίας προσδιορίζονται σε τακτά

διαστήµατα.

Στις ηµιστατικές δοκιµασίες όπου η συγκέντρωση της δοκιµαστικής ουσίας αναµένεται να παραµένει εντός του

± 20 %της ονοµαστικής (δηλαδή εντός των ορίων 80 – 120 %·βλ. 1.4και 1.6.6),συνιστάται να αναλύονται οι
ελάχιστες και οι µέγιστες συγκεντρώσεις δοκιµής τουλάχιστον αµέσως µετά την παρασκευή τους και αµέσως

πριν την ανανέωση του νερού και τουλάχιστον τρεις φορές σε τακτά διαστήµατα κατά τη διάρκεια της

δοκιµασίας (πρέπει δηλαδή να αναλύεται δείγµα του ίδιου διαλύµατος αµέσως µετά την παρασκευή και αµέσως
πριν την ανανέωσή του).

'Oταν προβλέπεται ότι η συγκέντρωση της δοκιµαστικής ουσίας δεν θα παραµείνει εντός του ± 20 % της

ονοµαστικής τιµής (µε βάση τα στοιχεία για τη σταθερότητα της ουσίας), είναι απαραίτητο να αναλυθούν όλες
οι συγκεντρώσεις, αµέσως µετά την παρασκευή και κατά την ανανέωση, µε εφαρµογή όµως του ίδιου

προγράµµατος (δηλαδή τουλάχιστον τρεις φορές σε τακτά διαστήµατα κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας ). Σε
όλες τις περιπτώσεις, ο προσδιορισµός των συγκεντρώσεων της δοκιµαστικής ουσίας πριν την ανανέωση

χρειάζεται να γίνεται σε ένα µόνο από τα όµοια δοχεία για κάθε συγκέντρωση. Το χρονικό διάστηµα µεταξύ
προσδιορισµών δεν πρέπει να υπερβαίνει τις

7 ηµέρες. Συνιστάται να βασίζονται τα αποτελέσµατα σε µετρηθείσες συγκεντρώσεις. Εάν µπορεί να

αποδειχτεί ότι η συγκέντρωση της δοκιµαστικής ουσίας καθ’όλη τη διάρκεια της δοκιµασίας διατηρήθηκε

συνεχώς εντός του ± 20 % της ονοµαστικής ή της αρχικώς µετρηθείσας συγκέντρωσης, τότε τα αποτελέσµατα
µπορούν να βασιστούν στις ονοµαστικές ή τις αρχικώς µετρηθείσες τιµές.



Σε δοκιµασία συνεχούς ροής, ενδείκνυται καθεστώς δειγµατοληψίας ανάλογο µε το περιγραφόµενο για

ηµιστατικές δοκιµασίες (στην περίπτωση όµως αυτή δεν ισχύουν οι µετρήσεις "παλαιών" διαλυµάτων).
Εντούτοις, εάν η διάρκεια της δοκιµασίας υπερβαίνει τις 7 ηµέρες, καλό θα ήταν να αυξηθεί ο αριθµός των
δειγµατοληψιών στη διάρκεια της πρώτης εβδοµάδας (π.χ. τρεις σειρές µετρήσεων) ώστε να είναι βέβαιο ότι οι
συγκεντρώσεις παραµένουν σταθερές.

'Iσως χρειάζεται να φυγοκεντρηθούν ή να διηθηθούν τα δείγµατα (π.χ. µε µέγεθος πόρου 0,45 µm). Ωστόσο,
επειδή ούτε η διήθηση ούτε η φυγοκέντρηση φαίνεται να διαχωρίζουν πάντοτε το µη βιοδιαθέσιµο κλάσµα της

δοκιµαστικής ουσίας από εκείνο που είναι βιοδιαθέσιµο, τα δείγµατα µπορούν να µην υποβάλλονται σε αυτές
τις κατεργασίες.

Κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας, σε όλα τα δοχεία θα πρέπει να διενεργούνται µετρήσεις της συγκέντρωσης
του διαλελυµένου οξυγόνου, του pH και της θερµοκρασίας. Στους µάρτυρες και σε ένα δοχείο µε την ανώτερη
συγκέντρωση θα πρέπει να διενεργούνται µετρήσεις της ολικής σκληρότητας και αλατότητας (εάν χρειάζεται).
Το διαλελυµένο οξυγόνο και η αλατότητα (εφόσον χρειάζεται) θα πρέπει να µετρούνται τουλάχιστον τρεις

φορές (στην αρχή, στη µέση και στο τέλος της δοκιµασίας). Στις ηµιστατικές δοκιµασίες, συνιστάται να
εκτελούνται συχνότερες µετρήσεις του διαλελυµένου οξυγόνου, κατά προτίµηση πριν και µετά από κάθε

ανανέωση του νερού ή τουλάχιστον µία φορά την εβδοµάδα. Το pH πρέπει να µετρείται στην αρχή και στο

τέλος κάθε ανανέωσης του νερού στην ηµιστατική δοκιµασία και τουλάχιστον µία φορά την εβδοµάδα στις

δοκιµασίες συνεχούς ροής. Η σκληρότητα πρέπει να µετρείται µία φορά σε κάθε δοκιµασία. Η θερµοκρασία θα

πρέπει να µετρείται ηµερησίως και κατά προτίµηση να παρακολουθείται συνεχώς σε ένα τουλάχιστον δοχείο.

Παρατηρήσεις

Στάδιο εµβρυϊκής ανάπτυξης

Το εµβρυϊκό στάδιο (π.χ. στάδιο γαστριδίου) στο οποίο βρίσκεται το υλικό στην αρχική φάση έκθεσης στη

δοκιµαστική ουσία πρέπει να επαληθεύεται όσο το δυνατόν ακριβέστερα. Η επαλήθευση µπορεί να γίνει σε

αντιπροσωπευτικό δείγµα αβγών τα οποία έχουν διατηρηθεί και καθαριστεί καταλλήλως. Είναι επίσης δυνατό
να χρησιµοποιηθούν περιγραφές και απεικονίσεις των εµβρυϊκών σταδίων από τη βιβλιογραφία (2)(5)(10)(11).

Εκκόλαψη και επιβίωση

Η εκκόλαψη και η επιβίωση πρέπει να παρατηρούνται τουλάχιστον µία φορά την ηµέρα και να καταγράφονται

τα αριθµητικά δεδοµένα. Είναι ενδεχοµένως σκόπιµο να γίνονται συχνότερες παρατηρήσεις στην αρχή της

δοκιµασίας (π.χ. κάθε 30 λεπτά κατά τις πρώτες 3 ώρες), καθώς σε ορισµένες περιπτώσεις, οι χρόνοι επιβίωσης
µπορεί να είναι πιο χρήσιµοι από τον αριθµό των θανάτων (π.χ. όταν υπάρχουν οξείες τοξικές επιπτώσεις). Τα
νεκρά έµβρυα και οι προνύµφες (larvae)πρέπει να αποµακρύνονται αµέσως µόλις υποβληθούν σε παρατήρηση
δεδοµένου ότι αποσυντίθενται γρήγορα. Πρέπει να δίνεται ιδιαίτερη προσοχή όταν αποµακρύνονται τα νεκρά
στοιχεία ώστε να µην χτυπηθούν ή υποστούν φυσική ζηµιά τα γειτονικά αβγά/προνύµφες (larvae)καθώς είναι
εξαιρετικά εύθραυστα και ευαίσθητα. Τα κριτήρια θανάτου είναι διαφορετικά αναλόγως του σταδίου ζωής.

(6) για τα αβγά : ιδιαίτερα στα αρχικά στάδια, αισθητή µείωση διαφάνειας και αλλαγή χρώµατος, λόγω
πήξης ή/και καταβύθισης των πρωτεϊνών, µε αποτέλεσµα λευκή θαµπή όψη·

(7) για τα έµβρυα : απουσία κίνησης του σώµατος ή/και απουσία καρδιακού ρυθµού ή/και
αποχρωµατισµός και απώλεια διαφάνειας στα είδη των οποίων τα έµβρυα είναι κανονικά διαπερατά στο

φως·

(8) για τις προνύµφες (larvae) : ακινησία ή/και απώλεια αναπνευστικής κίνησης ή/και απουσία
καρδιακού ρυθµού ή/και λευκό θαµπό χρώµα του κεντρικού νευρικού συστήµατος ή/και έλλειψη
αντίδρασης στα µηχανικά ερεθίσµατα.



Αφύσικη όψη

Ο αριθµός προνυµφών (larvae)που εµφανίζουν αφύσικο σχήµα σώµατος ή/και χρωµατισµό κατά το στάδιο

απορρόφησης του λεκιθικού σάκου θα πρέπει να καταγράφονται σε κατάλληλα χρονικά διαστήµατα ανάλογα

µε τη διάρκεια της δοκιµασίας και το είδος της παρατηρούµενης ανωµαλίας. Πρέπει να σηµειωθεί ότι ανώµαλα
έµβρυα και προνύµφες (larvae) είναι φυσικό να εµφανίζονται και µπορεί να αντιπροσωπεύουν σηµαντικό

ποσοστό των µαρτύρων σε ορισµένα είδη. Τα ανώµαλα ζώα πρέπει να αποµακρύνονται από τα δοκιµαστικά
δοχεία µόνο όταν πεθάνουν.

Αφύσικη συµπεριφορά

Οι ανωµαλίες, π.χ. υπεραερισµός, ασυντόνιστη κολύµβηση και ατυπική αταραξία πρέπει να καταγράφονται σε
κατάλληλα διαστήµατα αναλόγως της διάρκειας της δοκιµασίας. Αυτές οι επιπτώσεις, παρ’όλο που είναι

δύσκολο να εκφραστούν ποσοτικά, µπορούν, όταν έχουν παρατηρηθεί, να βοηθήσουν στην ερµηνεία των

δεδοµένων θνησιµότητας π.χ. να παράσχουν πληροφορίες για τον τρόπο τοξικής δράσης της ουσίας.

Μήκος

Στο τέλος της δοκιµασίας συνιστάται η µέτρηση του µήκους κάθε ψαριού χωριστά· µπορεί να χρησιµοποιηθεί
το κανονικό µήκος, το µήκος έως τα πτερύγια ή το συνολικό µήκος. Εάν ωστόσο σηµειωθεί αποσύνθεση του
πτερυγίου της ουράς ή διάβρωση των πτερυγίων πρέπει να χρησιµοποιείται το κανονικό µήκος. Γενικά, όταν η
δοκιµασία εκτελείται σωστά, ο συντελεστής απόκλισης του µήκους µεταξύ των επαναλήψεων των µαρτύρων
πρέπει να είναι ≤ 20 %.

Βάρος

Στο τέλος της δοκιµασίας µπορεί να µετρηθεί το βάρος κάθε ψαριού χωριστά· το ξηρό βάρος (24 ώρες σε 60
°C) προτιµάται από το υγρό βάρος (µετά από στέγνωµα) Γενικά, όταν η δοκιµασία εκτελείται σωστά, ο
συντελεστής απόκλισης του βάρους µεταξύ των επαναλήψεων των µαρτύρων πρέπει να είναι ≤ 20 %.

Αυτές οι παρατηρήσεις θα έχουν ως αποτέλεσµα να υπάρχουν διαθέσιµα για στατιστική ανάλυση τα εξής

δεδοµένα:

(9) συνολική θνησιµότητα

(10) αριθµός υγιών προνυµφών (larvae)στο τέλος της δοκιµασίας·

(11) χρόνος µεταξύ έναρξης της εκκόλαψης και λήξης της εκκόλαψης (δηλ. εκκόλαψη κατά 90%σε κάθε

επαναληπτική οµάδα)

(12) αριθµός προνυµφών (larvae)που εκκολάπτονται κάθε µέρα·

(13) µήκος (και βάρος) των επιζώντων ζώων στο τέλος της δοκιµασίας·

(14) αριθµός παραµορφωµένων προνυµφών (larvae)ή που εµφανίζουν αφύσικη όψη·

(15) αριθµός προνυµφών (larvae)που εµφανίζουν αφύσικη συµπεριφορά.



2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ ΚΑΙ ΕΚΘΕΣΕΙΣ

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Συνιστάται η συµµετοχή στατιστικολόγου στην εκτέλεση τόσο του σχεδιασµού όσο και της ανάλυσης της

δοκιµασίας, επειδή η µέθοδος επιτρέπει σηµαντικές διαφορές στον πειραµατικό σχεδιασµό, π.χ. στον αριθµό
των δοκιµαστικών θαλάµων, στον αριθµό των συγκεντρώσεων, στον αρχικό αριθµό γονιµοποιηµένων αβγών
και στις µετρούµενες παραµέτρους. Επειδή υπάρχουν πολλές επιλογές για τον σχεδιασµό της δοκιµασίας, δεν
δίνονται εδώ ειδικές οδηγίες για τη στατιστική επεξεργασία.

Εάν πρέπει να υπολογιστούν οι τιµές LOEC/NOEC,θα είναι απαραίτητο να αναλυθούν οι διαφορές σε κάθε
επαναληπτική οµάδα µε ανάλυση διασποράς (ANOVA) ή πίνακα συσχετισµού. Για την εκτέλεση πολλαπλών
συγκρίσεων µεταξύ των αποτελεσµάτων των διαφορετικών συγκεντρώσεων και των αποτελεσµάτων των

µαρτύρων, ενδείκνυται ενδεχοµένως η µέθοδος Dunnett (12)(13). 'Aλλα χρήσιµα παραδείγµατα είναι επίσης

διαθέσιµα, αναφορές (14), (15).Πρέπει να υπολογίζεται και να καταγράφεται ο βαθµός επίδρασης που µπορεί
να εντοπιστεί µέσω ANOVA ή µε άλλη διαδικασία (ήτοι η ισχύς της δοκιµασίας). Πρέπει να σηµειωθεί ότι δεν
είναι όλες οι παρατηρήσεις που αναφέρονται στο σηµείο 1.7.5.6 κατάλληλες για στατιστική ανάλυση µε

ANOVA. Για παράδειγµα, η συνολική θνησιµότητα και ο αριθµός υγιών προνυµφών (larvae)στο τέλος της
διαδικασίας θα µπορούσαν να αναλυθούν µε µεθόδους probit.

Εάν πρέπει να υπολογιστούν οι τιµές LC/ECx, πρέπει να προσαρµόζονται τα δεδοµένα που έχουν επιλεχθεί σε
µία ή πολλές κατάλληλες καµπύλες, όπως η λογιστική καµπύλη, µε στατιστική µέθοδο όπως των ελαχίστων
τετραγώνων ή των µη γραµµικών ελαχίστων τετραγώνων. Η καµπύλη ή οι καµπύλες µπορούν να γίνουν

παραµετρικές ώστε να είναι δυνατόν να προσδιοριστούν απευθείας η LC/ECx και το τυπικό σφάλµα αυτής.
∆ιευκολύνεται έτσι σε µεγάλο βαθµό ο υπολογισµός του ορίου εµπιστοσύνης της LC/ECx. Καθορίζεται
αµφίπλευρο επίπεδο εµπιστοσύνης 95 %,εκτός εάν υπάρχουν βάσιµοι λόγοι να καθοριστεί άλλο. Η διαδικασία

προσαρµογής καλό είναι να παρέχει ένα µέσο ελέγχου της σηµαντικότητας της έλλειψης προσαρµογής. Μπορεί
να χρησιµοποιηθεί γραφική µέθοδος για την προσαρµογή των καµπυλών. Η αναγωγική ανάλυση είναι

κατάλληλη για όλες τις παρατηρήσεις που αναφέρονται στο σηµείο 1.7.5.6.

0 ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Τα αποτελέσµατα θα πρέπει να ερµηνεύονται µε προσοχή αν οι µετρούµενες τοξικές συγκεντρώσεις των

δοκιµαστικών διαλυµάτων βρίσκονται σε επίπεδα κοντά στο όριο ανίχνευσης της αναλυτικής µεθόδου. Η
ερµηνεία των αποτελεσµάτων για συγκεντρώσεις πάνω από την υδατοδιαλυτότητα της ουσίας πρέπει επίσης να

γίνεται µε προσοχή.

2.3 ΕΚΘΕΣΗ

Η έκθεση µε τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας πρέπει να περιέχει τις ακόλουθες πληροφορίες:

2.3.1 ∆οκιµαστική ουσία

(16) φυσικές ιδιότητες και φυσικοχηµικές ιδιότητες που αφορούν τη δοκιµασία·

(17) χηµικά χαρακτηριστικά, µεταξύ των οποίων η καθαρότητα και αναλυτική µέθοδος ποσοτικού

προσδιορισµού της εξεταζόµενης ουσίας, όπου απαιτείται.

2.3.2 Eίδος ψαριού που χρησιµοποιείται στη δοκιµή.

(18) επιστηµονική ονοµασία, στέλεχος, αριθµός γεννητόρων (ήτοι πόσα θηλυκά χρησιµοποιήθηκαν για
να ληφθεί ο απαιτούµενος αριθµός αβγών στη δοκιµασία), πηγή και µέθοδος συλλογής των

γονιµοποιηµένων αβγών και επακόλουθος χειρισµός.



2.3.3 Συνθήκες εκτέλεσης της δοκιµασίας

(19) χρησιµοποιηθείσα διαδικασία δοκιµασίας (π.χ. ηµιστατική ή συνεχούς ροής, χρονικό διάστηµα από
τη γονιµοποίηση ως την έναρξη της δοκιµασίας, ρυθµός πλήρωσης, κ.λπ.)·

(20) φωτοπερίοδος·

(21) σχεδιασµός της δοκιµασίας (π.χ. αριθµός δοκιµαστικών θαλάµων και αριθµός επαναλήψεων µε την

ίδια συγκέντρωση, αριθµός εµβρύων ανά επαναλαµβανόµενο δοχείο)·

(22) µέθοδος παρασκευής των αρχικών διαλυµάτων και συχνότητα ανανέωσης (αναφέρονται, εφόσον
χρησιµοποιούνται, ο παράγοντας διαλυτοποίησης και η συγκέντρωσή του).

(23) οι ονοµαστικές συγκεντρώσεις των δοκιµών, οι µετρηθείσες τιµές, οι µέσες τιµές των µετρούµενων
τιµών και οι τυπικές αποκλίσεις τους στα δοκιµαστικά δοχεία καθώς και η µέθοδος µε την οποία

επιτεύχθηκαν και εάν η υπό δοκιµή ουσία είναι διαλυτή στο νερό σε συγκεντρώσεις χαµηλότερες από τις

χρησιµοποιούµενες στη δοκιµασία, πρέπει να παρέχονται αποδεικτικά στοιχεία σύµφωνα µε τα οποία οι
µετρήσεις αναφέρονται στις συγκεντρώσεις της υπό δοκιµή ουσίας που είναι διαλελυµένη·

(24) χαρακτηριστικά του νερού διάλυσης : ήτοι pH, σκληρότητα, θερµοκρασία, συγκέντρωση

διαλελυµένου οξυγόνου, επίπεδα υπολειµµατικού χλωρίου (εφόσον µετρείται), ολικός οργανικός

άνθρακας, αιωρούµενα στερεά, αλατότητα του δοκιµαστικού µέσου (εφόσον µετρείται) και τυχόν άλλες
µετρήσεις·

(25) ποιότητα του νερού στα δοκιµαστικά δοχεία : pH, σκληρότητα, θερµοκρασία και συγκέντρωση

διαλελυµένου οξυγόνου.

2.3.4 Αποτελέσµατα:

(26) αποτελέσµατα τυχόν προκαταρκτικών µελετών σχετικά µε τη σταθερότητα της δοκιµαστικής ουσίας·

(27) στοιχεία ότι οι µάρτυρες πληρούν το πρότυπο αποδεκτής συνολικής επιβίωσης για το είδος ψαριού

που χρησιµοποιείται στη δοκιµή (παραρτήµατα 2 και 3)·

(28) στοιχεία για τη θνησιµότητα/επιβίωση στα στάδια του εµβρύου και της προνύµφης (larvae) και
συνολική θνησιµότητα/επιβίωση·

(29) ηµέρες εκκόλαψης και αριθµός εκκολαφθέντων αβγών·

(30) στοιχεία σχετικά µε το µήκος (και το βάρος)·

(31) συχνότητα εµφάνισης και περιγραφή µορφολογικών ανωµαλιών, εάν υπάρχουν·

(32) συχνότητα εµφάνισης και περιγραφή επιπτώσεων στη συµπεριφορά, εάν υπάρχουν·

(33) στατιστική ανάλυση και επεξεργασία των δεδοµένων·

(34) για τις δοκιµασίες που αναλύονται µε ANOVA, η ελάχιστη συγκέντρωση στην οποία παρατηρείται
επίπτωση (LOEC) σε p=0.05και η συγκέντρωση στην οποία δεν παρατηρείται επίπτωση (NOEC) για
κάθε απάντηση που αξιολογείται καθώς και περιγραφή των στατιστικών διαδικασιών που

χρησιµοποιήθηκαν και ενδεικτική αναφορά του µεγέθους των επιπτώσεων που µπορούν να ανιχνευθούν·

(35) για τις δοκιµασίες που αναλύθηκαν µε τεχνικές αναγωγής, ο λόγος LC/ECx και τα διαστήµατα

εµπιστοσύνης καθώς και γραφική παράσταση του µοντέλου προσέγγισης που χρησιµοποιήθηκε για τους

σχετικούς υπολογισµούς·

(36) αιτιολόγηση κάθε παρέκκλισης από τη µέθοδο της δοκιµασίας.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 1Α: ΕΙ∆Η ΨΑΡΙΩΝ ΠΟΥ ΣΥΝΙΣΤΩΝΤΑΙ ΓΙΑ ΤΗ ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑ

ΓΛΥΚΟΥ ΝΕΡΟΥ

Oncorhynchus mykiss

γραβανή (αµερικάνικη) πέστροφα (9)(16)

Danio rerio

ζεβρόψαρο (7)(17)(18)

Cyprinus caprio

κοινός κυπρίνος (σαζάνι) (8)(19)

Oryzias latipes

γιαπωνέζικο ριζόψαρο / Medaka (20)(21)

Pimephales promelas

χοντροκέφαλη τσίµα (8)(22)

ΠΙΝΑΚΑΣ 1B: ΠΑΡΑ∆ΕΙΓΜΑΤΑ ΑΛΛΩΝ ΕΙ∆ΩΝ ΓΙΑ ΤΑ ΟΠΟΙΑ ΥΠΑΡΧΕΙ ΕΠΑΡΚΗΣ

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ

ΚΑΙ ΤΑ ΟΠΟΙΑ ΕΧΟΥΝ ΕΠΙΣΗΣ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΗΘΕΙ

ΓΛΥΚΟΥ ΝΕΡΟΥ ΑΛΜΥΡΟΥ ΝΕΡΟΥ

Carassius auratus

χρυσόψαρο (8)

Menidia peninsulae

Tidewater silverside(23)(24)(25)

Lepomis macrochirus

γαλαζόσπλαχνο λεστί (8)

Clupea harengus

ρέγγα (24) (25)

Gadus Morhua

βακαλάος (24)(25)

Cyprinodon variegatus

πολύχρωµη τσίµα (23)(24)(25)



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1

Ο∆ΗΓΙΕΣ ΓΙΑ ΤΗΝ ΕΚΤΕΛΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑΣ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ ΣΤΑ ΕΜΒΡΥΑ

ΚΑΙ ΤΑ ΛΕΚΙΘΟΦΟΡΑ ΙΧΘΥ∆ΙΑ (SAC-FRY) ΤΟΥ ΖΕΡΒΟΨΑΡΟΥ (Brachydanio rerio)

ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Το ζεβρόψαρο προέρχεται από την ακτή Coromandelτης Ινδίας όπου κατοικεί στα υδατορεύµατα ταχείας ροής.
Πρόκειται για κοινό ψάρι ενυδρείου της οικογένειας των κυπρίνων. Πληροφορίες για τη φροντίδα και την

καλλιέργειά του υπάρχουν στη βασική βιβλιογραφία για τα τροπικά ψάρια. Επισκόπηση των σχετικών µε τη
βιολογία και την χρήση του στην ιχθυοτροφία ερευνών έχει δηµοσιευθεί από τον Laale (1).

Το µήκος του σπανίως υπερβαίνει τα 45 mm.Το σώµα του είναι κυλινδρικό µε 7 – 9οριζόντιες σκούρες µπλε
στιλπνές ραβδώσεις. Οι ραβδώσεις καταλήγουν στα πτερύγια της ουράς και της έδρας. Η ράχη είναι

φαιοπράσινη. Τα αρσενικά είναι πιο αδύνατα από τα θηλυκά. Τα θηλυκά είναι πιο στιλπνά και η γαστρική

χώρα είναι διεσταλµένη, ιδίως πριν την ωοτοκία.

Τα ενήλικα ψάρια είναι ικανά να ανεχθούν µεγάλες διακυµάνσεις θερµοκρασίας, pH και σκληρότητας.
Ωστόσο, για να είναι τα ψάρια υγιή και να παράγουν αβγά καλής ποιότητας, πρέπει να εξασφαλίζονται

βέλτιστες συνθήκες.

Κατά την ωοτοκία το αρσενικό ακολουθεί το θηλυκό και εφορµά, µε αποτέλεσµα να γονιµοποιούνται τα αβγά
αµέσως µόλις αποβληθούν. Τα αβγά, τα οποία είναι διαφανή και δεν είναι κολλώδη, πέφτουν στο βυθό και
ενδεχοµένως τρώγονται από τους γεννήτορες. Η ωοτοκία επηρεάζεται από το φως. Εάν το πρωινό φως είναι
κατάλληλο, το ψάρι αποβάλλει το γόνο τις πρώτες πρωινές ώρες.

Το θηλυκό µπορεί να γεννήσει παρτίδες εκατοντάδων αβγών ανά εβδοµάδα.

ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΓΙΑ ΤΟΥΣ ΓΕΝΝΗΤΟΡΕΣ, ΤΗΝ ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ ΚΑΙ ΤΑ ΑΡΧΙΚΑ ΣΤΑ∆ΙΑ ΖΩΗΣ

Επιλέγεται κατάλληλος αριθµός υγιών ψαριών και αυτά κρατούνται σε κατάλληλα ύδατα (βλ. παράρτηµα 4)
για 2 τουλάχιστον εβδοµάδες πριν την προβλεπόµενη ωοτοκία. Τα ψάρια θα πρέπει να έχουν ζευγαρώσει προς
αναπαραγωγή µία τουλάχιστον φορά πριν παραχθεί η παρτίδα αβγών που θα χρησιµοποιηθεί στη δοκιµασία. Η
πυκνότητα των ψαριών κατά την περίοδο αυτή δεν πρέπει να υπερβαίνει 1 γραµµάριο ψαριών ανά λίτρο.
Τακτικές αλλαγές του νερού ή χρήση συστηµάτων καθαρισµού είναι προϋποθέσεις υψηλότερης πυκνότητας. Η
θερµοκρασία στις δεξαµενές δοχεία συντήρησης πρέπει να διατηρείται στους (25 ± 2) οC.Η τροφή των ψαριών

πρέπει να ποικίλλει και να αποτελείται π.χ. από αποξηραµένη τροφή του εµπορίου, ζωντανά νεοεκκολαφθέντα
αρτέµια (Arthemia),χιρονοµίδες, Daphnia,λευκοσκώληκες (Enchytraeids).

Στη συνέχεια περιγράφονται συνοπτικά δύο διαδικασίες, οι οποίες στην πράξη έχουν οδηγήσει σε επαρκή

παρτίδα γονιµοποιηµένων αβγών για την εκτέλεση µιας δοκιµασίας.

(3) Οκτώ θηλυκά και 16 αρσενικά τοποθετούνται σε δεξαµενή που περιέχει 50 λίτρα νερό αραίωσης

και, χωρίς να εκτίθενται σε άµεσο φως, αφήνονται κατά το δυνατόν ανενόχλητα για 48 τουλάχιστον

ώρες. Το απόγευµα της προηγούµενης µέρας, τοποθετείται στο βυθό του ενυδρείου δίσκος εναπόθεσης
γόνου. Ο δίσκος αποτελείται από πλαίσιο (από πλεξιγκλάς ή άλλο κατάλληλο υλικό), ύψους 5 – 7 cm
καλυµµένο στο επάνω µέρος µε χονδρό δίχτυ 2 – 5 mmκαι στο κάτω µέρος µε λεπτό δίχτυ 10 – 30µm.
Στο χονδρό δίχτυ του πλαισίου προσδένονται πολυάριθµα κοµµάτια νάιλον σκοινιού ξετυλιγµένου τα

οποία αποτελούν σηµεία εναπόθεσης αβγών. Αφού αφεθούν στο σκοτάδι για 12 ώρες, τα ψάρια

φωτίζονται µε απαλό φως που αποτελεί έναυσµα για την εναπόθεση των αβγών. 2 έως 4 ώρες µετά την
εναπόθεση των αβγών, αφαιρείται ο δίσκος και συλλέγονται τα αβγά. Ο δίσκος εµποδίζει τα ψάρια να

φάνε τα αβγά και ταυτοχρόνως διευκολύνει τη συλλογή τους. Τα ψάρια πρέπει να έχουν γεννήσει

τουλάχιστον µία φορά πριν γεννήσουν τα αβγά που θα χρησιµοποιηθούν στη δοκιµασία.



(4) Πέντε έως 10 αρσενικά και θηλυκά ψάρια κρατούνται χωριστά τουλάχιστον 2 εβδοµάδες πριν την

προβλεπόµενη ωοτοκία. Μετά από 5-10 ηµέρες, η γαστρική χώρα των θηλυκών διαστέλλεται και οι

γεννητικές θηλές γίνονται ορατές. Τα αρσενικά δεν διαθέτουν θηλές. Η ωοτοκία γίνεται σε ειδικές

δεξαµενές εξοπλισµένες µε δικτυωτό ψευδοπάτο (όπως ανωτέρω). Η δεξαµενή γεµίζεται µε νερό

αραίωσης ώστε το βάθος του νερού πάνω από το δικτυωτό να είναι 5-10 cm. 'Eνα θηλυκό και δύο

αρσενικά τοποθετούνται στη δεξαµενή την ηµέρα πριν την προβλεπόµενη ωοτοκία. Η θερµοκρασία του

νερού αυξάνεται βαθµιαία ένα βαθµό πάνω από τη τη θερµοκρασία εγκλιµατισµού. Η δεξαµενή

αφήνεται στο σκοτάδι, κατά το δυνατόν χωρίς οχλήσεις. Το πρωί φωτίζεται µε απαλό φως που αποτελεί
έναυσµα για την εναπόθεση των αβγών. Μετά από 2-4 ώρες, αφαιρούνται τα ψάρια και συλλέγονται τα
αβγά. Εάν χρειάζονται µεγαλύτερες παρτίδες αβγών από αυτές που µπορούν να παραχθούν από ένα

θηλυκό, µπορούν να χρησιµοποιηθούν ταυτόχρονα όσες δεξαµενές αναπαραγωγής χρειάζονται.
Καταγράφοντας το αναπαραγωγικό αποτέλεσµα καθενός από τα θηλυκά πριν τη δοκιµασία (µέγεθος
παρτίδας και ποιότητα), µπορούν να επιλεχθούν για αναπαραγωγή τα θηλυκά µε τις υψηλότερες

αναπαραγωγικές επιδόσεις.

Τα αβγά µεταφέρονται στα δοκιµαστικά δοχεία µε γυάλινες πιπέττες (εσωτερικής διαµέτρου όχι µικρότερης
από 4 mm) εφοδιασµένες µε ελαστική φούσκα αναρρόφησης. Η ποσότητα νερού που συνοδεύει τα αβγά κατά

τη µεταφορά πρέπει να είναι όσο γίνεται µικρότερη αφού τα αβγά βυθίζονται στο νερό, βαρύτερα καθώς είναι,
και µένουν έξω από την πιπέττα. Χρειάζεται προσοχή ώστε τα αβγά (και οι προνύµφες) να µην έρθουν σε

επαφή µε τον αέρα. ∆είγµα της παρτίδας (ή δείγµατα των παρτίδων) υποβάλλονται σε µικροσκοπική εξέταση
για να εξασφαλιστεί ότι δεν εµφανίζονται ανωµαλίες στα πρώτα στάδια ανάπτυξης. ∆εν επιτρέπεται η

απολύµανση των αβγών.

Το ποσοστό θνησιµότητας των αβγών είναι υψηλότερο τις πρώτες 24 ώρες µετά τη γονιµοποίηση. Συχνά
σηµειώνεται θνησιµότητα 5 – 40 % σ'αυτό το διάστηµα. Τα αβγά εκφυλίζονται λόγω ανεπιτυχούς

γονιµοποίησης ή ατυχούς ανάπτυξης. Η ποιότητα της παρτίδας των αβγών φαίνεται να εξαρτάται από τα

θηλυκά ψάρια καθώς µερικά θηλυκά παράγουν πάντοτε αβγά καλής ποιότητας, ενώ άλλα δεν τα καταφέρνουν

ποτέ. Αλλά και ο ρυθµός ανάπτυξης και ο ρυθµός εκκόλαψης ποικίλλουν από τη µία παρτίδα στην άλλη. Τα
επιτυχώς γονιµοποιηµένα αβγά και οι προνύµφες (yolk sac larvae)σηµειώνουν καλό ποσοστό επιβίωσης,
συνήθως άνω του 90 %. Στους 25 °C τα αβγά εκκολάπτονται 3 – 5 ηµέρες µετά τη γονιµοποίηση και ο

λεκιθικός σάκος απορροφάται περίπου 13ηµέρες µετά τη γονιµοποίηση.

Η εµβρυϊκή ανάπτυξη έχει οριστεί ικανοποιητικά από τους Hisaokaκαι Battle (2).Λόγω της διαφάνειας των

αβγών και των προνυµφών (post-hatch larvae)µετά την εκκόλαψη, είναι δυνατόν να παρακολουθείται η

ανάπτυξη των ψαριών και να παρατηρείται η παρουσία δυσπλασιών. Περίπου 4 ώρες µετά την ωοτοκία, τα µη
γονιµοποιηµένα αβγά διακρίνονται από τα γονιµοποιηµένα (3). Για την εν λόγω εξέταση, τα αβγά και οι

προνύµφες (larvae) τοποθετούνται σε δοκιµαστικά δοχεία µικρού όγκου και µελετώνται κάτω από το

µικροσκόπιο.

Οι συνθήκες της δοκιµασίας που εφαρµόζονται στα αρχικά στάδια ζωής απαριθµούνται στο παράρτηµα 2. Οι
βέλτιστες τιµές pH και σκληρότητας του ύδατος αραίωσης είναι 7,8και 250 mg CaCO3/l αντιστοίχως.

ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΙ ΚΑΙ ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΕΣ

Προτείνεται προσέγγιση δύο σταδίων. Aρχικά αναλύονται στατιστικά τα στοιχεία για τη θνησιµότητα, τις
ανωµαλίες ανάπτυξης και το χρόνο εκκόλαψης. Κατόπιν, για τις συγκεντρώσεις στις οποίες δεν έχουν

ανιχνευθεί δυσµενείς επιπτώσεις σε καµία από αυτές τις παραµέτρους, αξιολογείται στατιστικά το µήκος του
σώµατος. Αυτή η προσέγγιση συνιστάται καθώς η τοξική ουσία µπορεί να επιφέρει επιλεκτικό θάνατο των

µικρότερων ψαριών, παράταση του χρόνου εκκόλαψης και σοβαρές δυσπλασίες, και να οδηγήσει εποµένως σε
µη πραγµατικά αποτελέσµατα όσον αφορά τις µετρήσεις µήκους. Επιπλέον, ο αριθµός ψαριών προς µέτρηση
του µήκους θα είναι περίπου ο ίδιος για κάθε αγωγή, οπότε εξασφαλίζεται η εγκυρότητα των στατιστικών

δεδοµένων.



ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ LC 50 ΚΑΙ EC50

Το ποσοστό επιβίωσης των αβγών και των προνυµφών (larvae) υπολογίζεται και διορθώνεται βάσει της
θνησιµότητας των µαρτύρων σύµφωνα µε τον τύπο του Abbott (4):

P C P
C

x= − −100 100)( '

όπου:

P =διορθωµένο % επιβίωσης

P′ = % παρατηρηθείσα επιβίωση στη συγκέντρωση δοκιµής

C = %επιβίωση στους µάρτυρες

Εάν είναι δυνατόν, η LC50 καθορίζεται µε κατάλληλη µέθοδο στο τέλος της δοκιµασίας.

Για να συµπεριληφθούν στον στατιστικό υπολογισµό της EC50 και οι µορφολογικές ανωµαλίες, µπορεί να
ανατρέξει κανείς στον Stephan (5).

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΤΙΜΩΝ LOEC ΚΑΙ NOEC

'Eνας από τους στόχους της δοκιµασίας στα αβγά και τα λεκιθοφόρα ιχθύδια (sac-fry)είναι να συγκριθούν οι
µη µηδενικές συγκεντρώσεις µε τις τιµές των µαρτύρων, δηλαδή να προσδιοριστεί η LOEC.Εποµένως πρέπει
να χρησιµοποιηθούν διαδικασίες πολλαπλής σύγκρισης (6)(7)(8)(9)(10).
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ΣΥΝΘΗΚΕΣ ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑΣ, ∆ΙΑΡΚΕΙΑ ΚΑΙ ΚΡΙΤΗΡΙΑ ΕΠΙΒΙΩΣΗΣ ΓΙΑ ΤΑ ΣΥΝΙΣΤΩΜΕΝΑ ΕΙ∆Η

ΕΙ∆Η
ΘΕΡΜ.

(0C)

ΑΛΑΤΟΤΗΤΑ

(0/00)

ΦΩΤΟΠΕΡΙΟ∆ΟΣ

(ώρες)

∆ΙΑΡΚΕΙΑ ΤΩΝ

ΣΤΑ∆ΙΩΝ (ηµέρες)
ΤΥΠΙΚΗ ∆ΙΑΡΚΕΙΑ

∆ΟΚΙΜΑΣΙΑΣ

ΕΠΙΒΙΩΣΗ ΜΑΡΤΥΡΩΝ,
(ΕΛΑΧΙΣΤΗ %)

'Eµβρυα ∆οκιµασία

σε Λεκιθο-
φόρα

ιχθύδια (sac-
fry)

Επιτυχία

εκκόλαψης

Μετά την

εκκόλαψη

ΓΛΥΚΑ ΝΕΡΑ

Brachydanio rerio

Ζεβρόψαρο

25 ± 1 – 12 – 16 3 – 5 8 - 10

Το συντοµότερο δυνατό µετά τη

γονιµοποίηση (αρχικό στάδιο
γαστριδίου) έως 5 ηµέρες µετά την
εκκόλαψη (8-10ηµέρες)

80 90

Oncorhynchus mykiss

γραβανή (αµερικανική)
πέστροφα

10 ± 1(1)

12 ± 1(2)

– 0 (a) 30 – 35 25 - 30

Το συντοµότερο δυνατό µετά τη

γονιµοποίηση (αρχικό στάδιο

γαστριδίου) έως 20ηµέρες µετά την
εκκόλαψη (50-55ηµέρες)

66 70

Cyprinus carpio

Κοινός κυπρίνος (σαζάνι)

21 – 25 – 12 – 16 5 > 4

Το συντοµότερο δυνατό µετά τη

γονιµοποίηση (αρχικό στάδιο

γαστριδίου) έως 4 ηµέρες µετά την

εκκόλαψη (8- 9ηµέρες)

80 75



Oryzias latipes

γιαπωνέζικο

ριζόψαρο/medaka

24 ± 1(1)

23 ± 1(2)
– 12 – 16 8 – 11 4 - 8

Το συντοµότερο δυνατό µετά τη

γονιµοποίηση (αρχικό στάδιο

γαστριδίου) έως 5 ηµέρες µετά την

εκκόλαψη (13- 16ηµέρες)

80 80

Pimephales promelas

χοντροκέφαλη τσίµα

25 ± 2 – 16 4 – 5 5

Το συντοµότερο δυνατό µετά τη

γονιµοποίηση (αρχικό στάδιο

γαστριδίου) έως 4 ηµέρες µετά την

εκκόλαψη (8- 9ηµέρες)

60 70

(1)
Για έµβρυα

(2)
Για προνύµφες

(a)
Σκοτάδι για τα έµβρυα και τις προνύµφες έως µία εβδοµάδα µετά την εκκόλαψη εκτός εάν επιθεωρούνται. Κατόπιν χαµηλό φως καθ’όλη τη δοκιµασία



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3
ΣΥΝΘΗΚΕΣ ∆ΟΚΙΜΗΣ, ∆ΙΑΡΚΕΙΑ ΚΑΙ ΚΡΙΤΗΡΙΑ ΕΠΙΒΙΩΣΗΣ ΓΙΑ ΤΑ ΕΙ∆Η ΓΙΑ ΤΑ ΟΠΟΙΑ ΥΠΑΡΧΕΙ ΕΠΑΡΚΗΣ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ

ΕΙ∆Η
ΘΕΡΜ.

(oC)

ΑΛΑΤΟ-
ΤΗΤΑ

(0/00)

ΦΩΤΟΠΕΡΙΟ∆ΟΣ

(ώρες)

∆ΙΑΡΚΕΙΑ ΤΩΝ

ΣΤΑ∆ΙΩΝ (ηµέρες)
ΤΥΠΙΚΗ ∆ΙΑΡΚΕΙΑ ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑΣ ΣΤΑ ΕΜΒΡΥΑ

ΚΑΙ ΤΑ ΛΕΚΙΘΟΦΟΡΑ ΙΧΘΥ∆ΙΑ (SAC-FRY)
ΕΠΙΒΙΩΣΗ ΤΩΝ ΜΑΡΤΥΡΩΝ

(ΕΛΑΧΙΣΤΗ %)

Εµβρυα ∆οκιµασία

σεΛεκιθο-
φόρα

ιχθύδια

(sac-fry)

Επιτυχία της

εκκόλαψης

Μετά την

εκκόλαψη

ΓΛΥΚΟΥ ΝΕΡΟΥ

Carassius auratus

Χρυσόψαρο

24 ± 1 – – 3 – 4 > 4
Το συντοµότερο δυνατό µετά τη γονιµοποίηση (αρχικό
στάδιο γαστριδίου) έως 4 ηµέρες µετά την εκκόλαψη (7
ηµέρες)

– 80

Lepomis macrochirus

Blugill sunfish

21 ± 1 – 16 3 > 4
Το συντοµότερο δυνατό µετά τη γονιµοποίηση (αρχικό
στάδιο γαστριδίου) έως 4 ηµέρες µετά την εκκόλαψη (7
ηµέρες)

– 75

ΑΛΜΥΡΟΥ ΝΕΡΟΥ

Menidia peninsulae

Tidewater silverside

22 -
25

15 – 22 12 1.5 10
Το συντοµότερο δυνατό µετά τη γονιµοποίηση (αρχικό
στάδιο γαστριδίου) έως 5 ηµέρες µετά την εκκόλαψη (6-7
ηµέρες)

80 60

Clupea harengus

Ρέγγα

10 ± 1 8 – 15 12 20 – 25 3 – 5
Το συντοµότερο δυνατό µετά τη γονιµοποίηση (αρχικό
στάδιο γαστριδίου) έως 3 ηµέρες µετά την εκκόλαψη (23-27
ηµέρες)

60 80

Gadus morhua

Βακαλάος

5 ± 1 5 – 30 12 14 – 16 3 – 5
Το συντοµότερο δυνατό µετά τη γονιµοποίηση (αρχικό
στάδιο γαστριδίου) έως 3 ηµέρες µετά την εκκόλαψη (18
ηµέρες)

60 80



Cyprinodon variegatus

πολύχρωµη τσίµα

25 ± 1 15 – 30 12 – –
Το συντοµότερο δυνατό µετά τη γονιµοποίηση (αρχικό
στάδιο γαστριδίου) έως 4/7 ηµέρες µετά την εκκόλαψη (28
ηµέρες)

> 75 80
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ΟΡΙΣΜΕΝΑ ΧΗΜΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΕΝΟΣ ΑΠΟ∆ΕΚΤΟΥ Υ∆ΑΤΟΣ ΑΡΑΙΩΣΗΣ

ΟΥΣΙΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ

Αιωρούµενα σωµατίδια < 20 mg/l

Ολικός οργανικός άνθρακας < 2 mg/l

Μη ιονισµένη αµµωνία < 1 µg/l

Υπολειµµατικό χλώριο < 10 µg/l

Ολικά οργανοφωσφορικά φυτοφάρµακα < 50 ng/l

Ολικά οργανοχλωριούχα φυτοφάρµακα συν

πολυχλωριούχα διφαινύλια.
< 50 ng/l

Ολικό οργανικό χλώριο < 25 ng/l



Γ.16. ΜΕΛΙΣΣΕΣ - ΜΕΛΕΤΗ ΟΞΕΙΑΣ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ ΟΥΣΙΩΝ

ΠΟΥ ΛΑΜΒΑΝΟΝΤΑΙ ΑΠΟ ΤΟ ΣΤΟΜΑ

1. MEΘΟ∆ΟΣ

Η εν λόγω µέθοδος µελέτης οξείας τοξικότητας αποτελεί επανάληψη της µεθόδου TG 213 (1998)του ΟΟΣΑ.

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Πρόκειται για µια εργαστηριακή µέθοδο προβλεπόµενη για τη µελέτη της οξείας τοξικότητας που παρατηρείται

σε ενήλικα άτοµα εργατριών µελισσών ως αποτέλεσµα της λήψεως φυτοπροστατευτικών προϊόντων και άλλων

χηµικών ουσιών από το στόµα.

Κατά την αξιολόγηση των τοξικών χαρακτηριστικών µιας ουσίας, ενδέχεται να χρειαστεί να προσδιοριστεί η
οξεία τοξικότητα ως αποτέλεσµα της λήψεως από το στόµα σε περιπτώσεις π.χ. κατά τις οποίες θεωρείται
πιθανή η έκθεση µελισσών σε συγκεκριµένη χηµική ουσία. Η υπόψη µελέτη πραγµατοποιείται για να

προσδιοριστεί η εγγενής τοξικότητα φυτοφαρµάκων και άλλων χηµικών ουσιών στις µέλισσες. Με βάση τα
αποτελέσµατα θα κριθεί κατά πόσον χρειάζεται να γίνει περαιτέρω αξιολόγηση. Πιο συγκεκριµένα, η µέθοδος
µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε κλιµακωτά προγράµµατα αξιολόγησης των κινδύνων που διατρέχουν οι µέλισσες

από τα φυτοφάρµακα, µε βάση τη συνεχή εξέλιξη των εργαστηριακών δοκιµών τοξικότητας σε πειράµατα
ηµιπεδίου και πεδίου (1). Τα φυτοφάρµακα µπορούν να δοκιµάζονται ως δραστικές ουσίες ή ως

παρασκευάσµατα.

Για τη διαπίστωση της ευαισθησίας των µελισσών και της ακρίβειας της διαδικασίας χρησιµοποιείται πρότυπη

τοξική ουσία.

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ

Οξεία τοξικότητα ως αποτέλεσµα λήψεως από το στόµα: είναι οι βλαβερές συνέπειες που εµφανίζονται το
αργότερο µέσα σε 96ώρες αφότου χορηγηθεί από το στόµα µία δόση της δοκιµαζόµενης ουσίας.

∆όση: είναι η αναλισκόµενη ποσότητα της δοκιµαζόµενης ουσίας. Εκφράζεται σε µάζα (µg) δοκιµαζόµενης
ουσίας ανά πειραµατόζωο (µg/µέλισσα). Καθώς οι µέλισσες εκτρέφονται οµαδικά, δεν µπορεί να υπολογιστεί η
πραγµατική δόση ανά µέλισσα, αλλά υπολογίζεται κατ’εκτίµηση µια µέση δόση (συνολική αναλωθείσα

ποσότητα/αριθµός µελισσών ανά κλωβό).

LD 50 (µέση θανατηφόρα δόση) από το στόµα: είναι η στατιστικώς προκύπτουσα δόση ουσίας, η οποία,
χορηγούµενη από το στόµα, µπορεί να προκαλέσει τον θάνατο σε ποσοστό 50 % των ζώων. Η τιµή LD50

εκφράζεται σε µg δοκιµαζόµενης ουσίας ανά µέλισσα. Προκειµένου για φυτοφάρµακα, η δοκιµαζόµενη ουσία
µπορεί να είναι είτε δραστική ουσία είτε παρασκεύασµα περιέχον µία ή περισσότερες δραστικές ουσίες.

Θνησιµότητα: ζώο καταγράφεται ως νεκρό όταν είναι εντελώς ακίνητο.

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

Τα ενήλικα άτοµα εργατριών µελισσών (Apis mellifera) εκτίθενται σε µια σειρά δόσεων της δοκιµαζόµενης
ουσίας µέσα σε διάλυµα σακχαρόζης. Στη συνέχεια, τους παρέχεται η ίδια τροφή, ελεύθερη όµως της

δοκιµαζόµενης ουσίας. Καταγράφεται η θνησιµότητα σε καθηµερινή βάση επί

48 τουλάχιστον ώρες, και γίνεται σύγκριση µε τις τιµές που καταγράφονται στους µάρτυρες. Εάν το ποσοστό
θνησιµότητας αυξάνεται ανάµεσα στις 24 και τις 48 ώρες ενώ η θνησιµότητα των µαρτύρων παραµένει σε
αποδεκτά επίπεδα, δηλ. <10%, ενδείκνυται παράταση της δοκιµασίας µέχρι το πολύ

96 h. Τα αποτελέσµατα αναλύονται για να υπολογιστεί η LD50 µετά παρέλευση 24 h και 48 h και, σε
περίπτωση παράτασης της δοκιµασίας, µετά παρέλευση 72 hκαι 96 h.

1.4 ΕΓΚΥΡΟΤΗΤΑ ΤΗΣ ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑΣ

Προϋποθέσεις εγκυρότητας της δοκιµασίας είναι οι εξής δύο:

— ο µέσος όρος θνησιµότητας επί του συνολικού αριθµού των µαρτύρων να µην υπερβαίνει ποσοστό 10 %
στο τέλος της δοκιµασίας·

— η LD50της πρότυπης τοξικής ουσίας να βρίσκεται µέσα στην καθορισµένη περιοχή τιµών.



1.5 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

1.5.1 Πώς επιλέγονται οι µέλισσες

Χρησιµοποιούνται νεαρά ενήλικα άτοµα εργατριών µελισσών, δηλαδή µέλισσες της ίδιας ηλικίας, διαιτητικής
αγωγής, φυλής, κ.λπ., προερχόµενες από υγιείς αποικίες µε βασίλισσα, επαρκώς τρεφόµενες, κατά το δυνατόν
χωρίς ασθένειες, τέλος δε µε φυσιολογία και ιστορικό γνωστά. Οι µέλισσες επιλέγονται το πρωί της ίδιας
ηµέρας κατά την οποία θα γίνει η δοκιµασία ή το βράδυ της προηγούµενης και φυλάσσονται στις συνθήκες της

δοκιµασίας µέχρι την εποµένη. Μέλισσες συλλεγόµενες από πλαίσια χωρίς µελισσόπουλα είναι κατάλληλες. Η
συλλογή µελισσών νωρίς την άνοιξη ή αργά το φθινόπωρο πρέπει να αποφεύγεται γιατί τότε η φυσιολογία τους

παρουσιάζει µεταβολές. Εάν πρέπει να γίνουν δοκιµασίες νωρίς την άνοιξη ή αργά το φθινόπωρο, οι µέλισσες
τοποθετούνται σε εκκολαπτήριο και ως τροφή τούς παρέχεται επί µία εβδοµάδα “bee bread” (γύρη από την
κηρήθρα) και διάλυµα σακχαρόζης. Μέλισσες που έχουν υποβληθεί σε αγωγή µε χηµικές ουσίες, όπως π.χ.
αντιβιοτικά, προϊόντα anti-varroa κ.λπ., δεν χρησιµοποιούνται σε δοκιµασίες µελέτης τοξικότητας επί

τέσσερεις εβδοµάδες µετά τη λήξη της τελευταίας αγωγής.

1.5.2 Στέγη και τροφή

Οι χρησιµοποιούµενοι κλωβοί θα πρέπει να είναι ευάεροι και να καθαρίζονται εύκολα. Οι κλωβοί µπορεί να
είναι π.χ. από ανοξείδωτο χάλυβα, συρµατόπλεγµα ή πλαστικό ή ακόµη να είναι ξύλινοι κλωβοί µιας χρήσεως,
κ.λπ. Προτιµώνται οµάδες δέκα µελισσών ανά κλωβό. Το µέγεθος των κλωβών για τις δοκιµασίες θα πρέπει να
είναι τέτοιο ώστε να υπάρχει αρκετός χώρος για όλες τις µέλισσες.

Οι µέλισσες φυλάσσονται στον χώρο του πειράµατος, που θα πρέπει να είναι σκοτεινός και να έχει

θερµοκρασία (25 ± 2)°C.Καθ’όλη τη διάρκεια της δοκιµασίας καταγράφεται η σχετική υγρασία, που κανονικά
πρέπει να κυµαίνεται από 50 έως 70 %. Οι διάφοροι χειρισµοί (συµπεριλαµβάνονται παροχή τροφής και
παρατηρήσεις) µπορούν να γίνονται στο φως της ηµέρας. Ως τροφή χρησιµοποιείται υδατικό διάλυµα

σακχαρόζης µε τελική συγκέντρωση 500 g/l (50 %κ.ό). Μετά τη χορήγηση των δόσεων δοκιµασίας, παρέχεται
τροφή κατά βούληση (ad libitum). Η ταΐστρα πρέπει να είναι τέτοια ώστε να είναι δυνατή η καταγραφή της
προσλαµβανόµενης τροφής για κάθε κλωβό (βλ. 1.6.3.1).Ως τέτοια µπορεί να χρησιµοποιηθεί γυάλινος
σωλήνας µήκους 50 mmκαι πλάτους 10 mm,που θα στενεύει στο ανοιχτό άκρο και θα έχει διάµετρο 2 mm.

1.5.3 Προετοιµασία των µελισσών

Οι µέλισσες τοποθετούνται τυχαίως στους κλωβούς, οι οποίοι µε τη σειρά τους τοποθετούνται επίσης τυχαίως
στο δωµάτιο του πειράµατος.

∆ύο ώρες προτού αρχίσει η δοκιµασία, οι µέλισσες µπορούν να µείνουν χωρίς τροφή. Συνιστάται η µη
χορήγηση τροφής πριν τη δοκιµασία, ώστε κατά την έναρξη όλες οι µέλισσες να βρίσκονται στην ίδια
κατάσταση ως προς το περιεχόµενο του πεπτικού σωλήνα. Προτού αρχίσει η δοκιµασία, εκβάλλονται οι
ετοιµοθάνατες µέλισσες και αντικαθίστανται από υγιείς.

1.5.4 Παρασκευή των δοκιµαστικών διαλυµάτων

'Oταν η δοκιµαζόµενη ουσία είναι υδατοδιαλυτή, προστίθεται απευθείας σε διάλυµα σακχαρόζης

50 %. Για προϊόντα χαµηλής υδατοδιαλυτότητας, µπορούν να χρησιµοποιηθούν έκδοχα (π.χ. οργανικοί
διαλύτες, γαλακτωµατοποιητές ή πρόσθετα διασποράς) χαµηλής τοξικότητας για τις µέλισσες (π.χ. ακετόνη,
διµεθυλοφορµαµίδιο, διµεθυλοσουλφοξείδιο). Η συγκέντρωση του εκδόχου εξαρτάται από τη διαλυτότητα της
δοκιµαζόµενης ουσίας και πρέπει να είναι η ίδια για κάθε συγκέντρωση της δοκιµαζόµενης ουσίας. Εντούτοις,
συγκέντρωση του εκδόχου ίση µε 1 % είναι κατά κανόνα κατάλληλη και δεν χρειάζεται µεγαλύτερη.

Απαιτούνται κατάλληλα διαλύµατα για τους µάρτυρες· όταν δηλαδή χρησιµοποιείται διαλύτης ή πρόσθετο
διασποράς για τη διαλυτοποίηση της δοκιµαζόµενης ουσίας, πρέπει να χρησιµοποιηθούν δύο χωριστές οµάδες
µαρτύρων: η µία θα εκτεθεί σε υδατικό διάλυµα και η άλλη σε διάλυµα σακχαρόζης µε τον διαλύτη στη
συγκέντρωση που χρησιµοποιείται στα διαλύµατα µε την εκάστοτε δόση της δοκιµαζόµενης ουσίας

(δοκιµαστικά διαλύµατα).



1.6 ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ

1.6.1 Οµάδες υπό δοκιµασία και οµάδες µάρτυρες

Ο αριθµός των δόσεων και των επαναλήψεων της δοκιµασίας για κάθε δόση θα πρέπει να ανταποκρίνονται στις

στατιστικές απαιτήσεις για προσδιορισµό της τιµής LD50 µε όριο εµπιστοσύνης 95%.Απαιτούνται κανονικά για
τη δοκιµασία πέντε συγκεντρώσεις που θα διαφέρουν η µία από την άλλη κατά συντελεστή όχι µεγαλύτερο από

2,2και που θα καλύπτουν την περιοχή τιµών LD50. Εντούτοις, ο συντελεστής αραίωσης και ο αριθµός δόσεων
πρέπει να προσδιορίζονται σε σχέση µε την κλίση της καµπύλης τοξικότητας (δόση/θνησιµότητα) και µε
συνεκτίµηση της στατιστικής µεθόδου βάσει της οποίας θα γίνει ανάλυση των αποτελεσµάτων. Μια δοκιµασία
εντοπισµού εύρους τιµών εξυπηρετεί την επιλογή των κατάλληλων δόσεων.

Η δοκιµασία γίνεται µε τρεις τουλάχιστον όµοιες οµάδες, δέκα µελισσών η καθεµιά, για την κάθε συγκέντρωση
(δόση). Επιπλέον δοκιµάζονται τρεις τουλάχιστον οµάδες µαρτύρων, δέκα µελισσών η καθεµιά. Οµάδες
µαρτύρων πρέπει επίσης να προβλεφθούν για τους χρησιµοποιούµενους διαλύτες/φορείς (βλ. 1.5.4).

1.6.2 Πρότυπη τοξική ουσία

Στις δοκιµασίες πρέπει να συµπεριληφθεί µια πρότυπη τοξική ουσία και να επιλεγούν τρεις τουλάχιστον δόσεις

ώστε να καλυφθούν οι αναµενόµενες τιµές LD50. Για κάθε δόση χρησιµοποιούνται τρεις τουλάχιστον κλωβοί
µε δέκα µέλισσες ο καθένας. Ως πρότυπη τοξική ουσία προτιµάται ο διµεθοϊκός εστέρας, για τον οποίο
καταγράφονται τιµές LD50-24 hστην περιοχή τιµών 0,10-0,35µg δραστικής ουσίας ανά µέλισσα (2).Μπορούν
ωστόσο να χρησιµοποιηθούν κι άλλες πρότυπες τοξικές ουσίες (π.χ. παραθείο) όταν υπάρχουν επαρκή
δεδοµένα προς επαλήθευση της αναµενόµενης απόκρισης στην εκάστοτε δόση.

1.6.3 κθεση

1.6.3.1 Χορήγηση των δόσεων

Κάθε δοκιµαζόµενη οµάδα µελισσών εκτίθεται σε 100-200µl υδατικού διαλύµατος σακχαρόζης 50 %,το οποίο
περιέχει τη δοκιµαζόµενη ουσία στην κατάλληλη συγκέντρωση. Για προϊόντα χαµηλής διαλυτότητας, χαµηλής
τοξικότητας ή χαµηλής συγκέντρωσης µέσα στο παρασκεύασµα απαιτείται µεγαλύτερος όγκος, αφού θα
χρησιµοποιηθούν µεγαλύτερες αναλογίες στο διάλυµα σακχαρόζης. Παρακολουθείται η ποσότητα τροφής
(διαλύµατος µε τη δοκιµαζόµενη ουσία) που καταναλώνει η κάθε οµάδα. Μετά παρέλευση 3-4 ωρών (οπότε
έχει κατά κανόνα καταναλωθεί η τροφή), αφαιρείται η ταΐστρα από τον κλωβό και αντικαθίσταται µε άλλη που
περιέχει σκέτο διάλυµα σακχαρόζης, το οποίο και προσφέρεται κατά βούληση (ad libitum). Η απόρριψη της

τροφής σε περιπτώσεις µεγαλύτερων συγκεντρώσεων ορισµένων ουσιών ενδέχεται να έχει ως αποτέλεσµα

µηδενική ή ελάχιστη απορρόφηση τροφής. Μετά παρέλευση 6 το πολύ ωρών, η µη καταναλωθείσα τροφή
πρέπει να αντικατασταθεί µε σκέτο διάλυµα σακχαρόζης. Υπολογίζεται η καταναλωθείσα ποσότητα τροφής
(π.χ. µετρείται ο όγκος ή το βάρος του εναποµένοντος διαλύµατος µε τη δοκιµαζόµενη ουσία).

1.6.3.2 ∆ιάρκεια

Η δοκιµασία διαρκεί κατά προτίµηση 48 h.Εάν µετά τις πρώτες 24 hη θνησιµότητα εξακολουθεί να αυξάνει
κατά περισσότερο από 10%, η διάρκεια της δοκιµασίας παρατείνεται µέχρι το πολύ 96 h υπό τον όρο ότι η
θνησιµότητα των µαρτύρων δεν υπερβαίνει ποσοστό 10 %.

1.6.4 Παρατηρήσεις

Η θνησιµότητα καταγράφεται αφού περάσουν 4 h µετά την έναρξη της δοκιµασίας και στη συνέχεια µετά
παρέλευση 24 h και 48 h (εννοείται µετά τη χορήγηση της εκάστοτε δόσης). Εάν χρειαστεί να παραταθεί η
διάρκεια των παρατηρήσεων, πρέπει να συνεχιστούν οι αξιολογήσεις ανά 24 h,µέχρι το πολύ 96 hυπό τον όρο
ότι η θνησιµότητα των µαρτύρων δεν υπερβαίνει ποσοστό 10%.

Υπολογίζεται η ποσότητα τροφής που κατανάλωσε κάθε οµάδα. Από τη σύγκριση των ρυθµών πρόσληψης
τροφής µε ή χωρίς τη δοκιµαζόµενη ουσία µέσα σε χρόνο 6 h, µπορούν να προκύψουν συµπεράσµατα για το
κατά πόσον προσλαµβάνεται ευχάριστα η τροφή που περιέχει τη δοκιµαζόµενη ουσία.

Καταγράφεται κάθε είδους αφύσικη συµπεριφορά κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας.



1.6.5 Οριακή δοκιµασία

Σε ορισµένες περιπτώσεις (όταν για παράδειγµα µια δοκιµαζόµενη ουσία αναµένεται να είναι χαµηλής

τοξικότητας), ενδέχεται να πραγµατοποιηθεί µια οριακή δοκιµασία, µε τη χρησιµοποίηση 100 µg δραστικής
ουσίας ανά µέλισσα για να αποδειχτεί ότι η τιµή της LD50 είναι µεγαλύτερη από την τιµή αυτή. Η ίδια

διαδικασία ακολουθείται σε τρεις όµοιες οµάδες για την εκάστοτε δόση, τους αντίστοιχους µάρτυρες, τον
υπολογισµό της καταναλωθείσας ποσότητας διαλύµατος µε τη δοκιµαζόµενη ουσία, τέλος δε για την πρότυπη
τοξική ουσία. Εάν σηµειωθούν θάνατοι, θα πρέπει να γίνει πλήρης µελέτη. Εάν παρατηρηθούν επιπτώσεις
σχεδόν θανατηφόρες (βλ. 1.6.4),πρέπει να καταγραφούν.

2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ ΚΑΙ ΕΚΘΕΣΕΙΣ

2.1 ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

Τα δεδοµένα καταγράφονται συνοπτικά σε πίνακες, όπου εµφαίνονται, για κάθε οµάδα που εκτίθεται στη
δοκιµαζόµενη ουσία, καθώς και για τις οµάδες των µαρτύρων και τις οµάδες που εκτίθενται στην πρότυπη
τοξική ουσία, ο αριθµός των χρησιµοποιηθεισών µελισσών, η θνησιµότητα ανά χρονικό διάστηµα

παρατήρησης και ο αριθµός µελισσών µε αφύσικη συµπεριφορά. Τα δεδοµένα τα σχετικά µε τη θνησιµότητα
αναλύονται µε κατάλληλες στατιστικές µεθόδους (π.χ. ανάλυση probit, κινητός µέσος, διωνυµική πιθανότητα)
(3)(4). Χαράσσονται καµπύλες δόσης-απόκρισης για κάθε συνιστώµενη χρονική διάρκεια παρατήρησης και
υπολογίζονται οι κλίσεις των καµπυλών και οι µέσες θανατηφόρες δόσεις (LD50) µε όριο εµπιστοσύνης 95 %.
Με τη βοήθεια της διόρθωσης Abbott (4)(5),µπορούν να γίνουν διορθώσεις της θνησιµότητας των µαρτύρων.
'Oταν δεν καταναλωθεί πλήρως το διάλυµα µε τη δοκιµαζόµενη ουσία, πρέπει να προσδιοριστεί η δόση της ανά
οµάδα καταναλωθείσας δοκιµαζόµενης ουσίας. Η LD50 πρέπει να εκφράζεται σε µg δοκιµαζόµενης ουσίας ανά
µέλισσα.

2.2 ΕΚΘΕΣΗ

Η έκθεση µε τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας πρέπει να περιέχει τις ακόλουθες πληροφορίες:

2.2.1 ∆οκιµαζόµενη ουσία

— φυσικές ιδιότητες και φυσικοχηµικές ιδιότητες που αφορούν τη δοκιµασία (π.χ. σταθερότητα στο νερό,
τάση ατµών)·

— χηµικά χαρακτηριστικά, µεταξύ των οποίων συντακτικός τύπος, καθαρότητα (προκειµένου για

φυτοφάρµακα, ταυτότητα και συγκέντρωση των δραστικών ουσιών).

2.2.2 Χρησιµοποιηθέν είδος

— επιστηµονικό όνοµα, φυλή, ηλικία κατά προσέγγιση (σε εβδοµάδες), τρόπος και ηµεροµηνία συλλογής·

— πληροφορίες για τις αποικίες µελισσών από τις οποίες προέρχονται οι µέλισσες που χρησιµοποιήθηκαν

για την υπόψη µελέτη (υγεία, τυχόν ασθένειες στα ενήλικα άτοµα, τυχόν προηγούµενη αγωγή κ.λπ.).

2.2.3 Συνθήκες της δοκιµασίας

— θερµοκρασία και σχετική υγρασία του πειραµατικού χώρου·

— τύπος, µέγεθος και υλικό των κλωβών·

— µέθοδοι παρασκευής του πυκνού διαλύµατος και των δοκιµαστικών διαλυµάτων (εάν χρησιµοποιηθεί
διαλύτης αναφέρεται υποχρεωτικά, καθώς και η συγκέντρωση αυτού)·

— περιγραφή της δοκιµασίας σε γενικές γραµµές (πόσες και ποιες συγκεντρώσεις χρησιµοποιήθηκαν,
αριθµός µαρτύρων, αριθµός κλωβών και µελισσών ανά κλωβό για κάθε συγκέντρωση και οµάδα
µαρτύρων)·

— ηµεροµηνία της δοκιµασίας.



2.2.4 Αποτελέσµατα

— αποτελέσµατα τυχόν προκαταρκτικής µελέτης εντοπισµού εύρους τιµών·

— ακατέργαστα δεδοµένα: θνησιµότητα για κάθε δόση και χρονική διάρκεια παρατήρησης·

— γραφικές παραστάσεις δόσης-απόκρισης στο τέλος της δοκιµασίας·

— τιµές LD50 µε όριο εµπιστοσύνης 95 % για κάθε χρονική διάρκεια παρατήρησης, ουσία και πρότυπη
τοξική ουσία·

— στατιστικές µέθοδοι προσδιορισµού της LD50·

— θνησιµότητα κατά τους ελέγχους·

— άλλες παρατηρήσεις ή µετρήσεις βιολογικών επιπτώσεων όπως π.χ. αφύσικη συµπεριφορά των

µελισσών (συµπεριλαµβάνεται η απόρριψη της δόσης), ρυθµός πρόσληψης τροφής αναλόγως εάν
περιέχει ή όχι τη δοκιµαζόµενη ουσία·

— τυχόν παρέκκλιση από τις περιγραφόµενες εδώ διαδικασίες της δοκιµασίας και κάθε άλλη σχετική

πληροφορία.
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Γ.17. ΜΕΛΙΣΣΕΣ - ΜΕΛΕΤΗ ΟΞΕΙΑΣ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ ΟΥΣΙΩΝ

ΠΟΥ ΠΡΟΚΑΛΕΙΤΑΙ ΜΕ ΤΗΝ ΕΠΑΦΗ

1. MEΘΟ∆ΟΣ

Η εν λόγω µέθοδος µελέτης οξείας τοξικότητας αποτελεί επανάληψη της µεθόδου TG 214 (1998)του ΟΟΣΑ.

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Πρόκειται για µια εργαστηριακή µέθοδο προβλεπόµενη για τη µελέτη της οξείας τοξικότητας που παρατηρείται

σε ενήλικα άτοµα εργατριών µελισσών ως αποτέλεσµα της επαφής µε φυτοπροστατευτικά προϊόντα και άλλα

χηµικές ουσίες.

Κατά την αξιολόγηση των τοξικών χαρακτηριστικών µιας ουσίας, ενδέχεται να χρειαστεί να προσδιοριστεί η
οξεία τοξικότητα που προκαλείται µε την επαφή σε περιπτώσεις π.χ. κατά τις οποίες θεωρείται πιθανή η
έκθεση µελισσών σε συγκεκριµένη χηµική ουσία. Η υπόψη µελέτη πραγµατοποιείται για να προσδιοριστεί η

εγγενής τοξικότητα φυτοφαρµάκων και άλλων χηµικών ουσιών στις µέλισσες. Με βάση τα αποτελέσµατα θα
κριθεί κατά πόσον χρειάζεται να γίνει περαιτέρω αξιολόγηση. Πιο συγκεκριµένα, η µέθοδος µπορεί να
χρησιµοποιηθεί σε κλιµακωτά προγράµµατα αξιολόγησης των κινδύνων που διατρέχουν οι µέλισσες από τα

φυτοφάρµακα, µε βάση τη συνεχή εξέλιξη των εργαστηριακών δοκιµών τοξικότητας σε πειράµατα ηµιπεδίου
και πεδίου (1).Τα φυτοφάρµακα µπορούν να δοκιµάζονται ως δραστικές ουσίες ή ως παρασκευάσµατα.

Για τη διαπίστωση της ευαισθησίας των µελισσών και της ακρίβειας της διαδικασίας χρησιµοποιείται πρότυπη

τοξική ουσία.

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ

Οξεία τοξικότητα που προκαλείται µε την επαφή: είναι οι βλαβερές συνέπειες που εµφανίζονται το
αργότερο µέσα σε 96ώρες αφότου εφαρµοστεί τοπικά µία δόση της δοκιµαζόµενης ουσίας.

∆όση: είναι η εφαρµοζόµενη ποσότητα της δοκιµαζόµενης ουσίας. Εκφράζεται σε µάζα (µg) δοκιµαζόµενης
ουσίας ανά πειραµατόζωο (µg/µέλισσα).

LD 50 (µέση θανατηφόρα δόση) µε την επαφή: είναι η στατιστικώς προκύπτουσα δόση ουσίας, η οποία µπορεί
µε την επαφή να προκαλέσει τον θάνατο σε ποσοστό 50 % των ζώων. Η τιµή LD50 εκφράζεται σε µg
δοκιµαζόµενης ουσίας ανά µέλισσα. Προκειµένου για φυτοφάρµακα, η δοκιµαζόµενη ουσία µπορεί να είναι
είτε δραστική ουσία είτε παρασκεύασµα περιέχον µία ή περισσότερες δραστικές ουσίες.

Θνησιµότητα: ζώο καταγράφεται ως νεκρό όταν είναι εντελώς ακίνητο.

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

Τα ενήλικα άτοµα εργατριών µελισσών (Apis mellifera) εκτίθενται σε µια σειρά δόσεων της δοκιµαζόµενης
ουσίας διαλελυµένης σε κατάλληλο φορέα, µε άµεση εφαρµογή σταγονιδίων στον θώρακα. Η διάρκεια της

δοκιµασίας είναι 48 h. Εάν το ποσοστό θνησιµότητας αυξάνεται ανάµεσα στις 24 και τις 48 ώρες ενώ η

θνησιµότητα των µαρτύρων παραµένει σε αποδεκτά επίπεδα, δηλ.<10%,ενδείκνυται παράταση της δοκιµασίας
µέχρι το πολύ 96 h.Τα αποτελέσµατα αναλύονται για να υπολογιστεί η LD50 µετά παρέλευση 24 h και 48 h
και, σε περίπτωση παράτασης της δοκιµασίας, µετά παρέλευση 72 hκαι 96 h.

1.4 ΕΓΚΥΡΟΤΗΤΑ ΤΗΣ ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑΣ

Προϋποθέσεις εγκυρότητας της δοκιµασίας είναι οι εξής δύο:

— ο µέσος όρος θνησιµότητας επί του συνόλου των µαρτύρων να µην υπερβαίνει ποσοστό 10 %στο τέλος

της δοκιµασίας·

— η LD50της πρότυπης τοξικής ουσίας να βρίσκεται µέσα στην καθορισµένη περιοχή τιµών.



1.5 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

1.5.1 Πώς επιλέγονται οι µέλισσες

Χρησιµοποιούνται νεαρά ενήλικα άτοµα εργατριών µελισσών, δηλαδή µέλισσες της ίδιας ηλικίας, διαιτητικής
αγωγής, φυλής, κ.λπ., προερχόµενες από υγιείς αποικίες µε βασίλισσα, επαρκώς τρεφόµενες, κατά το δυνατόν
χωρίς ασθένειες, τέλος δε µε φυσιολογία και ιστορικό γνωστά. Οι µέλισσες επιλέγονται το πρωί της ίδιας
ηµέρας κατά την οποία θα γίνει η δοκιµασία ή το βράδυ της προηγούµενης και φυλάσσονται στις συνθήκες της

δοκιµασίας µέχρι την εποµένη. Μέλισσες συλλεγόµενες από πλαίσια χωρίς µελισσόπουλα είναι κατάλληλες. Η
συλλογή µελισσών νωρίς την άνοιξη ή αργά το φθινόπωρο πρέπει να αποφεύγεται γιατί τότε η φυσιολογία τους

παρουσιάζει µεταβολές. Εάν πρέπει να γίνουν δοκιµασίες νωρίς την άνοιξη ή αργά το φθινόπωρο, οι µέλισσες
τοποθετούνται σε εκκολαπτήριο και ως τροφή τούς παρέχεται επί µία εβδοµάδα “bee bread” (γύρη από την
κηρήθρα) και διάλυµα σακχαρόζης. Μέλισσες που έχουν υποβληθεί σε αγωγή µε χηµικές ουσίες, όπως π.χ.
αντιβιοτικά, προϊόντα anti-varroa κ.λπ., δεν χρησιµοποιούνται σε δοκιµασίες µελέτης τοξικότητας επί

τέσσερεις εβδοµάδες µετά τη λήξη της τελευταίας αγωγής.

1.5.2 Στέγη και τροφή

Οι χρησιµοποιούµενοι κλωβοί θα πρέπει να είναι ευάεροι και να καθαρίζονται εύκολα. Οι κλωβοί µπορεί να
είναι π.χ. από ανοξείδωτο χάλυβα, συρµατόπλεγµα ή πλαστικό ή ακόµη να είναι ξύλινοι κλωβοί µιας χρήσεως,
κ.λπ. Προτιµώνται οµάδες δέκα µελισσών ανά κλωβό. Το µέγεθος των κλωβών για τις δοκιµασίες θα πρέπει να
είναι τέτοιο ώστε να υπάρχει αρκετός χώρος για όλες τις µέλισσες.

Οι µέλισσες φυλάσσονται στον χώρο του πειράµατος, που θα πρέπει να είναι σκοτεινός και να έχει

θερµοκρασία (25 ± 2) °C.Καθ’όλη τη διάρκεια της δοκιµασίας καταγράφεται η σχετική υγρασία, που κανονικά
πρέπει να κυµαίνεται από 50 έως 70 %. Οι διάφοροι χειρισµοί (συµπεριλαµβάνονται παροχή τροφής και
παρατηρήσεις) µπορούν να γίνονται στο φως της ηµέρας. Ως τροφή χρησιµοποιείται υδατικό διάλυµα

σακχαρόζης µε τελική συγκέντρωση 500 g/l (50%κ.ό) και παρέχεται κατά βούληση (ad libitum) κατά τη
διάρκεια της δοκιµασίας µε τη βοήθεια ειδικής ταΐστρας µελισσών. Ως τέτοια µπορεί να χρησιµοποιηθεί
γυάλινος σωλήνας µήκους 50 mmκαι πλάτους 10 mm,που θα στενεύει στο ανοιχτό άκρο και θα έχει διάµετρο
2 mm.

1.5.3 Προετοιµασία των µελισσών

Οι µέλισσες αναισθητοποιούνται µε διοξείδιο του άνθρακα ή µε άζωτο, ώστε να είναι δυνατή η τοπική
εφαρµογή της δοκιµαζόµενης ουσίας. Η χρησιµοποιούµενη ποσότητα αναισθητικού και ο χρόνος έκθεσης

πρέπει να είναι τα ελάχιστα δυνατά. Προτού αρχίσει η δοκιµασία, εκβάλλονται οι ετοιµοθάνατες µέλισσες και
αντικαθίστανται από υγιείς.

1.5.4 Παρασκευή των δοκιµαστικών διαλυµάτων

Η δοκιµαζόµενη ουσία εφαρµόζεται υπό µορφή διαλύµατος µέσα σε κατάλληλο φορέα, δηλ. σε οργανικό
διαλύτη ή σε υδατικό διάλυµα µε αντιδραστήριο διαβροχής. Ως οργανικός διαλύτης προτιµάται η ακετόνη,
µπορούν όµως να χρησιµοποιηθούν κι άλλοι διαλύτες (π.χ. διµεθυλοφορµαµίδιο, διµεθυλοσουλφοξείδιο).
Προκειµένου για υδατοδιαλυτά παρασκευάσµατα και οργανικές ενώσεις αδιάλυτες σε οργανικούς διαλύτες, τα
διαλύµατα της δοκιµαζόµενης ουσίας καλό είναι, για ευκολότερη εφαρµογή τους, να ετοιµάζονται µέσα σε
ασθενές διάλυµα ενός αντιδραστηρίου διαβροχής του εµπορίου (π.χ. Agral, Cittowett, Lubrol, Triton, Tween).

Απαιτούνται κατάλληλα διαλύµατα για τους µάρτυρες όταν δηλαδή χρησιµοποιείται διαλύτης ή πρόσθετο

διασποράς για τη διαλυτοποίηση της δοκιµαζόµενης ουσίας, πρέπει να χρησιµοποιηθούν δύο χωριστές οµάδες
µαρτύρων η µία θα εκτεθεί σε υδατικό διάλυµα και η άλλη σε διάλυµα που θα περιέχει διαλύτη/πρόσθετο
διασποράς.



1.6 ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ

1.6.1 Οµάδες υπό δοκιµασία και οµάδες µάρτυρες

Ο αριθµός των δόσεων και των επαναλήψεων της δοκιµασίας για κάθε δόση θα πρέπει να ανταποκρίνονται στις

στατιστικές απαιτήσεις για προσδιορισµό της τιµής LD50 µε όριο εµπιστοσύνης 95 %.Απαιτούνται κανονικά
για τη δοκιµασία πέντε συγκεντρώσεις που θα διαφέρουν η µία από την άλλη κατά συντελεστή όχι µεγαλύτερο

από 2,2 και που θα καλύπτουν την περιοχή τιµών LD50. Εντούτοις, ο αριθµός των δόσεων πρέπει να
προσδιορίζεται σε σχέση µε την κλίση της καµπύλης τοξικότητας (δόση/θνησιµότητα) και µε συνεκτίµηση της
στατιστικής µεθόδου βάσει της οποίας θα γίνει ανάλυση των αποτελεσµάτων. Μια δοκιµασία εντοπισµού
εύρους τιµών εξυπηρετεί την επιλογή των κατάλληλων δόσεων.

Η δοκιµασία γίνεται µε τρεις τουλάχιστον όµοιες οµάδες, δέκα µελισσών η καθεµιά, για την κάθε συγκέντρωση
(δόση).

Επιπλέον δοκιµάζονται τρεις τουλάχιστον οµάδες µαρτύρων, δέκα µελισσών η καθεµιά. Εάν χρησιµοποιηθεί
οργανικός διαλύτης ή αντιδραστήριο διαβροχής, πρέπει να προβλεφθούν τρεις επιπλέον οµάδες µαρτύρων δέκα
µελισσών η καθεµιά για τον διαλύτη ή το αντιδραστήριο διαβροχής.

1.6.2 Πρότυπη τοξική ουσία

Στις δοκιµασίες πρέπει να συµπεριληφθεί µια πρότυπη τοξική ουσία και να επιλεγούν τρεις τουλάχιστον δόσεις

ώστε να καλυφθούν οι αναµενόµενες τιµές LD50. Για κάθε δόση χρησιµοποιούνται τρεις τουλάχιστον κλωβοί
µε δέκα µέλισσες ο καθένας. Ως πρότυπη τοξική ουσία προτιµάται ο διµεθοϊκός εστέρας, για τον οποίο
καταγράφονται τιµές LD50-24 hστην περιοχή τιµών 0,10-0,35µg δραστικής ουσίας ανά µέλισσα (2).Μπορούν
ωστόσο να χρησιµοποιηθούν κι άλλες πρότυπες τοξικές ουσίες (π.χ. παραθείο) όταν υπάρχουν επαρκή
δεδοµένα προς επαλήθευση της αναµενόµενης απόκρισης στην εκάστοτε δόση.

1.6.3 κθεση

1.6.3.1 Χορήγηση δόσεων

Η τοπική εφαρµογή του διαλύµατος γίνεται χωριστά σε καθεµιά από τις αναισθητοποιηµένες µέλισσες. Η
επιλογή των µελισσών για τις διάφορες δόσεις και ελέγχους γίνεται τυχαία. Στη ραχιαία πλευρά της θωρακικής
χώρας εφαρµόζεται µε τη βοήθεια ειδικής µικροδιάταξης 1 µl διαλύµατος µε τη δοκιµαζόµενη ουσία στην
κατάλληλη συγκέντρωση. Μπορούν να χρησιµοποιηθούν κι άλλοι όγκοι, αυτό όµως πρέπει να αιτιολογηθεί.
Μετά την εφαρµογή, οι µέλισσες τοποθετούνται µέσα σε κλωβούς όπου υπάρχουν διαλύµατα γλυκόζης.

1.6.3.2 ∆ιάρκεια

Η δοκιµασία διαρκεί κατά προτίµηση 48 h.Εάν στο χρονικό διάστηµα που µεσολαβεί από τις 24 µέχρι τις 48
ώρες η θνησιµότητα αυξηθεί κατά περισσότερο από 10 %, η διάρκεια της δοκιµασίας παρατείνεται µέχρι το
πολύ 96 h,υπό τον όρο ότι η θνησιµότητα ελέγχου δεν υπερβαίνει ποσοστό 10 %.

1.6.4 Παρατηρήσεις

Η θνησιµότητα καταγράφεται µετά παρέλευση 4 h, 24 hκαι 48 h από τη χορήγηση της εκάστοτε δόσης. Εάν
χρειαστεί να παραταθεί η διάρκεια των παρατηρήσεων, πρέπει να συνεχιστούν οι αξιολογήσεις ανά 24 h,µέχρι
το πολύ 96 h,υπό τον όρο ότι η θνησιµότητα των µαρτύρων δεν υπερβαίνει ποσοστό 10 %.

Καταγράφεται κάθε είδους αφύσικη συµπεριφορά κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας.

1.6.5 Οριακή δοκιµασία

Σε ορισµένες περιπτώσεις (όταν για παράδειγµα µια δοκιµαζόµενη ουσία αναµένεται να είναι χαµηλής

τοξικότητας), ενδέχεται να πραγµατοποιηθεί µια οριακή δοκιµασία, µε τη χρησιµοποίηση 100 µg δραστικής
ουσίας ανά µέλισσα για να αποδειχτεί ότι η τιµή της LD50 είναι µεγαλύτερη από την τιµή αυτή. Η ίδια

διαδικασία ακολουθείται σε τρεις όµοιες οµάδες για την εκάστοτε δόση, τους αντίστοιχους µάρτυρες και την
πρότυπη τοξική ουσία. Εάν σηµειωθούν θάνατοι, θα πρέπει να γίνει πλήρης µελέτη. Εάν παρατηρηθούν
επιπτώσεις σχεδόν θανατηφόρες (βλ. 1.6.4),πρέπει να καταγραφούν.



2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ ΚΑΙ ΕΚΘΕΣΕΙΣ

2.1 ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

Τα δεδοµένα καταγράφονται συνοπτικά σε πίνακες, όπου εµφαίνονται, για κάθε οµάδα που εκτίθεται στη
δοκιµαζόµενη ουσία, καθώς και για τις οµάδες των µαρτύρων και τις οµάδες που εκτίθενται στην πρότυπη
τοξική ουσία, ο αριθµός των χρησιµοποιηθεισών µελισσών, η θνησιµότητα ανά χρονικό διάστηµα

παρατήρησης και ο αριθµός µελισσών µε αφύσικη συµπεριφορά. Τα δεδοµένα τα σχετικά µε τη θνησιµότητα
αναλύονται µε κατάλληλες στατιστικές µεθόδους (π.χ. ανάλυση probit, κινητός µέσος, διωνυµική πιθανότητα)
(3)(4).Χαράσσονται καµπύλες δόσης-απόκρισης για κάθε συνιστώµενη χρονική διάρκεια παρατήρησης (24 h
και 48 h,ενδεχοµένως δε 72 hκαι 96 h)και υπολογίζονται οι κλίσεις των καµπυλών και οι µέσες θανατηφόρες
δόσεις (LD50) µε όριο εµπιστοσύνης 95 %.Με τη βοήθεια της διόρθωσης Abbott (4)(5),µπορούν να γίνουν
διορθώσεις της θνησιµότητας των µαρτύρων. Η LD50 πρέπει να εκφράζεται σε µg δοκιµαζόµενης ουσίας ανά
µέλισσα.

2.2 ΕΚΘΕΣΗ

Η έκθεση µε τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας πρέπει να περιέχει τις ακόλουθες πληροφορίες:

2.2.1 ∆οκιµαζόµενη ουσία

— φυσικές ιδιότητες και φυσικοχηµικές ιδιότητες (π.χ. σταθερότητα στο νερό, τάση ατµών)·

— χηµικά χαρακτηριστικά, µεταξύ των οποίων συντακτικός τύπος, καθαρότητα (προκειµένου για

φυτοφάρµακα, ταυτότητα και συγκέντρωση των δραστικών ουσιών).

2.2.2 Χρησιµοποιηθέν είδος

— επιστηµονικό όνοµα, φυλή, ηλικία κατά προσέγγιση (σε εβδοµάδες), τρόπος και ηµεροµηνία συλλογής·
— πληροφορίες για τις αποικίες από τις οποίες προέρχονται οι µέλισσες που χρησιµοποιήθηκαν στην υπόψη

µελέτη (υγεία, τυχόν ασθένειες στα ενήλικα άτοµα, τυχόν προηγούµενη αγωγή, κ.λπ.).

2.2.3 Συνθήκες της δοκιµασίας

— θερµοκρασία και σχετική υγρασία του πειραµατικού χώρου·

— τύπος, µέγεθος και υλικό των κλωβών·

— πληροφορίες σχετικές µε τη χορήγηση της δοκιµαζόµενης ουσίας (π.χ. διαλύτης/φορέας, όγκος
διαλύµατος που χρησιµοποιήθηκε για τοπική εφαρµογή, αναισθητικό)·

— περιγραφή της δοκιµασίας σε γενικές γραµµές (πόσες και ποιες δόσεις χρησιµοποιήθηκαν, αριθµός
µαρτύρων, αριθµός κλωβών και µελισσών ανά κλωβό για κάθε δόση και οµάδα µαρτύρων)·

— ηµεροµηνία της δοκιµασίας.

2.2.4 Αποτελέσµατα

— αποτελέσµατα τυχόν προκαταρκτικής µελέτης εντοπισµού εύρους τιµών·

— ακατέργαστα δεδοµένα: θνησιµότητα για κάθε δόση και χρονική διάρκεια παρατήρησης·

— γραφικές παραστάσεις δόσης-απόκρισης στο τέλος της δοκιµασίας·

— τιµές LD50 µε όριο εµπιστοσύνης 95 % για κάθε χρονική διάρκεια παρατήρησης, ουσία και πρότυπη
τοξική ουσία·

— στατιστικές µέθοδοι προσδιορισµού της LD50·

— θνησιµότητα κατά τους ελέγχους·

— άλλες παρατηρήσεις ή µετρήσεις βιολογικών επιπτώσεων και κάθε αφύσικη συµπεριφορά των µελισσών·

— τυχόν παρέκκλιση από τις περιγραφόµενες εδώ διαδικασίες της δοκιµασίας και κάθε άλλη σχετική

πληροφορία.
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C.18.ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗ/ΕΚΡΟΦΗΣΗ ΜΕΜΕΘΟ∆Ο ΙΣΟΡΡΟΠΙΑΣ ΚΑΤΑ ΠΑΡΤΙ∆Α

1. ΜΕΘΟ∆ΟΣ

Η παρούσα µέθοδος αποτελεί αντιγραφή της OECD TG 106, για τον προσδιορισµό της

προσρόφησης/εκρόφησης εδαφών µε µέθοδο ισορροπίας κατά παρτίδα (2000).

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Στη µέθοδο ελήφθη υπόψη κυκλική δοκιµή και συνάντηση ανταλλαγής απόψεων σχετικά µε την επιλογή

εδαφών για την ανάπτυξη δοκιµής προσρόφησης (1)(2)(3)(4)καθώς επίσης και υφιστάµενες κατευθυντήριες
γραµµές σε εθνικό επίπεδο (5)(6)(7)(8)(9)(10)(11).

Οι µελέτες προσρόφησης/εκρόφησης είναι χρήσιµες για τη λήψη βασικών πληροφοριών για την κινητικότητα
των χηµικών ουσιών και την κατανοµή τους στο έδαφος, το νερό και τα αέρια στρώµατα της βιόσφαιρας
(12)(13)(14)(15)(16)(17)(18)(19)(20)(21).Οι πληροφορίες µπορούν να χρησιµοποιηθούν στην πρόβλεψη ή
εκτίµηση, π.χ., της διαθεσιµότητας µιας χηµικής ουσίας προς αποικοδόµηση (22)(23), µετασχηµατισµό και
πρόσληψή της από οργανισµούς (24), της

.
απόπλυσής της διαµέσου των εδαφικών στρωµάτων

(16)(18)(19)(21)(25)(26)(27)(28),της.
πτητικότητάς της από το έδαφος (21)(29)(30)και της απορροής της από

χερσαίες επιφάνειες σε φυσικά ύδατα (18)(31)(32).Τα δεδοµένα προσρόφησης µπορούν να χρησιµοποιηθούν
για συγκριτικούς και προτυποποιητικούς σκοπούς (19)(33)(34)(35).

Η κατανοµή µιας χηµικής ουσίας µεταξύ εδάφους και υδατικών φάσεων αποτελεί µία πολύπλοκη διεργασία

που εξαρτάται από διάφορους παράγοντες: τη χηµική φύση της ουσίας (12)(36)(37)(38)(39)(40),τα
χαρακτηριστικά του εδάφους (4)(12)(13)(14)(41)(42)(43)(44)(45)(46)(47)(48)(49)και κλιµατικούς

παράγοντες όπως οι βροχοπτώσεις, η θερµοκρασία, το φως του ήλιου και ο άνεµος. ?Ετσι, τα πολυάριθµα
φαινόµενα και µηχανισµοί που εµπλέκονται στη διεργασία της προσρόφησης µιας χηµικής ουσίας στο έδαφος

δεν µπορούν να οριστούν πλήρως από ένα απλοποιηµένο εργαστηριακό µοντέλο όπως η παρούσα µέθοδος.
Εντούτοις, έστω κι αν η παρούσα προσπάθεια δεν µπορεί να καλύψει όλες τις περιβαλλοντικώς πιθανές

περιπτώσεις, προσφέρει επαρκείς πληροφορίες για τη σηµασία σε σχέση µε το περιβάλλον της προσρόφησης
µιας χηµικής ουσίας.

Βλ. επίσης Γενική Εισαγωγή.

1.2 ΠΕ∆ΙΟ ΕΦΑΡΜΟΓΗΣ

Η µέθοδος αποσκοπεί στην εκτίµηση της συµπεριφοράς µιας χηµικής ουσίας από πλευράς

προσρόφησης/εκρόφησης στο έδαφος. Στόχος είναι να ληφθεί µία τιµή ρόφησης που να µπορεί να

χρησιµοποιηθεί στην πρόβλεψη της κατανοµής σε διάφορες περιβαλλοντικές συνθήκες. Για το σκοπό αυτό,
προσδιορίζονται συντελεστές προσρόφησης σε ισορροπία για µια χηµική ουσία σε διάφορα εδάφη σε

συνάρτηση µε τα εδαφικά χαρακτηριστικά (π.χ. περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα, περιεκτικότητα σε
άργιλο και υφή και το pH του εδάφους). Για να καλυφθούν όσο το δυνατό καλύτερα οι αλληλεπιδράσεις µιας
δεδοµένης ουσίας µε φυσικώς απαντώµενα εδάφη, πρέπει να χρησιµοποιούνται διάφοροι τύποι εδαφών.

Στην παρούσα µέθοδο, η προσρόφηση αντιπροσωπεύει τη διεργασία της σύνδεσης µιας χηµικής ουσίας µε
επιφάνειες εδαφών. ∆εν γίνεται διάκριση µεταξύ διαφορετικών διεργασιών προσρόφησης (φυσική και χηµική
προσρόφηση) και διεργασιών όπως η επιφανειακώς καταλυόµενη αποικοδόµηση, η κατά µάζα προσρόφηση ή η
χηµική αντίδραση. Προσρόφηση η οποία απαντάται σε κολλοειδή σωµατίδια (διάµετρος < 0.2 µm)
δηµιουργούµενα από το έδαφος δεν λαµβάνεται υπόψη.



Οι εδαφικές παράµετροι που πιστεύεται ότι παίζουν το σηµαντικότερο ρόλο στην προσρόφηση είναι: η
περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα (3)(4)(12)(13)(14)(41)(43)(44)(45)(46)(47)(48),η περιεκτικότητα σε
άργιλο και η υφή του εδάφους (3)(4)(41)(42)(43)(44)(45)(46)(47)(48)και το pH για τις ιονιζόµενες ενώσεις

(3)(4)(42).Αλλες εδαφικές παράµετροι οι οποίες µποροΰν να επηρεάσουν την προσροφηση/εκροφηση µιας
συγκεκριµέρης ουςίας είναι, η ενεργός κατιοανταλλακτική ικανότητα (ECEC), η περιεκτικότητα σε άµορφα
οξείδια σιδήρου και αργιλλίου, ιδιαίτερα για ηφαιστειακά και τροπικά εδάφη (4), καθώς επίσης και η ειδική
επιφάνεια (49).

Η δοκιµή έχει σχεδιαστεί για την εκτίµηση της προσρόφησης µιας χηµικής ουσίας σε διάφορους τύπους

εδαφών µε ποικίλη περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα, άργιλο και εδαφική υφή και pH. Περιλαµβάνει τρία
µέρη:

Μέρος 1:Προκαταρκτική µελέτη για να προσδιοριστούν:

— ο λόγος εδάφους/διάλυµα,

— ο χρόνος ισορροπίας για την προσρόφηση και η προσροφηµένη ουσία κατά την ισορροπία,

— η προσρόφηση της υπό δοκιµή ουσίας στην επιφάνεια των δοκιµαστικών δοχείων και η

σταθερότητά της κατά τη διάρκεια της δοκιµής.

Μέρος 2: ∆οκιµή προσανατολισµού: µελετάται η προσρόφηση σε πέντε διαφορετικούς τύπους εδαφών µέσω
της κινητικής της προσροφήσεως σε µία µόνη συγκέντρωση και προσδιορισµού των συντελεστών

κατανοµής Kd και Koc.

Μέρος 3:Προσδιορισµός των ισοθέρµων προσρόφησης Freundlich για τον προσδιορισµό της
επίδρασης της συγκέντρωσης στην έκταση της προσρόφησης στα εδάφη.

Μελέτη της εκρόφησης µέσω της κινητικής εκρόφησης/ισοθέρµων εκρόφησης Freundlich
(Παράρτηµα 1).

1.3 ΟΡΙΣΜΟΙ ΚΑΙ ΜΟΝΑ∆ΕΣ

Σύµβολο Ορισµός Μονάδες

A ti
ποσοστιαία προσρόφηση τη χρονική στιγµή ti %

Aeq ποσοστιαία προσρόφηση στην κατάσταση ισορροπίας %

ms
ads(ti ) µάζα της προσροφηµένης στο έδαφος υπό δοκιµή ουσίας τη

χρονική στιγµή ti

µg

ms
ads( ti )∆ µάζα της προσροφουµένης στο έδαφος υπό δοκιµή ουσίας κατά

τη διάρκεια του χρονικού διαστήµατος ∆ti

µg

msads(eq) µάζα της προσροφηµένης στο έδαφος υπό δοκιµή ουσίας στην

κατάσταση ισορροπίας

µg

m0 µάζα της υπό δοκιµή ουσίας στο δοκιµαστικό σωλήνα στην αρχή

της δοκιµής προσρόφησης

µg

mm
ads(ti ) µάζα της υπό δοκιµή ουσίας ανευρισκόµενη σε ποσότητα ( va

A )

τη χρονική στιγµή ti

µg

maq
ads eq( ) µάζα της ουσίας στο διάλυµα σε κατάσταση ισορροπίας

προσρόφησης

µg

msoil ποσότητα της εδαφικής φάσης, εκφραζόµενη σε ξηρή µάζα

εδάφους

g

Cst κ.ο. συγκέντρωση του αρχικού διαλύµατος της ουσίας µg cm-3

C0 αρχική κ.ο. συγκέντρωση του υπό δοκιµή διαλύµατος σε επαφή
µε το έδαφος

µg cm-3

Caq
ads(ti ) κ.ο. συγκέντρωση της ουσίας στην υδατική φάση τη χρονική

στιγµή ti της ανάλυσης

µg cm-3



Cs
ads eq( ) συγκέντρωση της προσροφηµένης ουσίας στο έδαφος στην

κατάσταση ισορροπίας

µg g-1

Caq
ads(eq) κ.ο. συγκέντρωση της ουσίας στην υδατική φάση σε κατάσταση

ισορροπίας προσρόφησης

µg cm-3

V0 αρχικός όγκος της υδατικής φάσης σε επαφή µε το έδαφος κατά

τη διάρκεια της δοκιµής προσρόφησης

cm3

va
A όγκος της ποσότητας στην οποία µετράται η υπό δοκιµή ουσία cm3

Kd συντελεστής κατανοµής για την προσρόφηση cm3 g-1

Koc τυποποιηµένος συντελεστής προσρόφησης οργανικού άνθρακα cm3 g-1

Kom τυποποιηµένος συντελεστής κατανοµής οργανικής ύλης cm3 g-1

K F
ads συντελεστής προσρόφησης Freundlich µg 1-1/n (cm3) 1/ng-1

1/n εκθέτης Freundlich

Dti
ποσοστιαία εκρόφηση τη χρονική στιγµή ti %

D ti∆ ποσοστιαία εκρόφηση κατά το χρονικό διάστηµα ∆ti %

Kdes φαινοµενικός συντελεστής εκρόφησης cm3 g-1

K F
des συντελεστής εκρόφησης Freundlich µg 1-1/n (cm3) 1/ng-1

maq
des(t i ) µάζα της εκροφηµένης από το έδαφος υπό δοκιµή ουσίας κατά το

χρόνο ti

µg

maq
des t i )(∆ µάζα της υπό δοκιµή ουσίας που εκροφάται από το έδαφος κατά τη

διάρκεια του χρόνου ∆ti

µg

mm
des(eq) µάζα της ουσίας που προσδιορίζεται αναλυτικώς στην υδατική

φάση σε κατάσταση ισορροπίας εκρόφησης

µg

maq
des eq)( συνολική µάζα της εκροφηµένης υπό δοκιµή ουσίας σε κατάσταση

ισορροπίας εκρόφησης

µg

ms
des( t i )∆ µάζα της ουσίας που παραµένει προσροφηµένη στο έδαφος µετά

τη χρονική περίοδο ∆ti

µg

maq
A µάζα της ουσίας που περισσεύει µετά την αποκατάσταση

ισορροπίας προσρόφησης λόγω µη πλήρους κατ’ όγκο

αντικατάστασης

µg

Cs
des(eq) συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας που παραµένει

προσροφηµένη στο έδαφος στην κατάσταση ισορροπίας

εκρόφησης

µg g-1

Caq
des eq( ) κ.ο. συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στην υδατική φάση σε

κατάσταση ισορροπίας εκρόφησης

µg cm-3

VT συνολικός όγκος της σε επαφή µε το έδαφος υδατικής φάσης κατά

τη διάρκεια του πειράµατος κινητικής της εκρόφησης που

εκτελείται µε την εν σειρά µέθοδο

cm3

VR όγκος του υπερκειµένου υγρού που αποµακρύνεται από το σωλήνα

µετά την αποκατάσταση ισορροπίας προσρόφησης και

αντικαθίσταται από ίσο όγκο διαλύµατος 0.01 M CaCl2

cm3

va
D όγκος της ποσότητας που δειγµατίζεται για αναλυτικούς σκοπούς

από τη χρονική στιγµή (i), κατά τη διάρκεια του πειράµατος
κινητικής εκρόφησης που εκτελείται µε την εν σειρά δοκιµή

cm3

Vr
i όγκος του διαλύµατος που λαµβάνεται από το σωλήνα (i) για τη

µέτρηση της υπό δοκιµή ουσίας σε πείραµα κινητικής εκρόφησης

(παράλληλη µέθοδος)

cm3



Vr
F όγκος του διαλύµατος που λαµβάνεται από το σωλήνα για τη

µέτρηση της υπό δοκιµή ουσίας σε κατάσταση ισορροπίας

εκρόφησης

cm3

MB υπόλοιπο µάζας %

mE συνολική µάζα της υπό δοκιµή ουσίας που εκχυλίζεται από το

έδαφος και τα τοιχώµατα του δοχείου δοκιµής σε δύο στάδια

µg

Vrec όγκος του υπερκειµένου υγρού που ανακτάται µετά την

αποκατάσταση ισορροπίας προσρόφησης (cm-3)
cm3

Pow συντελεστής κατανοµής σε οκτανόλη/νερό

Pka σταθερά διαστάσεως -

Sw υδατοδιαλυτότητα g l-1

1.4 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Γνωστοί όγκοι διαλυµάτων της υπό δοκιµή ουσίας, ραδιοϊχνηθετηµένης ή µη, σε γνωστές συγκεντρώσεις σε
0.01 M CaCl2 προστίθενται σε δείγµατα εδαφών γνωστού ξηρού βάρους που έχουν προηγουµένως

σταθεροποιηθεί σε 0.01 M CaCl2. Το µίγµα αναδεύεται για κατάλληλο χρονικό διάστηµα. Τα εδαφικά
εναιωρήµατα διαχωρίζονται κατόπιν µε φυγοκέντρηση και, εφόσον επιθυµείται, διήθηση και η υδατική φάση
αναλύεται. Η ποσότητα της υπό δοκιµή ουσίας που προσροφάται στο εδαφικό δείγµα υπολογίζεται ως η

διαφορά µεταξύ της ποσότητας της υπό δοκιµή ουσίας που υπήρχε αρχικά στο διάλυµα και της ποσότητας που

παραµένει στο τέλος του πειράµατος (έµµεση µέθοδος).

Εναλλακτικώς, η ποσότητα της προσροφουµένης υπό δοκιµή ουσίας µπορεί επίσης να προσδιοριστεί απευθείας
µε ανάλυση του εδάφους (άµεση µέθοδος). Η διαδικασία αυτή, η οποία συνίσταται σε σταδιακή εκχύλιση του
εδάφους µε κατάλληλο διαλύτη, συνιστάται σε περιπτώσεις όπου η διαφορά στη συγκέντρωση της ουσίας στο
διάλυµα δεν µπορεί να προσδιοριστεί επακριβώς. Παραδείγµατα τέτοιων περιπτώσεων είναι: προσρόφηση της
υπό δοκιµή ουσίας στην επιφάνεια των δοκιµαστικών σωλήνων, αστάθεια της υπό δοκιµή ουσίας στη χρονική
κλίµακα του πειράµατος, ασθενής προσρόφηση που επιφέρει µικρές µόνο µεταβολές συγκεντρώσεως στο
διάλυµα και ισχυρή προσρόφηση που απολήγει σε χαµηλή συγκέντρωση που δεν µπορεί να προσδιοριστεί

επακριβώς. Εφόσον χρησιµοποιείται ραδιοϊχνηθετηµένη ουσία, η εκχύλιση του εδάφους µπορεί να αποφευχθεί
µε ανάλυση της εδαφικής φάσης µέσω καύσης και καταµέτρησης υγρού σπινθηρισµού. Εντούτοις, η
καταµέτρηση υγρού σπινθηρισµού είναι µία µη εξειδικευµένη τεχνική που δεν µπορεί να διακρίνει µεταξύ

αρχικών και προϊόντων µετασχηµατισµού. Συνεπώς, θα πρέπει να χρησιµοποιείται µόνον εφόσον η υπό δοκιµή
ουσία είναι σταθερή κατά τη διάρκεια της µελέτης.

1.5 ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ ΓΙΑ ΤΗΝ ΥΠΟ ∆ΟΚΙΜΗ ΟΥΣΙΑ

Τα χηµικά αντιδραστήρια θα πρέπει να είναι αναλυτικής καθαρότητας. Συνιστάται η χρήση µη ιχνηθετηµένων
υπό δοκιµή ουσιών µε γνωστή σύσταση και, κατά προτίµηση, 95% τουλάχιστον βαθµό καθαρότητας ή

ραδιοϊχνηθετηµένων υπό δοκιµή ουσιών µε γνωστή σύσταση και ραδιοκαθαρότητα. Στην περίπτωση ιχνηθετών
βραχείας ηµιζωής, θα πρέπει να γίνονται διορθώσεις σχετικά µε τη διάσπαση.

Πριν από την εκτέλεση µιας δοκιµής προσρόφησης-εκρόφησης, θα πρέπει να υπάρχουν διαθέσιµα τα εξής
στοιχεία για την υπό δοκιµή ουσία:

a) Υδατοδιαλυτότητα (A.6.)

b) Τάση ατµών (A.4.) και/ή σταθερά του νόµου του Henry

c) Aβιοτική αποικοδόµηση: Υδρόλυση σε συνάρτηση µε το pH (C.7.)

d) Συντελεστής κατανοµής (A.8.)

e) ?Αµεση βιοαποικοδοµησιµότητα (C.4.)ή αερόβιος και αναερόβιος µετασχηµατισµός στο έδαφος

f) pKa ιοντίσιµων ουσιών

g) ?Αµεση φωτόλυση στο νερό (δηλ. φάσµα απορρόφησης UV-Ορατού στο νερό, Κβαντοαπόδοση) και
φωτοαποικοδόµηση στο έδαφος.



1.6 ΕΦΑΡΜΟΣΙΜΟΤΗΤΑ ΤΗΣ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η δοκιµή µπορεί να εφαρµοστεί σε χηµικές ουσίες για τις οποίες υπάρχει αναλυτική µέθοδος µε επαρκή

ορθότητα (accuracy). Μία σηµαντική παράµετρος που µπορεί να επηρεάσει την αξιοπιστία των

αποτελεσµάτων, ειδικά όταν ακολουθείται η έµµεση µέθοδος, είναι η σταθερότητα της υπό δοκιµή ουσίας στη
χρονοκλίµακα της δοκιµής. ‘Ετσι, είναι απαραίτητος ο έλεγχος της σταθερότητας µε µια προκαταρκτική
δοκιµή. Εφόσον παρατηρηθεί µετασχηµατισµός στη χρονοκλίµατα της δοκιµής, συνιστάται η κύρια µελέτη να
πραγµατοποιείται µε ανάλυση τόσο της εδαφικής όσο και των υδατικών φάσεων.

Κατά τη διεξαγωγή αυτής της δοκιµής, είναι δυνατόν να προκύψουν δυσκολίες για ουσίες µε χαµηλή
υδατοδιαλυτότητα (Sw < 10-4 g l-1), καθώς επίσης και για ουσίες µε υψηλό φορτίο, λόγω του ότι η συγκέντρωση
στην υδατική φάση δεν µπορεί να µετρηθεί αναλυτικά µε επαρκή ορθότητα. Στις περιπτώσεις αυτές, πρέπει να
λαµβάνονται πρόσθετα µέτρα. Οδηγίες για την αντιµετώπιση των προβληµάτων αυτών παρέχονται στα σχετικά
κεφάλαια της παρούσας µεθόδου.

Κατά τη δοκιµή πτητικών ουσιών, θα πρέπει να λαµβάνεται πρόνοια για την αποφυγή απωλειών κατά τη
διάρκεια της διαδικασίας δοκιµής.

1.7 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

1.7.1 Οργανα και χηµικά αντιδραστήρια

Συνήθης εργαστηριακός εξοπλισµός και ειδικότερα τα εξής:

a) Σωλήνες ή δοχεία για τη διεξαγωγή των πειραµάτων. Είναι σηµαντικό οι σωλήνες αυτοί ή δοχεία:
 να ταιριάζουν απόλυτα στη φυγοκεντρική συσκευή για την ελαχιστοποίηση σφαλµάτων χειρισµού ή

µεταφοράς,
 να είναι από αδρανές υλικό, ώστε να ελαχιστοποιείται η προσρόφηση της υπό δοκιµή ουσίας στην

επιφάνειά τους.

b) Συσκευή αναδεύσεως: overheadαναµείκτης ή ισοδύναµος εξοπλισµός. Η συσκευή αναδεύσεως θα πρέπει
να διατηρεί το έδαφος εν αιωρήσει κατά τη διάρκεια της ανακίνησης.

c) Φυγόκεντρος: κατά προτίµηση υψηλής ταχύτητας, π.χ. ταχύτητα φυγοκέντρησης > 3000g,ελεγχόµενης
θερµοκρασίας και δυνάµενη να αποµακρύνει σωµατίδια µε διάµετρο µεγαλύτερη από 0.2 µm από υδατικό

διάλυµα. Τα δοχεία θα πρέπει να είναι καλυµµένα κατά τη διάρκεια της ανάδευσης και φυγοκέντρησης για
να αποφεύγονται απώλειες πτητικών συστατικών και νερού. Για την ελαχιστοποίηση της προσρόφησης σε
αυτά, θα πρέπει να χρησιµοποιούνται απενεργοποιηµένα καλύµµατα όπως βιδωτά πώµατα επενδεδυµένα
µε τεφλόν.

d) Προαιρετικό: διάταξη διηθήσεως: φίλτρα µε πορώδες 0.2 µm, αποστειρωµένα, µιας χρήσεως. Ιδιαίτερη
προσοχή θα πρέπει να δίδεται στην επιλογή του υλικού του φίλτρου για να αποφεύγονται τυχόν απώλειες

της υπό δοκιµή ουσίας σε αυτό. Στην περίπτωση ουσιών χαµηλής διαλυτότητας, συνιστάται η χρήση
φίλτρων από οργανικό υλικό.

e) Αναλυτικά όργανα, κατάλληλα για τη µέτρηση της συγκέντρωσης της υπό δοκιµή ουσίας.

f) Εργαστηριακός κλίβανος µε δυνατότητα διατήρησης της θερµοκρασίας στην περιοχή των 103 °C έως 110
°C.

1.7.2 Χαρακτηρισµός και επιλογή εδαφών

Τα εδάφη θα πρέπει να χαρακτηρίζονται µε βάση τρεις παραµέτρους που θεωρούνται ως οι βασικοί παράγοντες

από τους οποίους εξαρτάται η προσροφητική ικανότητα: την περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα, την
περιεκτικότητα σε άργιλο και υφή του εδάφους και το pH. ?Οπως αναφέρθηκε ήδη (βλ. πεδίο εφαρµογής),
ρόλο στην προσρόφηση/εκρόφηση µιας συγκεκριµένης ουσίας µπορεί να παίζουν και άλλες φυσικοχηµικές
ιδιότητες του εδάφους οι οποίες και θα πρέπει να λαµβάνονται υπόψη στις περιπτώσεις αυτές.



Οι µέθοδοι που χρησιµοποιούνται για το χαρακτηρισµό των εδαφών παίζουν σπουδαίο ρόλο και µπορεί να

έχουν σηµαντική επίδραση στα αποτελέσµατα. Συνιστάται λοιπόν το pH του εδάφους να µετριέται σε διάλυµα
0.01 M CaCl2 (δηλ. το διάλυµα που χρησιµοποιείται στη δοκιµή προσρόφησης/εκρόφησης) σύµφωνα µε την
αντίστοιχη µέθοδο ISO (ISO-10390-1).Συνιστάται επίσης και οι υπόλοιπες σχετικές εδαφικές ιδιότητες να
προσδιορίζονται σύµφωνα µε τυποποιηµένες µεθόδους (Εγχειρίδιο ανάλυσης εδαφών ISO).Με τον τρόπο αυτό
η ανάλυση των δεδοµένων ρόφησης βασίζεται σε διεθνώς τυποποιηµένες εδαφικές παραµέτρους. Ορισµένες
οδηγίες για τις υφιστάµενες τυποποιηµένες µεθόδους ανάλυσης και χαρακτηρισµού εδαφών περιλαµβάνονται

στις παραποµπές (50-52). Για τη διακρίβωση των µεθόδων δοκιµής εδαφών, συνιστάται η χρήση εδαφών
αναφοράς.

Οδηγίες για την επιλογή εδαφών για δοκιµές προσρόφησης/εκρόφησης δίνονται στον πίνακα 1. Τα επτά
επιλεγόµενα εδάφη καλύπτουν τύπους εδαφών που απαντώνται σε εύκρατες γεωγραφικές ζώνες. Στην
περίπτωση ιονισίµων προς δοκιµή ουσιών, τα επιλεγόµενα εδάφη θα πρέπει να καλύπτουν µία µεγάλη περιοχή
pH, για να µπορεί να εκτιµηθεί η προσρόφηση της ουσίας στην ιονισµένη και µη ιονισµένη µορφή της. Οδηγίες
σχετικά µε το πόσα διαφορετικά εδάφη πρέπει να χρησιµοποιούνται στα διάφορα στάδια της δοκιµής δίνονται

στο 1.9 “Εκτέλεση της δοκιµής”.

Εφόσον προτιµηθούν άλλοι τύποι εδαφών, αυτά θα πρέπει να χαρακτηρίζονται µε τις ίδιες παραµέτρους και οι
ιδιότητές τους να εµπίπτουν στις ίδιες περιοχές µε εκείνες που περιγράφονται στον πίνακα 1, έστω κι αν δεν
πληρούν απολύτως τα κριτήρια.

Πίνακας 1: Οδηγίες επιλογής εδαφικών δειγµάτων για δοκιµές προσρόφησης- εκρόφησης

Τύπος εδάφους Περιοχή pH (σε 0.01
M CaCl 2)

Περιεκτικότητα σε

οργ. άνθρακα (%)
Περιεκτικότητα σε

άργιλο (%)
Υφή εδάφους*

1 4.5 - 5.5 1.0 - 2.0 65 - 80 άργιλος

2 > 7.5 3.5 - 5.0 20 - 40 αργιλώδης πηλός

3 5.5 - 7.0 1.5 - 3.0 15 - 25 προσχωσιγενής

άργιλος

4 4.0 - 5.5 3.0 - 4.0 15 - 30 πηλός

5 < 4.0 - 6.0§ < 0.5 - 1.5§‡ < 10 - 15§
αργιλώδης άµµος

6 > 7.0 < 0.5 - 1.0§‡ 40 - 65 αργιλοπηλός/ άργιλος

7 < 4.5 > 10 < 10 άµµος/ αργιλώδης
άµµος

* Σύµφωνα µε το σύστηµα FAO και το αµερικανικό σύστηµα (85).
§ Οι αντίστοιχες µεταβλητές θα πρέπει, κατά προτίµηση, να έχουν τιµές µέσα στην προβλεπόµενη περιοχή. Εάν, εντούτοις,
συναντώνται δυσκολίες στην ανεύρεση κατάλληλων εδαφών, είναι αποδεκτές και τιµές κάτω της υποδεικνυόµενης ελάχιστης
τιµής.
‡ Εδάφη µε λιγότερο από 0.3% οργανικό άνθρακα µπορεί να διαταρράξουν τη σχέση µεταξύ περιεκτικότητας σε οργανικό

άνθρακα και προσρόφησης. Συνιστάται λοιπόν η χρήση εδαφών µε περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα τουλάχιστον 0.3%.

1.7.3 Συλλογή και αποθήκευση εδαφικών δειγµάτων

1.7.3.1 Συλλογή

∆εν χρειάζονται εξειδικευµένες τεχνικές ή σύνεργα δειγµατοληψίας. Η τεχνική δειγµατοληψίας εξαρτάται από
το σκοπό της µελέτης (53)(54)(55)(56)(57)(58).

Θα πρέπει να λαµβάνονται υπόψη τα ακόλουθα:

a) απαιτούνται λεπτοµερείς πληροφορίες για το ιστορικό του εδαφικού πεδίου συµπεριλαµβανοµένης της

τοποθεσίας, της βλάστησης, των χρήσεων γεωργικών φαρµάκων και/ή λιπασµάτων, βιολογικών
προσθηκών ή τυχαίας µόλυνσης. Για την περιγραφή του τόπου δειγµατοληψίας θα πρέπει να

ακολουθούνται οι συστάσεις του προτύπου του ISO για τη δειγµατοληψία εδαφών (ISO 10381-6),



b) ο τόπος δειγµατοληψίας πρέπει να ορίζεται µε UTM (Universal Transversal Mercator-Projection/European
Horizontal Datum) ή γεωγραφικές συντεταγµένες. Αυτό δίνει τη δυνατότητα επανασυλλογής ενός

συγκεκριµένου εδάφους στο µέλλον ή µπορεί να βοηθήσει στο ορισµό του εδάφους µε βάση διάφορα

συστήµατα ταξινόµησης που χρησιµοποιούνται σε διάφορες χώρες. Επίσης, θα πρέπει να συλλέγεται µόνον
ορίζοντας Α µέχρι µέγιστο βάθος 20 cm.Ειδικά στην περίπτωση του εδάφους αριθ.7, εφόσον ως τµήµα του
εδάφους υπάρχει ορίζοντας Oh , αυτός θα πρέπει να περιλαµβάνεται στη δειγµατοληψία.

Τα δείγµατα των εδαφών θα πρέπει να µεταφέρονται µε περιέκτες και υπό συνθήκες θερµοκρασίας που να

εγγυώνται ότι οι αρχικές ιδιότητες του εδάφους δεν πρόκειται να αλλοιωθούν σηµαντικά.

1.7.3.2 Αποθήκευση

Προτιµάται η χρήση προσφάτως ληφθέντων εδαφών. Μόνον εφόσον αυτό δεν είναι δυνατό, τότε τα εδάφη θα
πρέπει να αποθηκεύονται σε θερµοκρασία περιβάλλοντος και να διατηρούνται ξηραινόµενα στον αέρα. ∆εν
προβλέπεται κάποιο χρονικό όριο στην αποθήκευση, τα εδάφη όµως που αποθηκεύονται για διάστηµα
µεγαλύτερο των τριών χρόνων θα πρέπει να επανυποβάλλονται, πριν χρησιµοποιηθούν, σε ανάλυση ως προς
την περιεκτικότητά τους σε οργανικό άνθρακα, το pH και τη CEC.

1.7.3.3 Χειρισµός και προετοιµασία εδαφικών δειγµάτων για τη δοκιµή

Τα εδάφη ξηραίνονται στον αέρα σε θερµοκρασία περιβάλλοντος (κατά προτίµηση µεταξύ 20-25 °C). Τυχόν
αποσυσσωµάτωση θα πρέπει να πραγµατοποιείται µε την ελάχιστη δυνατή δύναµη, έτσι ώστε η αρχική υφή του
εδάφους να παραµένει κατά το δυνατόν αναλλοίωτη. Τα εδάφη κοσκινίζονται µέχρι µεγέθους σωµατιδίων ≤ 2
mm. Για το κοσκίνισµα, θα πρέπει να ακολουθούνται οι συστάσεις του προτύπου ISO για τη δειγµατοληψία

εδαφών (ISO 10381-6). Συνιστάται προσεκτική οµοιογενοποίηση, καθώς έτσι ενισχύεται η

αναπαραγωγιµότητα των αποτελεσµάτων. Η υγρασία κάθε εδάφους προσδιορίζεται σε τρία δείγµατα µε

θέρµανση στους 105 °Cµέχρις ότου να µην υπάρχει καµµία σηµαντική µεταβολή στο βάρος (περ. 12h).Για όλους
τους υπολογισµούς η µάζα του εδάφους αναφέρεται σε ξηρά εκ κλιβάνου µάζα δηλ. το βάρος του εδάφους
διορθωµένο ως προς την υγρασία.

1.7.4 Προετοιµασία της υπό δοκιµή ουσίας για προσθήκη στο έδαφος

Η υπό δοκιµή ουσία διαλύεται σε διάλυµα 0.01 M CaCl2 σε απεσταγµένο ή απιονισµένο νερό. Το διάλυµα CaCl2
χρησιµοποιείται ως η φάση υδατικού διαλύτη για τη βελτίωση της φυγοκέντρησης και την ελαχιστοποίηση της

κατιοανταλλαγής. Η συγκέντρωση του αρχικού διαλύµατος θα πρέπει, κατά προτίµηση, να είναι τρεις τάξεις
µεγέθους υψηλότερη από το όριο ανίχνευσης της χρησιµοποιούµενης αναλυτικής µεθόδου. Το ελάχιστο αυτό όριο
διασφαλίζει την πραγµατοποίηση επακριβών µετρήσεων σε σχέση µε τη µεθοδολογία που ακολουθείται σε αυτή τη

µέθοδο. Επιπλέον, η συγκέντρωση του αρχικού διαλύµατος θα πρέπει να είναι µικρότερη από την

υδατοδιαλυτότητα της υπό δοκιµή ουσίας.

Το αρχικό διάλυµα θα πρέπει, κατά προτίµηση, να παρασκευάζεται λίγο πριν από την προσθήκη του σε εδαφικά
δείγµατα και να διατηρείται κλειστό στο σκότος στους 4 °C. Ο χρόνος αποθήκευσης εξαρτάται από τη

σταθερότητα της υπό δοκιµή ουσίας και τη συγκέντρωσή της στο διάλυµα.

Αποκλειστικά στην περίπτωση ασθενώς διαλυτών ουσιών (Sw < 10-4 g l-1), µπορεί να χρειάζεται ένας κατάλληλος
διαλυτοποιητικός παράγοντας όταν η υπό δοκιµή ουσία είναι δύσκολο να διαλυθεί. Ο διαλυτοποιητικός αυτός

παράγοντας: (α) θα πρέπει να αναµειγνύεται µε νερό όπως η µεθανόλη ή το ακετονιτρίλιο, (β) η συγκέντρωσή του
δεν θα πρέπει να υπερβαίνει το 1% του συνολικού όγκου του αρχικού διαλύµατος, ενώ θα πρέπει να είναι

µικρότερη από αυτή στο διάλυµα της υπό δοκιµή ουσίας που θα έλθει σε επαφή µε το έδαφος (κατά προτίµηση,
µικρότερη του 0,1%)και (γ) δεν θα πρέπει να είναι τασιενεργός ή να υφίσταται διαλυτολυτικές αντιδράσεις µε την
υπό δοκιµή χηµική ουσία. Εφόσον χρησιµοποιείται διαλυτοποιητικός παράγοντας, αυτό θα πρέπει να

προσδιορίζεται και να αιτιολογείται στην αναφορά των στοιχείων.



Μια άλλη εναλλακτική λύση για τις ασθενώς διαλυτές ουσίες είναι η προσθήκη της υπό δοκιµή ουσίας στο υπό

δοκιµή σύστηµα µέσω οργανικού διαλύτη: η υπό δοκιµή ουσία διαλύεται σε οργανικό διαλύτη και ποσότητα αυτού
προστίθεται στο σύστηµα εδάφους και διαλύµατος 0,01 Μ CaCl2 σε απεσταγµένο ή απιονισµένο νερό. Η
περιεκτικότητα του οργανικού διαλύτη στην υδατική φάση θα πρέπει να διατηρείται όσο το δυνατό χαµηλότερη,
χωρίς να υπερβαίνει κανονικά το 0.1%.Η προσθήκη µέσω οργανικού διαλύµατος µπορεί να παρουσιάζει αδυναµία
στο θέµα της ογκοµετρικής επαναληψιµότητας . ‘Ετσι, µπορεί να εισαχθεί ένα πρόσθετο σφάλµα καθώς η
συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας και του συνδιαλύτη µπορεί να µην είναι η ίδια σε όλες τις δοκιµές.

1.8 ΠΡΟΥΠΟΘΕΣΕΙΣ ΓΙΑ ΤΗ ∆ΙΕΝΕΡΓΕΙΑ ΤΗΣ ∆ΟΚΙΜΗΣ ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗΣ/ΕΚΡΟΦΗΣΗΣ

1.8.1 Αναλυτική µέθοδος

Στις βασικές παραµέτρους που µπορεί να επηρρεάσουν την ορθότητα των µετρήσεων ρόφησης περιλαµβάνονται η

ορθότητα της αναλυτικής µεθόδου στην ανάλυση τόσο του διαλύµατος όσο και των προσροφηµένων φάσεων, η
σταθερότητα και καθαρότητα της υπό δοκιµή ουσίας, η επίτευξη ισορροπίας ρόφησης, το µέγεθος της µεταβολής
της συγκέντρωσης του διαλύµατος, ο λόγος εδάφους/διάλυµα και οι µεταβολές στη δοµή του εδάφους κατά τη
διάρκεια της διεργασίας αποκατάστασης ισορροπίας (35)(59-62).Μερικά παραδείγµατα σχετικά µε θέµατα
ορθότητας δίδονται στο παράρτηµα 2.

Η αξιοπιστία της χρησιµοποιούµενης αναλυτικής µεθόδου πρέπει να εξελέγχεται στην περιοχή συγκεντρώσεων

που παρουσιάζουν τη µεγαλύτερη πιθανότητα εµφάνισης κατά τη διάρκεια της δοκιµής. Ο πειραµατιζόµενος θα
πρέπει να έχει την ελευθερία ανάπτυξης κατάλληλης µεθόδου µε την κατάλληλη ορθότητα, ακρίβεια,
αναπαραγωγιµότητα, όρια ανίχνευσης και ανάκτηση. Οδηγίες για την εκτέλεση της δοκιµής δίδονται στο πείραµα
που περιγράφεται παρακάτω.

Κατάλληλος όγκος διαλύµατος 0.01 M CaCl2, π.χ. 100 cm3, αναδεύεται για 4 h µε ποσότητα εδάφους, π.χ. 20 g,
υψηλής προσροφησιµότητας, δηλ. µε υψηλή περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα και άργιλο. Οι τιµές αυτές
βαρών και όγκων µπορούν να διαφοροποιούνται ανάλογα µε τις αναλυτικές ανάγκες, ένα όµως πρόσφορο σηµείο
εκκίνησης είναι ένας λόγος εδάφους/διάλυµα 1:5. Το µίγµα φυγοκεντρείται και η υδατική φάση µπορεί να
διηθηθεί. Στην τελευταία προστίθεται ορισµένος όγκος του αρχικού διαλύµατος της υπό δοκιµή ουσίας ώστε να
επιτευχθεί ονοµαστική συγκέντρωση στα πλαίσια της περιοχής συγκεντρώσεων που έχουν τη µεγαλύτερη

πιθανότητα εµφάνισης κατά τη διάρκεια της δοκιµής. Ο όγκος αυτός δεν θα πρέπει να υπερβαίνει το 10% του

τελικού όγκου της υδατικής φάσης έτσι ώστε η µεταβολή στη φύση του προ της αποκατάστασης ισορροπίας

διαλύµατος να είναι όσο το δυνατό µικρότερη. Το διάλυµα υποβάλλεται σε ανάλυση.

Στην όλη διαδικασία πρέπει να περιλαµβάνεται και η ανάλυση τυφλού δείγµατος αποτελούµενου από σύστηµα

εδάφους + διαλύµατος CaCl2 (χωρίς υπό δοκιµή ουσία) για να ελέγχεται η τυχόν ύπαρξη τεχνικών σφαλµάτων
στην αναλυτική µέθοδο ή παρενεργειών από το έδαφος.

Στις αναλυτικές µεθόδους που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για µετρήσεις ροφήσεως περιλαµβάνονται η

χρωµατογραφία αερίου-υγρού (GLC), η υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC), η φασµατοµετρία (π.χ.
φασµατοµετρία GC/µάζας, φασµατοµετρία HPLC/µάζας) και η καταµέτρηση σπινθηρισµού σε υγρό (για
ραδιοεπισηµασµένες ουσίες µόνο). Ανεξάρτητα από τη χρησιµοποιούµενη αναλυτική µέθοδο, ως κατάλληλα
ποσοστά ανακτήσεως θεωρούνται ποσοστά µεταξύ 90%και 110%της ονοµαστικής τιµής. Για να µπορεί να γίνει
ανίχνευση και αξιολόγηση µετά την κατανοµή, τα όρια ανίχνευσης της αναλυτικής µεθόδου θα πρέπει να είναι
τουλάχιστον δύο τάξεις µεγέθους κάτω της ονοµαστικής συγκεντρώσεως.

Τα χαρακτηριστικά και τα όρια ανίχνευσης της αναλυτικής µεθόδου που διατίθεται για την εκτέλεση των µελετών

προσρόφησης παίζουν σηµαντικό ρόλο στον καθορισµό των συνθηκών δοκιµής και την όλη πειραµατική εκτέλεση

της δοκιµής. Η µέθοδος αυτή ακολουθεί µια γενική πειραµατική οδό και αποτελεί πηγή καθοδήγησης και

κατευθύνσεων για εφαρµογή εναλλακτικών λύσεων αν τυχόν η αναλυτική µέθοδος και οι εργαστηριακές

εγκαταστάσεις επιβάλλουν κάποιους περιορισµούς.



1.8.2 Επιλογή των άριστων λόγων εδάφους/διάλυµα

Η επιλογή των κατάλληλων λόγων εδάφους προς διάλυµα στις µελέτες προσρόφησης εξαρτάται από το

συντελεστή κατανοµής Kd και το σχετικό επιθυµητό βαθµό προσρόφησης. Η µεταβολή της συγκέντρωσης της
ουσίας στο διάλυµα καθορίζει τη στατιστική ορθότητα της µέτρησης µε βάση τη µορφή της εξίσωσης

προσρόφησης και το όριο της αναλυτικής µεθοδολογίας, στην ανίχνευση της συγκέντρωσης της διαλελυµένης
χηµικής ουσίας. Συνεπώς, στην πράξη, είναι χρήσιµο να καθορίζονται µερικοί πάγιοι λόγοι στους οποίους το
προσροφούµενο ποσοστό να είναι πάνω από 20%και, κατά προτίµηση, >50% (62),ενώ ιδιαίτερη προσοχή θα
πρέπει να δίνεται ώστε η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στην υδατική φάση να διατηρείται αρκετά

υψηλή για να λαµβάνονται ορθές µετρήσεις. Αυτό είναι ιδιαίτερα σηµαντικό στην περίπτωση υψηλών
ποσοστών προσρόφησης.

Μια πρόσφορη προσέγγιση στην επιλογή των κατάλληλων λόγων εδάφους/νερό βασίζεται στον υπολογισµό της
τιµής Kd είτε µε προκαταρκτικές µελέτες είτε µε καθιερωµένες τεχνικές εκτίµησης (παράρτηµα 3). Κατόπιν,
µπορεί να γίνει επιλογή του κατάλληλου λόγου µε βάση την καµπύλη των λόγων εδάφους/διάλυµα συναρτήσει των
Kd για συγκεκριµένα ποσοστά προσρόφησης (εικ. 1). Στην γραφική αυτή παράσταση υποτίθεται ότι η εξίσωση
προσρόφησης είναι γραµµική

1. Η προς εφαρµογή σχέση λαµβάνεται µε αναδιασκευή της εξίσωσης (4) του Kd στη

µορφή της εξίσωσης (1):
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Στην εικ. 1 εµφαίνονται οι λόγοι εδάφους/διάλυµα σε συνάρτηση µε τις τιµές Kd για διάφορα επίπεδα

προσρόφησης. Για παράδειγµα, µε λόγο εδάφους/διάλυµα 1:5 και τιµή Kd=20, η προσρόφηση ανέρχεται περίπου
στο 80%.Για την επίτευξη προσρόφησης 50%µε τον ίδιο Kd, πρέπει να χρησιµοποιηθεί λόγος 1:25.Η προσέγγιση
αυτή για την επιλογή των κατάλληλων λόγων εδάφους/διάλυµα παρέχει στον ερευνητή άνεση στην αντιµετώπιση
των διαφόρων πειραµατικών αναγκών.

Οι περιπτώσεις που είναι δυσκολότερο να αντιµετωπιστούν είναι εκείνες όπου η ουσία προσροφάται σε υψηλό ή

πολύ χαµηλό βαθµό. ?Οταν η προσρόφηση είναι χαµηλή, συνιστάται λόγος εδάφους/διάλυµα 1:1 , αν και στην
περίπτωση ορισµένων πολύ οργανικών εδαφικών τύπων µπορεί να χρειάζονται µικρότεροι λόγοι για τη λήψη

υδαρούς αιωρήµατος. Πρέπει να λαµβάνεται πρόνοια ώστε µε την αναλυτική µεθοδολογία να µετρώνται µικρές
µεταβολές στη συγκέντρωση του διαλύµατος, ∆ιαφορετικά, η µέτρηση προσροφήσεως δεν θα είναι ακριβής. Από
την άλλη µεριά, στην περίπτωση πολύ υψηλών συντελεστών κατανοµής Kd, µπορεί να φθάσουµε σε τιµές λόγου
1:100 εδάφους/διάλυµα για να παραµείνει σηµαντική ποσότητα ουσίας στο διάλυµα. Εντούτοις, πρέπει να
λαµβάνεται πρόνοια ώστε να διασφαλίζεται καλή ανάµειξη, να αφήνεται δε ικανός χρόνος για την αποκατάσταση
ισορροπίας στο σύστηµα. Μία εναλλακτική προσέγγιση είναι να προβλεφθεί η τιµή Kd εφαρµόζοντας τεχνικές

εκτίµησης που βασίζονται, π.χ., στις τιµές Pow (παράρτηµα 3). Η προσέγγιση αυτή είναι ιδιαίτερα χρήσιµη για
πολικές ουσίες χαµηλής προσρόφησης µε Pow < 20και υψηλής ροφησιµότητας λιπόφιλες ουσίες µε Pow > 104.

1.9 ΕΚΤΕΛΕΣΗ ΤΗΣ ∆ΟΚΙΜΗΣ

1.9.1 Συνθήκες δοκιµής

?Ολα τα πειράµατα γίνονται σε θερµοκρασία περιβάλλοντος και, εφόσον είναι δυνατό, σε σταθερή θερµοκρασία
µεταξύ 20 °Cκαι 25 °C.

Με τις εφαρµοζόµενες συνθήκες φυγοκέντρησης θα πρέπει να µπορούν να αποµακρύνονται από το διάλυµα

σωµατίδια µε µέγεθος µεγαλύτερο από 0.2 µm. Η τιµή αυτή εκφράζει το µικρότερο σωµατίδιο που θεωρείται ως
στερεό σωµατίδιο και αποτελεί το όριο µεταξύ στερεάς και κολλοειδούς καταστάσεως. Οδηγίες για τον καθορισµό
των συνθηκών φυγοκέντρησης δίδονται στο παράρτηµα 4.

Εάν µε τον υφιστάµενο φυγοκεντρικό εξοπλισµό δεν µπορεί να διασφαλιστεί η αποµάκρυνση σωµατιδίων

µεγαλύτερων από 0.2 µm, µπορεί να χρησιµοποιηθεί συνδυασµός φυγοκέντρησης και διήθησης µε φίλτρα 0,2 µm.
Τα φίλτρα αυτά θα πρέπει να είναι από κατάλληλο αδρανές υλικό για την αποφυγή τυχόν απωλειών της υπό δοκιµή

ουσίας σε αυτά. Σε κάθε περίπτωση, θα πρέπει να αποδεικνύεται ότι δεν υπάρχει περίπτωση απωλειών της υπό
δοκιµή ουσίας κατά τη διάρκεια της διήθησης.

1.9.2 Μέρος 1- Προκαταρκτική µελέτη

Ο σκοπός της διεξαγωγής προκαταρκτικής µελέτης έχει ήδη αναφερθεί στο κεφάλαιο του πεδίου εφαρµογής.
Κατευθύνσεις για τη διεξαγωγή της δοκιµής αυτής δίδονται µε το περιγραφόµενο κατωτέρω πείραµα.

1.9.2.1 Επιλογή των άριστων λόγων εδάφους/διάλυµα

Χρησιµοποιούνται δύο τύποι εδαφών και τρεις λόγοι εδάφους/διάλυµα (έξι πειράµατα). Ο ένας τύπος εδάφους έχει
υψηλή περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα και χαµηλή σε άργιλο ενώ ο άλλος έχει χαµηλή περιεκτικότητα σε

οργανικό άνθρακα και υψηλή σε άργιλο.Προτείνονται οι ακόλουθοι λόγοι:

-50 gεδάφους και 50 cm3
υδατικού διαλύµατος της υπό δοκιµή ουσίας (λόγος 1/1);

-10 gεδάφους και 50 cm3
υδατικού διαλύµατος της υπό δοκιµή ουσίας (λόγος 1/5);

-2 gεδάφους και 50 cm3
υδατικού διαλύµατος της υπό δοκιµή ουσίας (λόγος 1/25).

Η ελάχιστη ποσότητα εδάφους στην οποία µπορεί να εκτελεστεί το πείραµα εξαρτάται από τον εργαστηριακό

εξοπλισµό και την απόδοση των χρησιµοποιούµενων αναλυτικών µεθόδων. Πάντως, συνιστάται να

χρησιµοποιείται ποσότητα τουλάχιστον 1 g,και κατά προτίµηση 2 g,για τη λήψη αξιόπιστων αποτελεσµάτων από
τη δοκιµή.

Σε δείγµα-µάρτυρα που αποτελείται µόνον από την υπό δοκιµή ουσία σε διάλυµα 0.01 M CaCl2 (χωρίς έδαφος)
εφαρµόζονται τα ίδια ακριβώς βήµατα όπως και στα υπό δοκιµή συστήµατα, για να ελεγχθεί η σταθερότητα της
υπό δοκιµή ουσίας στο διάλυµα του CaCl2 και η πιθανή της προσρόφηση στην επιφάνεια των δοκιµαστικών
δοχείων.



Για κάθε τύπο εδάφους διενεργείται τυφλό πείραµα µε την ίδια ποσότητα εδάφους και συνολικό όγκο 50 cm3

διαλύµατος 0.01 M CaCl2 (χωρίς υπό δοκιµή ουσία) ακολουθώντας την ίδια διαδικασία δοκιµής. Το πείραµα αυτό
χρησιµεύει ως βασικός µάρτυρας κατά τη διάρκεια της ανάλυσης για την ανίχνευση τυχόν παρεµβαινουσών

ουσιών ή µολυσµένων εδαφών.

?Ολα τα πειράµατα, συµπεριλαµβανοµένων των µαρτύρων και των τυφλών, θα πρέπει να εκτελούνται τουλάχιστον
εις διπλούν. Ο συνολικός αριθµός των δειγµάτων που θα πρέπει να χρησιµοποιηθούν για τη µελέτη µπορεί να
υπολογιστεί µε βάση τη µεθοδολογία που θα ακολουθηθεί.

Οι µέθοδοι για την προκαταρκτική µελέτη και την κύρια µελέτη είναι γενικά οι ίδιες, τυχόν δε εξαιρέσεις πρέπει να
αναφέρονται.

Τα ξηραµένα στον αέρα δείγµατα φέρονται σε κατάσταση ισορροπίας αναδεύοντάς τα µε 45 cm3 0.01 M CaCl2
όλη τη νύκτα (12 h) πριν από την ηµέρα του πειράµατος. Στη συνέχεια, προστίθεται ορισµένος όγκος αρχικού
διαλύµατος της υπό δοκιµή ουσίας µέχρι τελικού όγκου 50 cm3. Ο προστιθέµενος αυτός όγκος αρχικού

διαλύµατος: (α) δεν θα πρέπει να υπερβαίνει το 10% του τελικού όγκου των 50 cm3
της υδατικής φάσης ώστε η

µεταβολή στη φύση του προ της ισορροπίας διαλύµατος να είναι όσο το δυνατό µικρότερη και (β) θα πρέπει κατά
προτίµηση να οδηγεί σε µία αρχική συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας που έρχεται σε επαφή µε το έδαφος (C0)
δύο τάξεις µεγέθους τουλάχιστον υψηλότερη από το όριο ανιχνεύσεως της αναλυτικής µεθόδου. Το ελάχιστο αυτό
όριο εξασφαλίζει την πραγµατοποίηση ορθών µετρήσεων ακόµη κι όταν υπάρχει υψηλή προσρόφηση (> 90%)και
τον προσδιορισµό αργότερα των ισοθέρµων προσρόφησης. Συνιστάται επίσης, εφόσον είναι δυνατό, η αρχική
συγκέντρωση της ουσίας (C0) να µην υπερβαίνει το ήµισυ του ορίου διαλυτότητάς της.

?Ενα παράδειγµα του τρόπου υπολογισµού της συγκέντρωσης του αρχικού διαλύµατος (Cst) δίδεται παρακάτω.
Υποτίθεται ότι το όριο ανίχνευσης είναι 0.01µg cm-3

και η προσρόφηση 90%. ?Ετσι, η αρχική συγκέντρωση της
σε επαφή µε το έδαφος υπό δοκιµή ουσίας θα πρέπει κατά προτίµηση να είναι 1 µg cm-3 (δύο τάξεις µεγέθους
υψηλότερη από το όριο ανίχνευσης). Υποθέτοντας ότι προστίθεται ο µέγιστος συνιστώµενος όγκος του αρχικού
διαλύµατος δηλ. 5 έως 45 cm3

διαλύµατος εξισορρόπησης 0.01 M CaCl2 (= 10%του αρχικού διαλύµατος έως τα
50 cm3

συνολικού όγκου της υδατικής φάσης), η συγκέντρωση του αρχικού διαλύµατος θα πρέπει να είναι 10 µg
cm-3.Η τιµή αυτή είναι τρεις τάξεις µεγέθους υψηλότερη από το όριο ανίχνευσης της αναλυτικής µεθόδου.

Πριν και µετά την επαφή µε το έδαφος θα πρέπει να µετριέται το pH της υδατικής φάσης επειδή παίζει σπουδαίο
ρόλο στην όλη διεργασία προσρόφησης, ειδικά στην περίπτωση ιονίσιµων ουσιών.

Το µίγµα ανακινείται µέχρις ότου επιτευχθεί ισορροπία προσρόφησης. Ο χρόνος ισορροπίας στα διάφορα εδάφη
παρουσιάζει υψηλή διαφοροποίηση, ανάλογα µε την ουσία και το έδαφος. Γενικά, 24 hείναι αρκετές (77). Στην
προκαταρκτική µελέτη, τα δείγµατα µπορούν να συλλέγονται αλληλοδιαδόχως µέσα σε 48ωρο διάστηµα ανάµειξης
(π.χ. 4, 8, 24, 48 h).Εντούτοις, οι χρόνοι αναλύσεως θα πρέπει να αντιµετωπίζονται µε ελαστικότητα σε σχέση µε
το χρονοδιάγραµµα στο εργαστήριο.

Υπάρχουν δύο επιλογές για την ανάλυση της υπό δοκιµή ουσίας στο υδατικό διάλυµα: (α) η παράλληλη
µέθοδος και (β) η εν σειρά µέθοδος. Θα πρέπει να τονιστεί ότι, αν και η παράλληλη µέθοδος είναι πειραµατικά
πιο κουραστική, η µαθηµατική επεξεργασία των αποτελεσµάτων είναι απλούστερη (παράρτηµα 5). Πάντως, η
επιλογή της µεθοδολογίας που πρέπει να ακολουθηθεί, επαφίεται στον πειραµατιζόµενο ο οποίος θα πρέπει να
εξετάζει τις διαθέσιµες εργαστηριακές διευκολύνσεις και πόρους.

(α) παράλληλη µέθοδος: παρασκευάζονται δείγµατα µε τον ίδιο λόγο εδάφους/διάλυµα, τόσα όσα και τα
αντίστοιχα χρονικά διαστήµατα στα οποία επιθυµείται να µελετηθεί η κινητική προσρόφησης. Μετά τη
φυγοκέντρηση και, εφόσον επιθυµείται, τη διήθηση, η υδατική φάση του πρώτου σωλήνα ανακτάται όσο το
δυνατό πληρέστερα και µετριέται µετά π.χ. 4 h, εκείνη του δεύτερου σωλήνα µετά 8 h, εκείνη του τρίτου
σωλήνα µετά 24,κλπ.

(β) εν σειρά µέθοδος: για κάθε λόγο εδάφους/διάλυµα παρασκευάζεται µόνον ένα διπλό δείγµα. Σε
καθορισµένα χρονικά διαστήµατα το µίγµα φυγοκεντρείται για να διαχωριστούν οι φάσεις. Μικρή ποσότητα
της υδατικής φάσης υποβάλλεται αµέσως σε ανάλυση για την υπό δοκιµή ουσία, κατόπιν δε το πείραµα
συνεχίζεται µε το αρχικό µίγµα. Εφόσον µετά τη φυγοκέντρηση ακολουθεί διήθηση, το εργαστήριο θα πρέπει
να διαθέτει το σχετικό εξοπλισµό για το χειρισµό της διήθησης µικρών υδατικών ποσοτήτων. Συνιστάται ο
συνολικός όγκος των λαµβανοµένων ποσοτήτων να µην υπερβαίνει το 1% του συνολικού όγκου του

διαλύµατος, για να µην αλλάζει σηµαντικά ο λόγος εδάφους/διάλυµα και µειώνεται η µάζα της διαθέσιµης για
προσρόφηση κατά τη διάρκεια της δοκιµής διαλελυµένης ουσίας.



Η ποσοστιαία προσρόφηση A ti
υπολογίζεται σε κάθε χρονική στιγµή (ti) µε βάση την ονοµαστική αρχική

συγκέντρωση και τη µετρούµενη συγκέντρωση κατά το χρόνο δειγµατοληψίας (ti), διορθωµένη ως προς την
τιµή του τυφλού. Για την εκτίµηση της επίτευξης κατάστασης2

ισορροπίας χαράσσονται καµπύλες της A ti
συναρτήσει του χρόνου (Εικ. 1 παράρτηµα 5) ενώ υπολογίζεται επίσης και η τιµή Kd στην ισορροπία. Με βάση
την τιµή αυτή Kd, επιλέγονται από την εικ. 1 κατάλληλοι λόγοι εδάφους/διάλυµα, έτσι ώστε η εκατοστιαία
προσρόφηση να φθάνει πάνω από το 20%και κατά προτίµηση >50% (61). ‘Ολες οι εφαρµοζόµενες εξισώσεις
και αρχές σχεδιασµού της γραφικής παράστασης δίδονται στο τµήµα "∆εδοµένα και έκθεση αναφοράς" και στο
παράρτηµα 5.

1.9.2.2 Προσδιορισµός του χρόνου αποκατάστασης ισορροπίας προσρόφησης και της ποσότητας της προσροφηµένης υπό

δοκιµή ουσίας κατά την ισορροπία.

?Οπως αναφέρθηκε ήδη, µε τις γραφικές παραστάσεις των A ti
ή Caq

ads συναρτήσει του χρόνου επιτυγχάνεται η

εκτίµηση της επίτευξης ισορροπίας προσρόφησης και της ποσότητας της προσροφηµένης στην ισορροπία υπό

δοκιµή ουσίας. Στις εικ. 1 και 2 του παραρτήµατος 5 εµφαίνονται παραδείγµατα τέτοιων γραφικών παραστάσεων.
Χρόνος αποκατάστασης ισορροπίας είναι ο χρόνος που χρειάζεται το σύστηµα για να φθάσει σε οριζοντίωση της

καµπύλης.

Εάν, σε ένα συγκεκριµένο έδαφος, δεν εµφανίζεται οριζοντίωση αλλά µόνο σταθερή αύξηση, αυτό µπορεί να
οφείλεται σε διάφορους πολύπλοκους παράγοντες όπως βιοαποικοδόµηση ή βραδεία διάχυση. Το φαινόµενο της
βιοαποικοδόµησης µπορεί να καταδειχθεί επαναλαµβάνοντας το πείραµα µε ένα στείρο δείγµα εδάφους. Εάν,
ακόµη και σε αυτή την περίπτωση, δεν εµφανιστεί οριζοντίωση, ο πειραµατιζόµενος θα πρέπει να ερευνήσει και
για άλλα φαινόµενα που µπορεί να εµπλέκονται στις συγκεκριµένες µελέτες του. Αυτό µπορεί να γίνει µε
κατάλληλες τροποποιήσεις των συνθηκών πειραµατισµού (θερµοκρασία, χρόνοι ανάδευσης, λόγοι

εδάφους/διάλυµα). Εναπόκειται στον πειραµατιζόµενο να αποφασίσει αν θα συνεχίσει τη διαδικασία δοκιµής παρά
το ενδεχόµενο αποτυχίας στην αποκατάσταση ισορροπίας.

1.9.2.3 Προσρόφηση στην επιφάνεια του δοκιµαστικού δοχείου και σταθερότητα της υπό δοκιµή ουσίας

Από την ανάλυση των δειγµάτων-µαρτύρων µπορεί να ληφθούν ορισµένες πληροφορίες για την προσρόφηση της
υπό δοκιµή ουσίας στην επιφάνεια των δοκιµαστικών δοχείων. Εάν παρατηρηθεί έλλειµµα µεγαλύτερο από το
τυποποιηµένο σφάλµα της αναλυτικής µεθόδου, αυτό µπορεί να σηµαίνει την ύπαρξη αβιοτικής αποικοδόµησης
και/ή προσρόφησης στην επιφάνεια του δοκιµαστικού δοχείου. ∆ιάκριση µεταξύ των δύο αυτών φαινοµένων
µπορεί να γίνει πλένοντας προσεκτικά τα τοιχώµατα του δοχείου µε γνωστό όγκο κατάλληλου διαλύτη και

υποβάλλοντας το διάλυµα πλύσεως σε ανάλυση για την υπό δοκιµή ουσία. Εφόσον στην επιφάνεια των
δοκιµαστικών δοχείων δεν παρατηρηθεί προσρόφηση, το έλλειµµα αποδεικνύει αβιοτική αστάθεια της υπό δοκιµή
ουσίας. Εφόσον διαπιστωθεί προσρόφηση, είναι αναγκαία η αλλαγή του υλικού των δοκιµαστικών δοχείων.
Πάντως, τα δεδοµένα για την προσρόφηση στην επιφάνεια των δοκιµαστικών δοχείων που λαµβάνονται από αυτό
το πείραµα δεν µπορούν να παρεκταθούν άµεσα στο πείραµα εδάφους/διάλυµα. Η παρουσία του εδάφους

επηρεάζει την προσρόφηση αυτή.

Πρόσθετες πληροφορίες για τη σταθερότητα της υπό δοκιµή ουσίας µπορούν να αντληθούν προσδιορίζοντας το

υπόλοιπο της αρχικής µάζας κατά τη διάρκεια του χρόνου. Αυτό σηµαίνει ότι πραγµατοποιείται ανάλυση για την
υπό δοκιµή ουσία στην υδατική φάση, στα εδαφικά εκχυλίσµατα και τα τοιχώµατα του δοκιµαστικού δοχείου. Η
διαφορά µεταξύ της µάζας της προστιθέµενης υπό δοκιµή ουσίας και του αθροίσµατος των µαζών της χηµικής

ουσίας στην υδατική φάση, τα εδαφικά εκχυλίσµατα και τα τοιχώµατα του δοκιµαστικού δοχείου, είναι ίση µε την
αποικοδοµηµένη µάζα και/ή απωλεσθείσα λόγω πτητικότητας και/ή µη εκχυλισθείσα. Για τον προσδιορισµό του
υπολοίπου, θα πρέπει να έχει αποκατασταθεί ισορροπία προσρόφησης µέσα στο χρονικό διάστηµα του πειράµατος.

2
Οι γραφικές παραστάσεις συγκέντρωσης της υπό δοκιµή ουσίας στην υδατική φάση (Caq

ads) συναρτήσει του χρόνου θα µπορούσαν

επίσης να χρησιµοποιηθούν για την εκτίµηση της επίτευξης κατάστασης ισορροπίας (Εικ. 2 παράρτηµα 5).



Η ανάλυση για το υπόλοιπο µάζας εκτελείται σε εδάφη και για ένα λόγο εδάφους/διάλυµα ανά έδαφος που
εµφανίζει έλλειµµα πάνω από 20% και κατά προτίµηση >50% στην κατάσταση ισορροπίας. ?Οταν το πείραµα
ανεύρεσης του λόγου ολοκληρωθεί µε την ανάλυση του τελευταίου δείγµατος της υδατικής φάσης µετά 48 h,οι
φάσεις διαχωρίζονται µε φυγοκέντρηση και, εφόσον επιθυµείται, διήθηση. Η υδατική φάση ανακτάται όσο το

δυνατό πληρέστερα και στο έδαφος προστίθεται κατάλληλος διαλύτης εκχυλίσεως (συντελεστής εκχυλίσεως
τουλάχιστον 95%) για την εκχύλιση της υπό δοκιµή ουσίας. Συνιστάται η πραγµατοποίηση δύο τουλάχιστον
διαδοχικών εκχυλίσεων. Προσδιορίζεται η ποσότητα της υπό δοκιµή ουσίας στο έδαφος και τα εκχυλίσµατα του
δοκιµαστικού δοχείου και υπολογίζεται το υπόλοιπο µάζας (εξίσωση 10, ∆εδοµένα και έκθεση αναφοράς). Εάν
είναι λιγότερο από 90%,η υπό δοκιµή ουσία θεωρείται ως ασταθής στη χρονοκλίµακα της δοκιµής. Πάντως, οι
µελέτες µπορούν ακόµη να συνεχιστούν, λαµβάνοντας υπόψη την αστάθεια της υπό δοκιµή ουσίας. Στην
περίπτωση αυτή, συνιστάται να υποβάλλονται σε ανάλυση και οι δύο φάσεις στην κύρια µελέτη.

1.9.2.4 Μέρος 2 - Κινητική προσρόφησης σε µία συγκέντωση της υπό δοκιµή ουσίας

Χρησιµοποιούνται πέντε εδάφη που επιλέγονται από τον πίνακα 1. Το να συµπεριληφθούν µεταξύ των πέντε
αυτών εδαφών ορισµένα ή και όλα τα εδάφη που χρησιµοποιούνται στην προκαταρκτική µελέτη, αποτελεί
πλεονέκτηµα. Στην περίπτωση αυτή, το µέρος 2 δεν χρειάζεται να επαναληφθεί για τα εδάφη που

χρησιµοποιούνται στην προκαταρκτική µελέτη.

Ο χρόνος αποκατάστασης ισορροπίας, ο λόγος εδάφους/διάλυµα, το βάρος του εδαφικού δείγµατος, ο όγκος της
υδατικής φάσης που είναι σε επαφή µε το έδαφος και η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στο διάλυµα

επιλέγονται µε βάση τα αποτελέσµατα της προκαταρκτικής µελέτης. Η ανάλυση θα πρέπει να γίνεται κατά

προτίµηση περίπου µετά 2, 4, 6, 8 (ενδεχοµένως και 10) και 24 hεπαφής. Ο χρόνος ανάδευσης µπορεί να φθάσει
το πολύ τις 48 hστην περίπτωση που µια χηµική ουσία απαιτεί µεγαλύτερο χρόνο αποκατάστασης ισορροπίας σε
σχέση µε τα αποτελέσµατα εύρεσης του λόγου. Πάντως, οι χρόνοι ανάλυσης µπορούν να αντιµετωπίζονται µε
ελαστικότητα.

Κάθε πείραµα (ένα έδαφος και ένα διάλυµα) γίνεται τουλάχιστον εις διπλούν για να µπορέσει να γίνει εκτίµηση της
διακύµανσης των αποτελεσµατων. Σε κάθε πείραµα περιλαµβάνεται και ένα τυφλό.Αποτελείται από το έδαφος και
διάλυµα 0.01 M CaCl2 , χωρίς υπό δοκιµή ουσία, ενώ το βάρος και ο όγκος, αντίστοιχα, είναι ίδιος µε εκείνους του
πειράµατος. ∆είγµα-µάρτυρας που περιέχει µόνο την υπό δοκιµή ουσία σε διάλυµα 0.01 M CaCl2 (χωρίς έδαφος)
υποβάλλεται την ίδια διαδικασία δοκιµής, ενέργεια που αποβλέπει στη διασφάλιση του πειράµατος από τυχόν
απρόσµενα.

Η ποσοστιαία προσρόφηση υπολογίζεται σε κάθε χρονική στιγµή A ti
και/ή χρονικό διάστηµα A ti∆ (ανάλογα µε

τις ανάγκες) και παρίσταται ως γραφική συνάρτηση του χρόνου. Υπολογίζονται επίσης ο συντελεστής κατανοµής
Kd στην ισορροπία καθώς επίσης και ο τυποποιηµένος συντελεστής κατανοµής οργανικού άνθρακα Koc (για µη
πολικές οργανικές χηµικές ουσίες).

Αποτελέσµατα της δοκιµής κινητικής προσροφήσεως

Η γραµµική Kd τιµή περιγράφει γενικά µε ορθότητα τη ροφητική συµπεριφορά στο έδαφος (35)(78)και αποτελεί
έκφραση της εγγενούς κινητικότητας των χηµικών στο έδαφος. Σε γενικές γραµµές, π.χ., ουσίες µε Kd ≤ 1 cm3 g-1

θεωρούνται ως ποιοτικώς κινητικές. Οµοίως, από τους MacCall et al. (16), έχει αναπτυχθεί ένα σχήµα

ταξινόµησης κινητικοτήτων µε βάση τις τιµές Koc . Επιπλέον, υπάρχουν σχήµατα ταξινόµησης αποπλύσεων που
βασίζονται σε µία σχέση µεταξύ Kocκαι DT-503 (32)(79).

Επίσης, σύµφωνα µε µελέτες ανάλυσης σφαλµάτων (61), τιµές Kd κάτω των 0.3 cm3 g-1
δεν µπορούν να

εκτιµηθούν ορθά από τη µείωση της συγκεντρώσεως στην υδατική φάση, ακόµη κι όταν εφαρµόζεται η
ευνοϊκότερη (από πλευράς ορθότητας) σχέση εδάφους/διάλυµα, δηλ, 1:1. Στην περίπτωση αυτή, συνιστάται να
γίνεται ανάλυση και των δύο φάσεων, εδάφους και διαλύµατος.

3 DT-50:χρόνος αποικοδόµησης για το 50%της υπό δοκιµή ουσίας.



Με βάση τις παραπάνω παρατηρήσεις, συνιστάται η µελέτη της προσροφητικής συµπεριφοράς µιας ουσίας στο
έδαφος και της εν δυνάµει κινητικότητάς της να συνεχίζεται προσδιορίζοντας τις ισοθέρµους προσροφήσεως

Freundlichγια τα συστήµατα αυτά, για τα οποία είναι δυνατός ο ορθός προσδιορισµός της Kd µε το πειραµατικό

πρωτόκολλο που ακολουθείται στη µέθοδο αυτή δοκιµής.Ο ορθός προσδιορισµός είναι δυνατός εάν η τιµή η οποία
προκύπτει πολλαπλασιάζοντας την Kd µε το λόγο εδάφους/διάλυµα είναι > 0.3,όταν οι µετρήσεις βασίζονται στη
µείωση της συγκέντρωσης στην υδατική φάση (έµµεση µέθοδος), ή > 0.1, όταν αναλύονται και οι δύο φάσεις
(άµεση µέθοδος) (61).

1.9.2.5 Μέρος 3 - Ισόθερµοι προσρόφησης και κινητική εκρόφησης/ισόθερµοι εκρόφησης

1.9 .2 .5 .1 Ισόθερµοι προσρόφησης

Χρησιµοποιούνται πέντε συγκεντρώσεις υπό δοκιµή ουσίας, που καλύπτουν κατά προτίµηση δύο τάξεις µεγέθους.
Για την επιλογή αυτών των συγκεντρώσεων, θα πρέπει να λαµβάνονται υπόψη η υδατοδιαλυτότητα και οι
προκύπτουσες συγκεντρώσεις υδατικής ισορροπίας. Καθ’ όλη τη µελέτη, θα πρέπει να τηρείται ο ίδιος λόγος
εδάφους/διάλυµα κατά έδαφος. Η δοκιµή προσρόφησης εκτελείται όπως περιγράφεται ανωτέρω, µε µόνη τη
διαφορά ότι η υδατική φάση αναλύεται µόνο µία φορά κατά το χρόνο που απαιτείται για την επίτευξη ισορροπίας

όπως προσδιορίστηκε προηγουµένως στο Μέρος 2.Οι συγκεντρώσεις ισορροπίας στο διάλυµα προσδιορίζονται και
η προσροφηµένη ποσότητα υπολογίζεται από τη µείωση της υπό δοκιµή ουσίας στο διάλυµα ή µε την άµεση

µέθοδο. Η προσροφηµένη µάζα ανά µονάδα µάζας εδάφους παρίσταται ως συνάρτηση της συγκέντρωσης

ισορροπίας της υπό δοκιµή ουσίας (βλ. ∆εδοµένα και έκθεση αναφοράς).

Αποτελέσµατα από το πείραµα ισοθέρµων προσρόφησης

Μεταξύ των µέχρι τούδε προταθέντων µαθηµατικών µοντέλων προσρόφησης, η ισόθερµος Freundlichείναι η
συχνότερα χρησιµοποιούµενη για την περιγραφή διεργασιών προσρόφησης.Λεπτοµερέστερες πληροφορίες για την
ερµηνεία και σπουδαιότητα των µοντέλων προσρόφησης παρέχονται στις παραποµπές (41)(45)(80)(81)(82).

Σηµείωση: Θα πρέπει να αναφερθεί ότι σύγκριση τιµών KF (συντελεστής προσρόφησης Freundlich)για διάφορες
ουσίες είναι δυνατή µόνον εφόσον αυτές οι τιµές KF εκφράζονται στις ίδιες µονάδες (83).

1 .9 .2 .5 .2 Κινητ ική εκρόφησης

Σκοπός του πειράµατος αυτού είναι να διευρευνηθεί αν µια χηµική ουσία προσροφάται σε ένα έδαφος µε τρόπο

αναστρέψιµο ή µη. Οι πληροφορίες αυτές είναι σηµαντικές, γιατί η διεργασία εκρόφησης παίζει και αυτή
σηµαντικό ρόλο στη συµπεριφορά µιας χηµικής ουσίας σε ένα εδαφικό πεδίο. Περαιτέρω, τα δεδοµένα εκρόφησης
αποτελούν χρήσιµα προς εισαγωγή στοιχεία στη µέσω υπολογιστών σχεδίαση µοντέλων απόπλυσης και

προσοµοίωση απορροής διαλελυµένων ουσιών. Εφόσον επιθυµείται η διενέργεια µελέτης εκρόφησης, συνιστάται η
µελέτη που περιγράφεται κατωτέρω να πραγµατοποιείται σε κάθε σύστηµα για το οποίο κατέστη δυνατός ο

επακριβής προσδιορισµός του Kd στο προηγηθέν πείραµα κινητικής προσρόφησης.

?Οπως και στη µελέτη της κινητικής προσρόφησης, υπάρχουν δύο επιλογές για την πραγµατοποίηση του
πειράµατος της κινητικής εκρόφησης: (α) η παράλληλη µέθοδος και (β) η εν σειρά µέθοδος. Η επιλογή της προς
εφαρµογή µεθοδολογίας εναπόκειται στον ερευνητή ο οποίος πρέπει να λαµβάνει υπόψη του τις διαθέσιµες

εργαστηριακές εγκαταστάσεις και πόρους.



(α) παράλληλη µέθοδος: για κάθε έδαφος που επιλέγεται να υποβληθεί σε µελέτη εκρόφησης, παρασκευάζονται
δείγµατα µε τον ίδιο λόγο εδάφους/διάλυµα, όσα είναι και τα χρονικά διαστήµατα στα οποία επιθυµείται να
µελετηθεί η κινητική εκρόφησης. Κατά προτίµηση, θα πρέπει να χρησιµοποιούνται τα ίδια χρονικά διαστήµατα µε
εκείνα του πειράµατος της κινητικής προσρόφησης. Εντούτοις, ο συνολικός χρόνος µπορεί να παραταθεί όσο
χρειάζεται ώστε το σύστηµα να φθάσει σε ισορροπία εκρόφησης. Σε κάθε πείραµα (ένα έδαφος, ένα διάλυµα)
αντιστοιχεί και ένα τυφλό. Το τυφλό συνίσταται από το έδαφος και διάλυµα 0,01 M CaCl2 , χωρίς υπό δοκιµή
ουσία, αλλά µε το ίδιο βάρος και όγκο, αντίστοιχα, µε εκείνα του πειράµατος. Στην ίδια διαδικασία δοκιµής
υποβάλλεται ως δείγµα-µάρτυρας η υπό δοκιµή ουσία σε διάλυµα 0.01 M CaCl2 (χωρίς έδαφος). ?Ολα τα µίγµατα
του εδάφους µε το διάλυµα αναδεύονται µέχρι να επιτευχθεί ισορροπία προσρόφησης (όπως καθορίστηκε
προηγουµένως στο τµήµα 2). Κατόπιν, οι φάσεις διαχωρίζονται µε φυγοκέντρηση και οι υδατικές φάσεις
αποµακρύνονται όσο το δυνατό πληρέστερα. Ο όγκος του αποµακρυνόµενου διαλύµατος αντικαθίσταται από ίσο
όγκο διαλύµατος 0.01 M CaCl2 χωρίς υπό δοκιµή ουσία και τα νέα µίγµατα αναδεύονται ξανά. Η υδατική φάση
του πρώτου σωλήνα ανακτάται όσο το δυνατό πληρέστερα και µετριέται έπειτα από, π.χ., 2 ώρες, εκείνη του
δεύτερου σωλήνα έπειτα από 4 ώρες, εκείνη του τρίτου έπειται από 6 ώρες, µέχρις ότου να επιτευχθεί ισορροπία
εκρόφησης.

(β) εν σειρά µέθοδος: µετά το πείραµα της κινητικής προσρόφησης, το µίγµα φυγοκεντρείται και η υδατική φάση
αποµακρύνεται κατά το δυνατό πληρέστερα. Ο όγκος του αποµακρυνόµενου διαλύµατος αντικαθίσταται από ίσο
όγκο 0.01 M CaCl2 χωρίς υπό δοκιµή ουσία. Το νέο µίγµα αναδεύεται µέχρις ότου επιτευχθεί ισορροπία
εκρόφησης. Κατά τη διάρκεια αυτού του χρονικού διαστήµατος, σε καθορισµένα χρονικά διαστήµατα, το µίγµα
φυγοκεντρείται προς διαχωρισµό των φάσεων. Μικρή ποσότητα της υδατικής φάσης υποβάλλεται αµέσως σε
ανάλυση. Κατόπιν, το πείραµα συνεχίζεται µε το αρχικό µίγµα. Ο όγκος κάθε επιµέρους ποσότητας θα πρέπει να
είναι λιγότερο του 1% του συνολικού όγκου. Η ίδια ποσότητα πρόσφατου διαλύµατος 0.01 M CaCl2 προστίθεται
στο µίγµα προς διατήρηση του λόγου εδάφους προς διάλυµα και η ανάδευση συνεχίζεται µέχρι το επόµενο χρονικό

διάστηµα.

Η ποσοστιαία εκρόφηση υπολογίζεται σε κάθε χρονική στιγµή (Dti
) και/ή χρονικό διάστηµα (D ti∆ ) (ανάλογα

µε τις ανάγκες της µελέτηs)και παρίσταται γραφικώς συναρτήσει του χρόνου. Υπολογίζεται επίσης ο συντελεστής
εκρόφησης Kdesστην κατάσταση ισορροπίας. ?Ολες οι εξισώσεις που εφαρµόζονται δίδονται στο τµήµα "∆εδοµένα
και έκθεση αναφοράς" και στο Παράρτηµα 5.

Αποτελέσµατα από το πείραµα κινητικής εκρόφησης

Με κοινές γραφικές παραστάσεις της ποσοστιαίας εκρόφησης Dti
και προσρόφησης A ti

συναρτήσει του χρόνου

είναι δυνατή η εκτίµηση της αναστρεψιµότητας της διεργασίας προσρόφησης. Εάν η ισορροπία εκρόφησης
επιτευχθεί έστω και στο διπλάσιο του χρόνου της ισορροπίας προσρόφησης, και η συνολική εκρόφηση είναι πάνω
από το 75%της προσροφηθείσας ποσότητας, η προσρόφηση θεωρείται ότι είναι αναστρέψιµη.

1 .9 .2 .5 .3 Ισόθερµοι εκρόφησης

Οι ισόθερµοι εκρόφησης Freundlich προσδιορίζονται στα εδάφη που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα των
ισοθέρµων προσρόφησης. Η δοκιµή εκρόφησης εκτελείται όπως περιγράφεται στην ενότητα “Κινητική
εκρόφησης”, µε µόνη τη διαφορά ότι η υδατική φάση υποβάλλεται µόνο µια φορά σε ανάλυση, στην κατάσταση
ισορροπίας εκρόφησης. Υπολογίζεται η ποσότητα της εκροφηθείσας υπό δοκιµή ουσίας. Η ποσότητα της υπό

δοκιµή ουσίας που παραµένει προσροφηµένη στο έδαφος σε κατάσταση ισορροπίας εκρόφησης παρίσταται

γραφικώς ως συνάρτηση της συγκέντρωσης ισορροπίας της εν διαλύµατι υπό δοκιµή ουσίας (Βλ. ∆εδοµένα και
έκθεση αναφοράς και παράρτηµα 5).

2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ ΚΑΙ ΕΚΘΕΣΗ ΑΝΑΦΟΡΑΣ

Τα αναλυτικά στοιχεία παρουσιάζονται µε τη µορφή πίνακα (βλ. παράρτηµα 6). ∆ίδονται οι επιµέρους µετρήσεις
και οι υπολογισθέντες µέσοι όροι. Παρέχονται γραφικές παραστάσεις των ισοθέρµων προσρόφησης. Οι
υπολογισµοί πραγµατοποιούνται όπως περιγράφεται κατωτέρω.

Για τους σκοπούς της δοκιµής, θεωρείται ότι το βάρος 1 cm3
υδατικού διαλύµατος είναι 1g. Ο λόγος

εδάφους/διάλυµα µπορεί να εκφραστεί σε µονάδες w/w ή w/vol µε τον ίδιο αριθµό.



2.1 ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗ

Ως προσρόφηση (A ti
) ορίζεται η% ποσότητα της προσροφηµένης στο έδαφος ουσίας σε σχέση µε την ποσότητα

που υπήρχε στην αρχή της δοκιµής, υπό τις συνθήκες δοκιµής. Εάν η υπό δοκιµή ουσία είναι σταθερή και δεν
προσροφάται σηµαντικά στα τοιχώµατα του δοχείου, η A ti

υπολογίζεται σε κάθε χρονική στιγµή ti, σύµφωνα µε

την εξίσωση:

(%)
m0

100)i(t
ads
sm

=
it

A
⋅

(3)

όπου:

A ti
= ποσοστιαία προσρόφηση τη χρονική στιγµή ti, (%);

ms
ads(t i ) = µάζα της προσροφηµένης στο έδαφος υπό δοκιµή ουσίας τη στιγµή ti, (µg);

m0 = µάζα της υπό δοκιµή ουσίας στο δοκιµαστικό σωλήνα στην αρχή της δοκιµής (µg).

Λεπτοµερείς πληροφορίες για τον τρόπο υπολογισµού του ποσοστού προσρόφησης A ti
µε την παράλληλη και εν

σειρά µέθοδο δίδονται στο παράρτηµα 5.

Συντελεστής κατανοµής Kd είναι ο λόγος µεταξύ της συγκέντρωσης της ουσίας στην εδαφική φάση και της κ.ο.
συγκέντρωσης της ουσίας στο υδατικό διάλυµα, υπό τις συνθήκες δοκιµής, όταν επιτευχθεί ισορροπία

προσρόφησης.

dK =
Cs

ads(eq)

Caq
ads(eq)

ms
ads(eq)

maq
ads(eq)

V0
msoil

= (cm3 g-1) (4)

όπου:

Cs
ads eq( ) = συγκέντρωση της προσροφηµένης στο έδαφος ουσίας σε ισορροπία προσρόφησης (µg g-1);

(eq)
ads
aqC = κ.ο. συγκέντρωση της ουσίας στην υδατική φάση σε ισορροπία προσρόφησης (µg cm-3). Η

συγκέντρωση αυτή προσδιορίζεται αναλυτικώς λαµβάνοντας υπόψη τις τιµές που λαµβάνονται

από τα τυφλά

ms
ads(eq) = µάζα της προσροφηµένης στο έδαφος ουσίας σε ισορροπία προσρόφησης (µg)

maq
ads eq( ) = µάζα της ουσίας στο διάλυµα σε ισορροπία προσρόφησης (µg)

msoil = ποσότητα της εδαφικής φάσης, εκφρασµένη σε ξηρή µάζα εδάφους (g)

V0 = αρχικός όγκος της υδατικής φάσης σε επαφή µε το έδαφος (cm3).

Η σχέση µεταξύ Aeqκαι Kd δίδεται από τον τύπο:

soilm

V0
.

eqA-100

eqA
=K d (cm3g-1) (5)



όπου:

Aeq = ποσοστιαία προσρόφηση στην κατάσταση ισορροπίας, %.

Ο τυποποιηµένος συντελεστής προσρόφησης οργανικού άνθρακα Koc παρέχει τη σχέση του συντελεστή κατανοµής

Kd µε την περιεκτικότητα του εδαφικού δείγµατος σε οργανικό άνθρακα:

%oc

100
.K d=K oc (cm3 g-1) (6)

όπου:

%oc =ποσοστό οργανικού άνθρακα στο εδαφικό δείγµα (g g-1).

Ο συντελεστής Koc αντιπροσωπεύει µία µοναδική τιµή που χαρακτηρίζει την κατανοµή κυρίως µη πολικών

οργανικών χηµικών ουσιών µεταξύ οργανικού άνθρακα στο έδαφος ή ίζηµα και νερό.Η προσρόφηση των χηµικών
αυτών ουσιών σχετίζεται µε το οργανικό περιεχόµενο του ροφούντος στερεού (7). ?Ετσι, οι τιµές Koc εξαρτώνται

από τα ειδικά χαρακτηριστικά του χουµικών κλασµάτων που διαφέρουν σηµαντικά στη ροφητική ικανότητα, λόγω
διαφορών στην προέλευση, τη γένεση, κλπ.

2.1.1 Ισόθερµοι προσροφήσεως

Η εξίσωση των ισοθέρµων προσροφήσεως Freundlichσχετίζει την ποσότητα της προσροφηµένης υπό δοκιµή
ουσίας µε τη συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στο διάλυµα κατά την ισορροπία (εξίσωση 8).

Η επεξεργασία των στοιχείων γίνεται όπως και στην ενότητα "Προσρόφηση" και, για κάθε δοκιµαστικό σωλήνα,
υπολογίζεται η συγκέντρωση της προσροφηµένης στο έδαφος υπό δοκιµή ουσίας µετά τη δοκιµή προσρόφησης

( Cs
ads eq( ) , αλλαχού δηλούµενη ως x/m). Υποτίθεται ότι έχει επιτευχθεί ισορροπία και ότι το Cs

ads eq( )

αντιπροσωπεύει την τιµή ισορροπίας:

Cs
ads(eq) =

ms
ads eq
msoil

C0 Caq
ads eq V0

msoil

( ) ( )
=

− ⋅�
��

�
�� (µg g-1) (7)

Η εξίσωση προσρόφησης Freundlichαντιπροσωπεύεται από τον τύπο (8):

Cs
ads(eq) = KF

ads 1/n
Caq

ads eq⋅ ( ) (µg g-1) (8)

ή µε τη γραµµική µορφή:

logCs
ads(eq) = logKF

ads + 1 n logCaq
ads(eq)⋅ (9)



όπου:

K F
ads

= συντελεστής προσρόφησης Freundlich.Οι διαστάσεις του είναι cm3 g-1
µόνον εφόσον 1/n = 1.Σε όλες

τις άλλες περιπτώσεις, στις διαστάσεις του K F
ads

εισέρχεται και το 1/n (µg1-1/n (cm3)1/n g-1);

n =σταθερά αναγωγής. Το 1/nκυµαίνεται εν γένει µεταξύ 0.7 - 1.0,δείχνοντας ότι τα δεδοµένα ροφήσεως
είναι συχνά ελαφρώς µη γραµµικά.

Οι εξισώσεις (8) and (9)παρίστανται γραφικώς και οι τιµές των K F
ads

και 1/n υπολογίζονται µε ανάλυση

αναγωγής χρησιµοποιώντας την εξίσωση 9. Υπολογίζεται επίσης ο συντελεστής συσχέτισης r2
της λογαριθµικής

εξισώσεως.Παράδειγµα τέτοιων καµπυλών δίδεται στην εικ. 2.





Εικ. 2.Καµπύλη προσρόφησης Freundlich,κανονική και γραµµική

2.1.2 Υπόλοιπο µάζας

Ως υπόλοιπο µάζας (MB) ορίζεται το εκατοστιαίο ποσοστό της ουσίας που µπορεί να ανακτηθεί µε αναλυτικά
µέσα έπειτα από δοκιµή προσρόφησης συναρτήσει της ονοµαστικής ποσότητας της ουσίας στην αρχή της δοκιµής.

Η επεξεργασία των στοιχείων διαφέρει εάν ο διαλύτης είναι πλήρως αναµείξιµος µε νερό. Στην περίπτωση
υδατοαναµείξιµου διαλύτη, για τον προσδιορισµό της ποσότητας της ουσίας που ανακτάται µε εκχύλιση µε
διαλύτη, µπορεί να εφαρµοστεί η επεξεργασία των στοιχείων που περιγράφεται στο κεφάλαιο “Εκρόφηση”. Εάν ο
διαλύτης είναι λιγότερο αναµείξιµος µε νερό, πρέπει να γίνεται προσδιορισµός της ποσότητας.

Το υπόλοιπο µάζας MB για την προσρόφηση υπολογίζεται ως εξής: υποτίθεται ότι ο όρος (mE) αντιστοιχεί στο
άθροισµα των χηµικών µαζών που εκχυλίζονται από το έδαφος και την επιφάνεια του δοκιµαστικού δοχείου µε

οργανικό διαλύτη:

MB =
( recV . Caq

ads(eq) + mE) 100

0V . 0C
(%)

⋅
(10)

όπου:

MB = υπόλοιπο µάζας (%);

mE = ολική µάζα της υπό δοκιµή ουσίας που εκχυλίζεται από το έδαφος και τα τοιχώµατα του

δοκιµαστικού δοχείου σε δύο στάδια (µg);

C0 = αρχική κ. ο. συγκέντρωση του υπό δοκιµή διαλύµατος σε επαφή µε το έδαφος (µg cm-3);

Vrec = όγκος του υπερκειµένου που ανακτάται µετά την ισορροπία προσρόφησης (cm-3).



2.2 ΕΚΡΟΦΗΣΗ

Ως εκρόφηση (D) ορίζεται το ποσοστό της υπό δοκιµή ουσίας που εκροφάται σε σχέση µε την προηγουµένως
προσροφηθείσα ποσότητα ουσίας, υπό τις συνθήκες δοκιµής:

Dti

maq
des t i

ms
ads eq

100 (%)= ⋅
( )

( )
(11)

όπου:

Dt i
= ποσοστό εκρόφησης τη χρονική στιγµή ti, (%);

m (t )aq
des

i = µάζα της εκροφηµένης από το έδαφος υπό δοκιµή ουσίας τη χρονική στιγµή ti, (µg);

ms
ads eq( ) = µάζα της προσροφηµένης στο έδαφος υπό δοκιµή ουσίας κατά την ισορροπία προσρόφησης

(µg).

Λεπτοµερείς πληροφορίες για τον τρόπο υπολογισµού του ποσοστού εκρόφησης Dti
στην παράλληλη και εν

σειρά µέθοδο δίδονται στο παράρτηµα 5.

Φαινόµενος συντελεστής εκρόφησης (Kdes), υπό τις συνθήκες δοκιµής, είναι η σχέση µεταξύ της συγκέντρωσης της
ουσίας που παραµένει στην εδαφική φάση και της κ.ο. συγκέντρωσης της εκροφηµένης ουσίας στο υδατικό
διάλυµα, όταν επιτευχθεί ισορροπία εκρόφησης:

des
s
ads

aq
des

aq
des

T

soil
K =

m eq m eq

m (eq)

V

m

( ) ( )−
(cm3 g-1) (12)

όπου:

Kdes = συντελεστής εκρόφησης (cm3 g-1);

maq
des eq)( = συνολική µάζα της εκροφηµένης από το έδαφος ουσίας στην ισορροπία εκρόφησης, (µg);

VT = συνολικός όγκος της υδατικής φάσης σε επαφή µε το έδαφος κατά τη διάρκεια της δοκιµής κινητικής
εκρόφησης (cm3).

Οδηγίες για τον υπολογισµό της maq
des eq( ) δίδονται στο παράρτηµα 5 υπό τον τίτλο “Εκρόφηση”.

Παρατήρηση

Εάν η προηγηθείσα δοκιµή προσρόφησης εκτελέστηκε µε την παράλληλη µέθοδο, ο όγκος VT στην εξίσωση (12)
θεωρείται ότι είναι ίσος µε V0.

2.2.1 Ισόθερµοι εκρόφησης

Η εξίσωση των ισοθέρµων εκρόφησης Freundlichδίδει την υπάρχουσα σχέση της συγκέντρωσης της υπό δοκιµή
ουσίας που παραµένει προσροφηµένη στο έδαφος µε τη συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στο διάλυµα σε

κατάσταση ισορροπίας εκρόφησης (εξίσωση 16).

Για κάθε δοκιµαστικό σωλήνα, η συγκέντρωση της ουσίας που παραµένει προσροφηµένη στο έδαφος σε
κατάσταση ισορροπίας εκρόφησης υπολογίζεται ως εξής:

Cs
des(eq)

ms
ads(eq) maq

des(eq)

msoil
=

−
(µg g-1) (13)



m eqaq
des( ) ορίζεται ως :

maq
des(eq) = mm

des(eq)
V0
Vr

F
maq

A⋅ − (µg) (14)

όπου:

Cs
des(eq) = συγκέντρωση της υπό δοκιµής ουσίας που παραµένει προσροφηµένη στο έδαφος σε

κατάσταση ισορροπίας εκρόφησης (µg g-1)

m (eq)m
des

= µάζα ουσίας που προσδιορίζεται αναλυτικώς στην υδατική φάση σε κατάσταση

ισορροπίας εκρόφησης (µg)

maq
A

= µάζα της υπό δοκιµή ουσίας που περισσεύει από την ισορροπία προσρόφησης λόγω

ατελούς κατ’ όγκο αντικατάστασης (µg)

m eqaq
des( ) = µάζα της ουσίας στο διάλυµα σε κατάσταση ισορροπίας προσρόφησης (µg);

maq
A maq

ads eq
V0 VR

V0
= ⋅

−�

�

�
�

�

�

�
�

( ) (15)

Vr
F = όγκος του διαλύµατος που παραλαµβάνεται από το σωλήνα για τη µέτρηση της υπό

δοκιµή ουσίας σε κατάσταση ισορροπίας εκρόφησης, (cm3)

VR = όγκος του υπερκείµενου υγρού που αποµακρύνεται από το σωλήνα µετά την επίτευξη

ισορροπίας προσρόφησης και αντικαθίσταται από το ίδιο όγκο διαλύµατος 0.01 M
CaCl2 , (cm3);

Η εξίσωση εκρόφησης Freundlichδίνεται από τον τύπο (16):

Cs
des(eq) = KF

des.
1/n

Caq
deseq( ) (µg g-1) (16)

ή µε γραµµική µορφή:

log = logKF
des+ 1 n logCs

des eq Caq
des eq( ) ( )⋅ (17)

όπου:

K F
des = συντελεστής εκρόφησης Freundlich,

n =σταθερά αναγωγής,

Caq
des eq( ) = κ.ο. συγκέντρωση της ουσίας στην υδατική φάση σε κατάσταση ισορροπίας εκρόφησης (µg cm-3).



Οι εξισώσεις (16) and (17)µπορούν να παρασταθούν γραφικώς και οι τιµές των K F
des και 1/n υπολογίζονται µε

ανάλυση αναγωγής χρησιµοποιώντας την εξίσωση 17.

Παρατήρηση:

Εάν ο εκθέτης προσρόφησης ή εκρόφησης Freundlich 1/nείναι ίσος µε 1, οι σταθερές συνδέσεως προσρόφησης ή

εκρόφησης Freundlich (K F
ads και K F

des) θα είναι ίσες µε τις σταθερές ισορροπίας προσρόφησης ή εκρόφησης

(Kd και Kdes) αντιστοίχως, και οι καµπύλες των Cs vs Caq θα είναι γραµµικές. Εάν οι εκθέτες δεν είναι ίσοι µε 1, οι
καµπύλες των Cs vs Caq δεν θα είναι γραµµικές και οι σταθερές προσρόφησης και εκρόφησης θα διαφέρουν κατά

µήκος των ισοθέρµων.

2.2.2 ΕΚΘΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Στην έκθεση δοκιµής θα πρέπει να περιλαµβάνονται τα ακόλουθα στοιχεία:

— Η πλήρης ταυτότητα των χρησιµοποιηθέντων εδαφικών δειγµάτων συµπεριλαµβανοµένων:

- του γεωγραφικού εντοπισµού της τοποθεσίας (γεωγραφικό πλάτος και µήκος),

- της ηµεροµηνίας δειγµατοληψίας,

- του προτύπου χρήσεως (π.χ. γεωργικό έδαφος, δάσος, κλπ.);

- του βάθους δειγµατοληψίας,

- της περιεκτικότητας σε άµµο/προσχωσιγενή/άργιλο,

- των τιµών pH (σε 0.01 M CaCl2);

- της περιεκτικότητας σε οργανικό άνθρακα,

- της περιεκτικότητας σε οργανική ύλη,

- της περιεκτικότητας σε άζωτο,

- της σχέσης C/N,

- της κατιοανταλλακτικής ικανότητας (mmol/kg);

- κάθε στοιχείου σχετικού µε τη συλλογή και αποθήκευση εδαφικών δειγµάτων,

- όπου χρειάζεται, κάθε σχετικού στοιχείου για την ερµηνεία της προσρόφησης-εκρόφησης της υπό δοκιµή
ουσίας,

- αναφοράς των µεθόδων που χρησιµοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό κάθε παραµέτρου.

— πληροφορίες για την υπό δοκιµή ουσία, όπου απαιτείται,

— η θερµοκρασία των πειραµάτων,

— οι συνθήκες φυγοκέντρησης,

— η αναλυτική διαδικασία που χρησιµοποιήθηκε για την ανάλυση της υπό δοκιµή ουσίας,

— αιτιολόγηση της τυχόν χρήσεως διαλυτοποιητικού µέσου για την παρασκευή του αρχικού διαλύµατος της υπό

δοκιµή ουσίας,

— επεξηγήσεις για τις τυχόν διορθώσεις που έγιναν στους υπολογισµούς,

— δεδοµένα σύµφωνα µε το έντυπο (παράρτηµα 6) και γραφικές παραστάσεις,

— κάθε πληροφορία και παρατήρηση που είναι χρήσιµη για την ερµηνεία των αποτελεσµάτων των δοκιµών.
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Σχήµα δοκιµής

Επι λογή άρι στου λόγου

εδάφους/ δι άλυµα

Ισόθερµοι προσρόφησης Κι νητι κή εκρόφησης

Ισόθερµοι εκρόφησης

Εάν υπόλοι πο µάζας < 90%, η ουσί αεί ναι
ασταθής στη χρον. κλί µακα της δοκι µής.
Η δοκι µή µπορεί να συνεχι στεί αναλύοντας

και τις δύο φάσεις( έδαφος και δι άλυµα)

Προκαταρκτι κή µελέτη

∆ι αθέσι µη?

Μη περαι τέρω δοκι µή

2 εδάφη

Προσδι ορι σµός

χρόνου ι σορροπί ας

Ελεγχος προσρόφησης
στην επι φάνει α του δοχεί ου

Ελεγχος της σταθερότητας
µέσω υπολοί που αρχι κής

µάζας

Κι νητι κή προσρόφησης

Επι τυγχάνεται κατάσταση

ισορροπί ας;

5 εδάφη

Ναι

Ναι

Οχι

Υπαρξη κατάλληλης αναλυτι κής µεθόδου

Kd* (msoi/V0)> 0.3( έµµεση µέθοδος: µέτρηση ελάττωσης δι αλύµατος)
Kd*(msoi/ V0) > 0.1( άµεση µέθοδος: µέτρηση και των δύο φάσεων)

Μ
έρ
ο
ς

1
Μ
έρ
ο
ς

2
Μ
έρ
ο
ς

3
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ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ ΟΡΘΟΤΗΤΑΣ ΤΗΣ ΑΝΑΛΥΤΙΚΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΚΑΙ ΤΗΣ ΜΕΤΑΒΟΛΗΣ

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΩΝ ΣΤΗΝ ΟΡΘΟΤΗΤΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗΣ

Από τον πίνακα που ακολουθεί (84) καθίσταται προφανές ότι όταν η διαφορά µεταξύ της αρχικής µάζας

(m0=110 µg)και της µάζας ισορροπίας ( )eq(
ads
aqm =100µg) της υπό δοκιµή ουσίας στο διάλυµα είναι πολύ

µικρή, σφάλµα 5%στη µέτρηση της συγκέντρωσης ισορροπίας απολήγει σε σφάλµα 50%στον υπολογισµό της

συγκέντρωσης της προσροφηµένης στο έδαφος ουσίας (
ms

ads
eq( )

) και 52.4%στον υπολογισµό του Kd.

Ποσότητα εδάφους msoil = 10 g
΄Ογκος διαλύµατος V0 = 100 cm3

)eq(
ads
aqm

(µg)

)eq(
ads
aqC

(µg cm-3)

R
)eq(

ads
sm

*
(µg)

)eq(
ads
sC

*
(µg g-1)

R‡ Kd* R‡

ΓΙΑ A = 9%

m0 =
110
µg or

C0=1.
100
µg /
cm3

100

101

105

109

1.000

1.010

1.050

1.090

Αληθής

τιµή

1%

5%

9%

10

9

5

1

1.00

0.90

0.50

0.10

Αληθής

τιµή

10%

50%

90%

1

0.891

0.476

0.092

10.9%

52.4%

90.8%

ΓΙΑ A = 55%

m0 =
110
µg or

C0=1.
100
µg /
cm3

50.0

50.5

52.5

55.0

0.500

0.505

0.525

0.550

Αληθής

τιµή

1%

5%

10%

60.0

59.5

57.5

55.0

6.00

5.95

5.75

5.50

Αληθής

τιµή

0.8%

4.0%

8.3%

12.00

11.78

10.95

10.00

1.8%

8.8%

16.7%

ΓΙΑ A = 99%

m0 =
110
µg or

C0=1.
100
µg /
cm3

1.100

1.111

1.155

1.21

0.011

0.01111

0.01155

0.0121

Αληθής

τιµή

1%

5%

10%

108.9

108.889

108.845

108.790

10.89

10.8889

10.8845

10.8790

Αληθής

τιµή

0.01%

0.05%

0.10%

990

980

942

899

1.0%

4.8%

9.2%



*
ms

ads(eq)
=

m0 -
maq

ads eq( )
, Cs

ads(eq) =

C0 - Caq
ads(eq) V0

msoil

�
��

�
��

,

dK =
ms

ads(eq)

maq
ads(eq)

V0
msoil

ms
ads(eq)

= µάζα της υπό δοκιµή ουσίας στην εδαφική φάση εν ισορροπία, µg

maq
ads eq( )

= µάζα της υπό δοκιµή ουσίας στην υδατική φάση εν ισορροπία, µg

Cs
ads(eq)

= συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στην εδαφική φάση εν ισορροπία, µg g-1

Caq
ads(eq)

= κ.ο. συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στην υδατική φάση εν ισορροπία, µg cm-3

R = αναλυτικό σφάλµα στον προσδιορισµό της
maq

ads(eq)

R‡ = υπολογισθέν σφάλµα λόγω του αναλυτικού σφάλµατος R.
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ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΕΚΤΙΜΗΣΗΣ ΤΟΥ K d

1. Οι τεχνικές εκτίµησης επιτρέπουν την πρόβλεψη του Kd µε βάση συσχετισµούς µε, π.χ., τιµές Pow

(12)(39)(63-68),δεδοµένα υδατοδιαλυτότητας (12)(19)(21)(39)(68-73),ή δεδοµένα πολικότητας προερχόµενα
από εφαρµογή HPLC ανάστροφης φάσης (74-76). ΄Οπως φαίνεται στους πίνακες 1 και 2, από τις εξισώσεις
αυτές υπόλογίζονται οι Koc ή Kom και στη συνέχεια, εµµέσως, ο Kdαπό τις εξισώσεις:

ocK = dK .
100

%oc (cm3 g-1)
omK =

dK

1.724
.

100

%oc (cm3 g-1)

2. Η ιδέα αυτών των συσχετισµών βασίζεται σε δύο παραδοχές: (1) Η προσρόφηση µιας ουσίας επηρεάζεται
κυρίως από την οργανική ύλη του εδάφους και (2) οι εµφανιζόµενες αλληλεπιδράσεις είναι κυρίως µη πολικές.
Ως εκ τούτου, οι συσχετισµοί αυτοί: (1) δεν εφαρµόζονται, ή εφαρµόζονται µόνο σε κάποιο βαθµό, σε πολικές
ουσίες και (2) δεν εφαρµόζονται σε περιπτώσεις όπου η περιεκτικότητα του εδάφους σε οργανική ύλη είναι
πολύ µικρή (12). Επιπλέον, αν και µεταξύ Pow και προσρόφησης (19) βρέθηκαν ικανοποιητικοί συσχετισµοί,
δεν µπορούµε να πούµε το ίδιο για τη σχέση µεταξύ υδατοδιαλυτότητας και βαθµού προσρόφησης (19)(21).
Μέχρι τώρα, οι διάφορες µελέτες έχουν αποδειχθεί πολύ αντιφατικές.

3. Ορισµένα παραδείγµατα συσχετισµών µεταξύ του συντελεστή προσρόφησης και του συντελεστή κατανοµής
οκτανόλης-νερού, καθώς επίσης και της υδατοδιαλυτότητας δίδονται στους πίνακες 1 και 2, αντιστοίχως.

Πίν. 1.Παραδείγµατα συσχετισµών µεταξύ συντελεστή κατανοµής προσρόφησης και
συντελεστή κατανοµής οκτανόλης-νερού. Για περαιτέρω παραδείγµατα, βλ. (12) (68).

Ουσίες Συσχετισµοί Συγγραφείς

Υποκατεςτηµένες ουρίες log Kom = 0.69 + 0.52 log Pow Briggs (1981) (39)

Αρωµατικές χλωριωµένες

ενώσεις

log Koc = - 0.779+ 0.904 log Pow Chiouet al. (1983) (65)

∆ιάφορα γεωργικά φάρµακα log Kom = 4.4 + 0.72 log Pow Gerstl and Mingelgrin (1984) (66)

Αρωµατικοί

υδρογονάνθρακες

log Koc = -2.53 + 1.15 log Pow Vowles and Mantoura (1987) (67)

Πίνακας 2.Παραδείγµατα συσχετισµών µεταξύ του συντελεστή κατανοµής προσρόφησης και υδατοδιαλυτότητας. Για
περαιτέρω παραδείγµατα βλ. (68) (69).

Ενώσεις Συσχετισµοί Συγγραφείς

∆ιάφορα γεωργικά

φάρµακα

log Kom= 3.8 - 0.561 log Sw Gerstl and Mingelgrin (1984) (66)

Αλειφατικές, αρωµατικές

χλωριωµένες ενώσεις

log Kom = (4.040 +/- 0.038) - (0.557

+/- 0.012) log Sw

Chiouet al. (1979) (70)

α-ναφθόλη logKoc = 4.273 - 0.686 log Sw Hasset et al. (1981) (71)

Κυκλικές, αλειφατικές

αρωµατικές ενώσεις

logKoc = - 1.405 - 0.921 log Sw -

0.00953 (mp-25)

Karickhoff (1981) (72)

∆ιάφορες ενώσεις log Kom = 2.75 - 0.45 log Sw Moreale van Blade (1982) (73)
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ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΙ ΓΙΑ ΤΟΝ ΟΡΙΣΜΟ ΤΩΝ ΣΥΝΘΗΚΩΝ ΦΥΓΟΚΕΝΤΡΗΣΗΣ

1. Ο χρόνος φυγοκέντρησης δίνεται από τον ακόλουθο τύπο, υποτιθεµένου ότι τα σωµατίδια είναι
σφαιρικά:

t = 9
2

[
s2 2rp ( aq)

]ln (Rb
Rt)

η
ω ρ ρ−

(1)

Για απλουστευτικούς λόγους, όλες οι παράµετροι εκφράζονται σε µονάδες SI (g, cm).

όπου:
ω = ταχύτητα περιστροφής (=2 π rpm/60), rad s-1

rpm =στροφές ανά λεπτό
η = ιξώδες διαλύµατος, g s-1 cm-1

rp = ακτίνα σωµατιδίων, cm
ρs = πυκνότητα εδάφους, g cm-3

ρaq = πυκνότητα διαλύµατος, g cm-3

Rt = απόσταση από το κέντρο του στροφείου της φυγοκέντρου µέχρι την

άνωεπιφάνεια του διαλύµατος στο σωλήνα φυγοκέντρησης, cm
Rb = απόσταση από το κέντρο του στροφείου της φυγοκέντρου µέχρι τον πυθµένα του

σωλήνα φυγοκέντρησης, cm
Rb-Rt = µήκος του µίγµατος εδάφους/διαλύµατος στο σωλήνα φυγοκέντρησης, cm.

Στην πράξη, για να διασφαλιστεί πλήρης διαχωρισµός, χρησιµοποιούνται διπλάσιοι από τους υπολογιζόµενους
χρόνους.

2.Η εξίσωση (1) µπορεί να απλοποιηθεί περαιτέρω αν θεωρήσουµε το ιξώδες (η) και την πυκνότητα (ρaq) του
διαλύµατος ως ίσα µε το ιξώδες και την πυκνότητα του νερού στους 25 °C. ?Ετσι, η = 8.95 x 10-3 g s-1 cm-1

και

ρaq = 1.0 g.cm-3.

Τότε, ο χρόνος φυγοκέντρησης δίνεται από την εξίσωση (2):

t
rpm rp s

Rb
Rt

=
⋅ −
3 7

2 2 1

.

( ) ( )
ln

ρ (2)

3. Από την εξίσωση (2) καθίσταται προφανές ότι για τον ορισµό των συνθηκών φυγοκέντρησης, δηλ. του
χρόνου (t) και της ταχύτητας (rpm), προκειµένου να επιτευχθεί διαχωρισµός σωµατιδίων µε συγκεκριµένο
µέγεθος ( στην περίπτωσή µας 0.1 µm ακτίνα), δύο παράµετροι παίζουν σηµαντικό ρόλο: (1) η πυκνότητα του
εδάφους και (2) το µήκος του µίγµατος στο σωλήνα φυγοκέντρησης (Rb-Rt), δηλ. η απόσταση που καλύπτει
ένα σωµατίδιο εδάφους από την άνω επιφάνεια του διαλύµατος µέχρι τον πυθµένα του σωλήνα. Προφανώς, για
συγκεκριµένο όγκο, το µήκος του µίγµατος στο σωλήνα εξαρτάται από το τετράγωνο της ακτίνας του σωλήνα.

4. Στην εικ. 1 παρίστανται οι µεταβολές του χρόνου φυγοκέντρησης (t) συναρτήσει της
ταχύτητας φυγοκέντρησης (rpm) για διάφορες πυκνότητες εδάφους (ρs) (Εικ.1α) και διάφορα µήκη του
µίγµατος στους σωλήνες φυγοκέντρησης (Εικ.2α). Από την Εικ. 1α είναι εµφανής η επίδραση της εδαφικής
πυκνότητας. Για παράδειγµα, για µία κλασσική φυγοκέντρηση 3000 rpm ο χρόνος φυγοκέντρησης είναι

περίπου 240 minγια εδαφική πυκνότητα 1.2 g cm-3 , ενώ για 2.0 g cm-3
είναι µόνον 50 min.Οµοίως, από την

Εικ.1β, για µία κλασσική φυγοκέντρηση 3000 rpmο χρόνος φυγοκέντρησης είναι περίπου. 50 min για µήκος
µίγµατος 10 cmκαι µόνον 7 min για µήκος 1 cm. Εντούτοις, παίζει σηµαντικό ρόλο το να βρεθεί η άριστη
σχέση µεταξύ φυγοκέντρησης που απαιτεί το λιγότερο δυνατό µήκος και εύκολου χειρισµού για τον ερευνητή

στο διαχωρισµό των φάσεων µετά τη φυγοκέντρηση.



5. Περαιτέρω, όταν ορίζονται οι πειραµατικές συνθήκες για το διαχωρισµό των φάσεων εδάφους/διαλύµατος,
είναι σηµαντικό να εξεταστεί η πιθανή ύπαρξη µιας τρίτης “ψευδοφάσεως”, των κολλοειδών. Τα σωµατίδια
αυτά, µε µέγεθος µικρότερο από 0.2 µm, µπορεί να έχουν σηµαντική επίπτωση στον όλο µηχανισµό

προσρόφησης µιας ουσίας σε ένα εδαφικό εναιώρηµα. ?Οταν εκτελείται φυγοκέντρηση όπως περιγράφεται
ανωτέρω, τα κολλοειδή παραµένουν στην υδατική φάση και υποβάλλονται σε ανάλυση µαζί µε την υδατική
φάση. ?Ετσι, χάνονται οι πληροφορίες για την επίπτωσή τους.

Εάν το εργαστήριο διαθέτει εξοπλισµό υπερφυγοκέντρησης ή υπερδιήθησης, η προσρόφηση/εκρόφηση µιας
ουσίας στο έδαφος µπορεί να µελετηθεί περισσότερο σε βάθος, συµπεριλαµβανοµένων και στοιχείων για την
προσρόφηση της ουσίας στα κολλοειδή. Στην περίπτωση αυτή, θα πρέπει να εφαρµόζεται υπερφυγοκέντρηση
µε 60,000 rpm/minή υπερδιήθηση µε πορώδες φίλτρου 100,000 Daltonsγια το διαχωρισµό των τριών φάσεων,
έδαφος, κολλοειδή και διάλυµα. Το πρωτόκολλο δοκιµής θα πρέπει επίσης να τροποποιείται αναλόγως, ώστε
και οι τρεις φάσεις να υποβληθούν σε ανάλυση για την ουσία.
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Ταχύτητα φυγοκέντρησης (rpm)

Εικ. 1α. Μεταβολές χρόνου φυγοκέντρησης (t) συναρτήσει της ταχύτητας φυγοκέντρησης (rpm) για διάφορες πυκνότητες εδάφους
(ρs). Rt = 10 cm, Rb -Rt = 10 cm,η = 8.95 x 10-3g s-1cm-1 και d ρaq = 1.0 g.cm-3 στους 25 °C.
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Εικ.1β. Μεταβολές του χρόνου φυγοκέντρησης (t) συναρτήσει της ταχύτητας φυγοκέντρησης (rpm) για διάφορα µήκη του
µίγµατος στο σωλήνα φυγοκέντρησης (Rb -Rt) = L; Rt = 10 cm,η = 8.95 x 10-3g s-1cm-1, ρaq = 1.0 g.cm-3 στους 25 °C
και ρs = 2.0 g cm-3.



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 5

ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΣ ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗΣ A (%) ΚΑΙ ΕΚΡΟΦΗΣΗΣ D (%)

Το χρονικό σχήµα της διαδικασίας είναι:

t0 t1 t2 tntn-1tn-2

∆t1 ∆t2 ∆tn-1 ∆tn

Χρονος t

Για όλους τους υπολογισµούς, υποτίθεται ότι η υπό δοκιµή ουσία είναι σταθερή και δεν προσροφάται σε
µεγάλο βαθµό στα τοιχώµατα του δοχείου.

ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗ A (A%)

α) Παράλληλη µέθοδος

Η ποσοστιαία προσρόφηση υπολογίζεται για κάθε δοκιµαστικό σωλήνα (i) σε κάθε χρονική στιγµή (ti),
σύµφωνα µε την εξίσωση:

(%)
m0

100)i(t
ads
sm

=
it

A
⋅

(1)4

Οι όροι της εξίσωσης αυτής µπορούν να υπολογιστούν ως εξής:

g)(0V.C0=m0 µ (2)

g)(V 0)i(t
ads
aqC-m0=)i(t

ads
sm µ⋅ (3)

όπου:

it
A = ποσοστιαία προσρόφηση (%) τη χρονική στιγµή ti

)it(
ads
sm = µάζα της υπό δοκιµή ουσίας στο έδαφος τη χρονική στιγµή ti που εκτελείται η ανάλυση (µg);

m0 = µάζα της υπό δοκιµή ουσίας στο δοκιµαστικό σωλήνα, στην αρχή της δοκιµής (µg);

C0 = αρχική κ.ο. συγκέντρωση του υπό δοκιµή διαλύµατος που είναι σε επαφή µε το έδαφος (µg

cm-3);

Caq
ads(t i ) = κ.ο. συγκέντρωση της ουσίας στην υδατική φάση τη χρονική στιγµή ti κατά την οποία

εκτελείται η ανάλυση (µg cm-3). Η συγκέντρωση αυτή προσδιορίζεται αναλυτικώς λαµβάνοντας

υπόψη τις τιµές που βρέθηκαν στα τυφλά.

V0 = αρχικός όγκος του υπό δοκιµή διαλύµατος σε επαφή µε το έδαφος (cm3).

Οι τιµές του ποσοστού προσρόφησης A ti
ή Caq

ads(t i ) παριστάνονται γραφικώς συναρτήσει του χρόνου και

προσδιορίζεται ο χρόνος µετά τον οποίο επιτυγχάνεται ισορροπία ρόφησης. Παραδείγµατα τέτοιων καµπυλών

εµφαίνονται στις εικ. 1και 2 αντιστοίχως.

4
Eξισώσεις εφαρµοζόµενες τόσο στην άµεση όσο και στην έµµεση µέθοδο. ?Ολες οι υπόλοιπες εξισώσεις εφαρµόζονται µόνον στην

έµµεση µέθοδο.
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Εικ. 2.Κ.ο. συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στην υδατική φάση (Caq) συναρτήσει του χρόνου



β) Εν σειρά µέθοδος

Στις εξισώσεις που ακολουθούν λαµβάνεται υπόψη ότι η διαδικασία προσρόφησης εκτελείται µε µετρήσεις της υπό δοκιµή

ουσίας σε µικρές ποσότητες της υδατικής φάσης σε συγκεκριµένα χρονικά διαστήµατα

• Κατά τη διάρκεια κάθε χρονικού διαστήµατος, η ποσότητα της προσροφηµένης στο έδαφος ουσίας υπολογίζεται ως εξής:

-για το πρώτο χρονικό διάστηµα ∆t1 = t1-t0

ms
ads t1 m0 mm

ads t
V0

va
A

( ) ( )∆ = − ⋅
�

�

�
�

�

�

�
�1 (4)

για το δεύτερο χρονικό διάστηµα ∆t2 = t2-t1

ms
ads t2 mm

ads t
V0
va

A
mm

ads t
V0 va

A

va
A

( ) ( ) ( )∆ = ⋅ − ⋅
−�

�

�
�

�

�

�
�

�

�

�
�
�

�

�

�
�
�1 2 (5)

-για το τρίτο χρονικό διάστηµα ∆t3 = t3-t2

ms
ads t mm

ads t
V0 va

A

va
A

mm
ads t

V0 va
A

va
A

( ) ( ) ( )∆ 3 2 3
2

= ⋅
−

− ⋅
− ⋅�

�

�
�
�

�

�

�
�
�

�

�

�
�
�

�

�

�
�
�

(6)

-για το νιοστό χρονικό διάστηµα ∆tn = tn-tn-1

( ) ( )
ms

ads tn mm
ads(t n 1)

V0 n 2 va
A

va
A

mm
ads(tn

V0 n 1 va
A

va
A

( ) )∆ = − ⋅
− − ⋅

− ⋅
− − ⋅�

�

�
�
�

�

�

�
�
�

�
�
� �

�
�

�

�

�
�
�
�

�

�

�
�
�
�

(7)

• Το ποσοστιαία προσρόφηση σε κάθε χρονικό διάστηµα, A ti∆ , υπολογίζεται

χρησιµοποιώντας την ακόλουθη εξίσωση:

( )A ti

ms
ads t i

m0
100 %∆

∆
= ⋅

( )
(8)5

ενώ το ποσοστιαία προσρόφηση (A ti
) τη χρονική στιγµή ti δίνεται από την εξίσωση:

( )A ti

ms
ads j

j= t

ti

m
0

100 %=

�

⋅

( )
∆

∆

1 (95

5
Eξισώσεις εφαρµοζόµενες τόσο στην άµεση όσο και στην έµµεση µέθοδο. ΄Ολες οι υπόλοιπες εξισώσεις εφαρµόζονται µόνον στην

έµµεση µέθοδο.



Οι τιµές της προσρόφησης A ti
ή A ti∆ (ανάλογα µε τις ανάγκες της µελέτης) παριστάνονται γραφικώς συναρτήσει του

χρόνου και προσδιορίζεται ο χρόνος µετά τον οποίο επιτυγχάνεται ισορροπία ρόφησης.

• Κατά το χρόνο ισορροπίας teq:

-η µάζα της προσροφηµένης στο έδαφος υπό δοκιµή ουσίας είναι:

ms
ads eq ms

ads
ti 1

n
t i( ) ( )=

=
�

∆
∆ (10)5

-η µάζα της υπό δοκιµή ουσίας στο διάλυµα είναι:

maq
ads eq m0 ms

ads
ti 1

n
t i( ) ( )= −

=
�

∆
∆ (11)5

-και το ποσοστιαία προσρόφηση στην ισορροπία είναι:

A eq
ms

ads(eq)
m0

100= ⋅ (%) (12)5

Οι παράµετροι που χρησιµοποιούνται παραπάνω ορίζονται ως:

ms
ads( t1), ms

ads( t2) ,... ,ms
ads( tn)∆ ∆ ∆ = µάζα της προσροφηµένης στο έδαφος ουσίας κατά τη

διάρκεια των χρονικών διαστηµάτων ∆t1, ∆t2,...,∆tn

αντιστοίχως (µg);

mm
ads(t1), mm

ads(t2) ,... , mn
ads(tn) = µάζα της ουσίας που µετριέται σε όγκο va

A τις χρονικές στιγµές t1,

t2,...tn αντιστοίχως (µg);

m
s
ads(eq) = µάζα της προσροφηµένης στο έδαφος ουσίας κατά την ισορροπία

προσρόφησης (µg);

maq
ads eq( ) = µάζα της ουσίας στο διάλυµα κατά την ισορροπία προσρόφησης

(µg);

va
A = όγκος της ποσότητας στην οποία µετριέται η υπό δοκιµή ουσία

(cm3);

A ti∆ = ποσοστιαία προσρόφηση που αντιστοιχεί στο χρονικό διάστηµα ∆ti,

(%);

Aeq =ποσοστιαία προσρόφηση κατά την ισορροπία προσρόφησης, (%).

ΕΚΡΟΦΗΣΗ D (%)

Ως χρόνος εκκίνησης του πειράµατος κινητικής εκρόφησης t0 λαµβάνεται η χρονική στιγµή κατά την οποία ο

µέγιστος ανακτηµένος όγκος του διαλύµατος της υπό δοκιµή ουσίας (µετά την επίτευξη ισορροπίας προσρόφησης)
αντικαθίσταται από ίσο όγκο διαλύµατος 0.01 M CaCl2.



α) Παράλληλη µέθοδος

Τη χρονική στιγµή ti , µετριέται η µάζα της υπό δοκιµή ουσίας στην υδατική φάση που λαµβάνεται από το σωλήνα

i ( Vr
i ) και η προσροφηµένη µάζα υπολογίζεται σύµφωνα µε την εξίσωση:

maq
des t i mm

des(t i )
V0
Vr

i
maq

A( ) = ⋅ −
�

�

�
�

�

�

�
�

(13)

Κατά την ισορροπία εκρόφησης ti=teqκαι συνεπώς maq
des(t i ) = maq

des(eq).

Η µάζα της προσροφουµένης υπό δοκιµή ουσίας κατά τη χρονική περίοδο (∆ti) δίνεται από την εξίσωση:

maq
des( t i ) maq

des(t i ) maq
des(j)

j 1

i 1
∆ = −

=

−
� (14)

Η ποσοστιαία εκρόψηση υπολογίζεται:

• τη χρονική στιγµή ti από την εξίσωση:

Dti

maq
des(t i )

ms
ads eq

100 (%)= ⋅
( )

(15)

• και κατά τη διάρκεια χρονικού διαστήµατος (∆ti) από την εξίσωση:

D ti

maq
des t i

ms
ads eq

100 (%)∆
∆

= ⋅
( )

( )
(16)

όπου:

Dti
= ποσοστιαία εκρόφηση τη χρονική στιγµή ti, (%)

D ti∆ = ποσοστιαία εκρόφηση που αντιστοιχεί σε χρονικό διάστηµα ∆ti, (%)

maq
des(t i ) = µάζα της προσροφηµένης υπό δοκιµή ουσίας τη χρονική στιγµή ti, (µg)

maq
des t i )(∆ = µάζα της προσροφουµένης υπό δοκιµή ουσίας κατά τη διάρκεια χρονικού διαστήµατος ∆ti, (µg);

mm
des ti( ) = µάζα της υπό δοκιµή ουσίας που ανευρίσκεται αναλυτικώς τη χρονική στιγµή ti σε όγκο διαλύµατος

i
rV ,που

λαµβάνεται για ανάλυση, (µg);

maq
A = µάζα της υπό δοκιµή ουσίας που περισσεύει από την ισορροπία προσρόφησης λόγω ατελούς κατ’ όγκο

αντικατάστασης, (µg);



m a q
A m a q

a d s e q
V 0 V R

V 0
= ⋅

−�

�

�
�

�

�

�
�

( ) (17)

maq
ads eq( ) = µάζα της υπό δοκιµή ουσίας στο διάλυµα σε κατάσταση ισορροπίας προσρόφησης (µg)

VR = όγκος του υπερκειµένου υγρού που αποµακρύνεται από το σωλήνα µετά την αποκατάσταση

ισορροπίας προσρόφησης και αντικαθίσταται από τον ίδιο όγκο διαλύµατος 0.01 M CaCl2 , (cm3)

Vr
i = όγκος του διαλύµατος που λαµβάνεται από το σωλήνα (i) για τη µέτρησης της υπό δοκιµή ουσίας στο

πείραµα της κινητικής εκρόφησης, (cm3).

Οι τιµές εκρόφησης Dti
ή D ti∆ (ανάλογα µε τις ανάγκες της µελέτης) παρίστανται γραφικώς συναρτήσει του χρόνου και

προσδιορίζεται ο χρόνος µετά τον οποίο αποκαθίσταται ισορροπία εκρόψησης.

β) Εν σειρά µέθοδος

Στις εξισώσεις που ακολουθούν λαµβάνεται υπόψη ότι η διαδικασία προσρόφησης, που προηγήθηκε, πραγµατοποιήθηκε µε

µέτρηση της υπό δοκιµή ουσίας σε µικρές ποσότητες (va
A ) της υδατικής φάσης (εν σειρά µέθοδος στην ενότητα “Εκτέλεση

της δοκιµής” 1.9.).Υποτίθεται ότι: α) ο όγκος του υπερκείµενου υγρού που αποµακρύνθηκε από το σωλήνα µετά το πείραµα
κινητικής εκρόφησης αντικαταστάθηκε από τον ίδιο όγκο διαλύµατος 0.01 M CaCl2 (VR) και β) ο συνολικός όγκος της
υδατικής φάσης σε επαφή µε το έδαφος (VT) κατά τη διάρκεια του πειράµατος κινητικής εκρόφησης παραµένει σταθερός και
δίνεται από την εξίσωση:

VT Vo va
A i

i 1

n
= −

=
� ( ) (18)

Τη χρονική στιγµή ti:

• Σε µικρή ποσότητα (va
D) µετριέται η µάζα της υπό δοκιµή ουσίας και η προσροφηµένη µάζα

υπολογίζεται σύµφωνα µε την εξίσωση:

( )
maq

des t i mm
des t i

VT
va

D
maq

A
VT i 1 va

D

VT
( ) ( )= ⋅ − ⋅

− − ⋅�

�

�
�

�

�

�
�

�
�
� �

�
�

�

�

�
�
�
�

�

�

�
�
�
�

(19)

• Κατά την ισορροπία εκρόφησης ti = teqκαι συνεπώς maq
des(t i ) = maq

des(eq).

• Η ποσοστιαία εκρόφηση Dti
υπολογίζεται µε την ακόλουθη εξίσωση:

Dti

maq
des t i

ms
ads eq

100 (%)= ⋅
( )

( )
(20)



Σε χρονικό διάστηµα (∆ti):

• Κατά τη διάρκεια κάθε χρονικού διαστήµατος η ποσότητα της εκροφουµένης ουσίας υπολογίζεται ως εξής:

— για το πρώτο χρονικό διάστηµα ∆t1 = t1-t0

maq
des t1 mm

des t
VT
va

D
maq

A( ) ( )∆ = ⋅ −
�

�

�
�

�

�

�
�1 and ms

des t ms
aq eq maq

des t1( ) ( ) ( )1 = − ∆ (21)

— για το δεύτερο χρονικό διάστηµα ∆t2 = t2-t1

maq
des t2 mm

des t
VT
va

D
maq

des t1

VT va
D

VT
maq

A
VT va

D

VT
( ) ( ) ( )∆ ∆= ⋅ − ⋅

−
− ⋅

−�

�

�
�

�

�

�
�

�
�
� �

�
�

�

�

�
�
�
�

�

�

�
�
�
�

�
�
� �

�
�

�

�

�
�
�
�

�

�

�
�
�
�

2 και

ms
des t ms

ads eq maq
des t1 maq

des t2( ) ( ) ( ) ( )2 = − +�

��
�

��
∆ ∆ (22)

— για το νιοστό χρονικό διάστηµα ∆tn = tn tn-1

( )( ) ( )( )
�
�

�
�
�

�
��
�

	



�

�
��
�

	



�

�
��
�

	



�

�
�
−

≠=
∆⋅

⋅−−
−

⋅−−
⋅−⋅=∆

1n

1n,1i
)it(

des
aqm

TV

D
avinTV

TV

D
av1nTVA

aqmD
av

TV
)nt(

des
mm)nt(

des
aqm

και ms
des t n ms

ads eq maq
des

i=1, n 1

n
t i( ) ( ) ( )= −

≠
� ∆ (23)

Τελικά, η ποσοστιαία εκρόφηση σε κάθε χρονικό διάστηµα, D ti∆ , υπολογίζεται µε την ακόλουθη εξίσωση:

( )D ti

maq
des t i

ms
ads eq

100 %∆
∆

= ⋅
( )

( )
(24)

ενώ η ποσοστιαία εκρόφηση Dti
τη χρονική στιγµή ti δίνεται από την εξίσωση:

( )Dti

maq
des j

j t1

ti

m
s
ads eq

100 =
maq

des t i

ms
ads eq

100 %=
=
�

⋅ ⋅

( )

( )

( )

( )

∆

∆

(25)

όπου οι ανωτέρω χρησιµοποιούµενες παράµετροι ορίζονται ως:

m ( t ), m ( t ) ,... ,m ( t )s
des

1 s
des

2 s
des

n∆ ∆ ∆ = µάζα της ουσίας που παραµένει προσροφηµένη στο έδαφος µετά τα

χρονικά διαστήµατα ∆t1, ∆t2,...,∆tn αντιστοίχως (µg);

maq
des( t1), maq

des( t2) ,... ,maq
des( tn)∆ ∆ ∆ = µάζα της εκροφουµένης υπό δοκιµή ουσίας κατά τη διάρκεια των

χρονικών διαστηµάτων ∆t1, ∆t2,...,∆tn αντιστοίχως (µg);



m (t ), m (t ) ,... ,m (t )m
des

1 m
des

2 m
des

n = µάζα της ουσίας που ανευρίσκεται σε ποσότητα (va
D) κατά τις χρονικές στιγµές

t1,t2,..., tn, αντιστοίχως (µg);

VT = συνολικός όγκος της σε επαφή µε το έδαφος υδατικής φάσης κατά τη διάρκεια
του πειράµατος κινητικής εκρόφησης που εκτελείται µε την εν σειρά µέθοδο (cm3);

maq
A = µάζα της υπό δοκιµή ουσίας που περισσεύει από την ισορροπία προσρόφησης

λόγω ατελούς κατ’ όγκο αντικατάστασης, (µg);

maq
A

V0 va
A i

i 1

n
VR

V0 va
A i

i 1

n
maq

ads eq=
−

=
� −

−
=
�

⋅

�

�
��

�

�
��

�

�
��

�

�
��

�

�

�
�
�
�
��

�

�

�
�
�
�
��

( )

( )

( ) (26)

VR = όγκος του υπερκειµένου υγρού που αποµακρύνεται από το σωλήνα µετά την

αποκατάσταση ισορροπίας προσρόφησης και αντικαθίσταται από τον ίδιο όγκο 0.01
M CaCl2 , (cm3);

va
D = όγκος της ποσότητας που δειγµατίζεται για αναλυτικούς σκοπούς από το σωλήνα

(i), κατά τη διάρκεια του πειράµατος κινητικής εκρόφησης που εκτελείται µε την εν
σειρά µέθοδο, (cm3);

va
D 0.02 VT≤ ⋅ (27)



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 6

ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗ-ΕΚΡΟΦΗΣΗ ΣΕ Ε∆ΑΦΗ: ΦΥΛΛΑ ΑΝΑΦΟΡΑΣ ∆Ε∆ΟΜΕΝΩΝ

Υπό δοκιµή ουσία:

Υπό δοκιµή έδαφος:

Ξηρά µάζα του εδάφους (105°C, 12 h):…………………………………………………………………………...……………%

Θερµοκρασία:..............................................................................................................................…......................................……...°C

Καταλληλότητα της αναλυτικής µεθόδου

Ζυγισθέν έδαφος g

?Εδαφος: ξηρά µάζα g

?Ογκος διαλύµατος CaCl2 cm3

Ονοµαστική συγκέντρωση τελικού διαλύµατος µg cm-3

Συγκέντρωση τελικού διαλύµατος βάσει

αναλύσεως
µg cm-3

Αρχή της χρησιµοποιηθείσας αναλυτικής µεθόδου:

∆ιακρίβωση της αναλυτικής µεθόδου:



Υπό δοκιµή ουσία:

Υπό δοκιµή έδαφος:

Ξηρά µάζα του εδάφους (105°C, 12 h):…………………………………………………………………………………….……..%

Θερµοκρασία:.......................................................................................................................................................................................°C

Ακολουθούµενη αναλυτική µεθοδολογία: ?Εµµεση Παράλληλη Εν σειρά

?Αµεση

∆οκιµή προσρόφησης: ∆είγµατα δοκιµής

Σύµβολο Μονάδες Χρόνος

ισορροπίας

Χρόνος

ισορροπίας

Χρόνος

ισορροπίας

Χρόνος

ισορροπίας

Σωλήνας αριθ.
Ζυγισθέν έδαφος - g

΄Εδαφος: ξηρά µάζα msoil g

΄Ογκος ύδατος στο

ζυγισθέν έδαφος

(υπολογισθείς)

VWS cm3

΄Ογκος 0.01 M CaCl2
για εξισορρόπηση του

εδάφους

cm3

΄Ογκος αρχικού

διαλύµατος

cm3

Συνολικός όγκος

υδατικής φάσης σε

επαφή µε το έδαφος

V0 cm3

Αρχική συγκέντρωση

∆ιάλυµα δοκιµής
C0 µg cm-3

Μάζα υπό δοκ. ουσίας
στην αρχή της δοκιµής

m0 µg

΄Επειτα από ανάδευση και φυγοκέντρηση

΄Εµµεση µέθοδος

Παράλληλη µέθοδος

Συγκέντρωση ουσίας

στην υδατική φάση,
λαµβανοµένου υπόψη

και του τυφλού

Caqads(ti )
µg cm-3

Εν σειρά µέθοδος

Μετρηθείσα µάζα

ουσίας σε όγκο v a
A

mmadsti( ) µg

΄Αµεση µέθοδος

Μάζα υπό δοκ. ουσίας
προσροφηµένη στο

έδαφος

msadsti( ) µg

Υπολογισµός προσρόφησης

Προσρόφηση Ati
%

A ti∆ %

Μέση

Συντελ. προσρόφησης Kd cm3 g-1

Mέσος

Συντελ. προσρόφησης Koc cm3 g-1

Mέσος



Υπό δοκιµή ουσία:

Υπό δοκιµή έδαφος:

Ξηρά µάζα εδάφους (105°C, 12 h):………………………………………………………………………………………………%

Θερµοκρασία:……………………………………………………………………………………………………………………..°C

∆οκιµή προσρόφησης: τυφλά και µάρτυρας

Σύµβολο Μονάδες Τυφλό Τυφλό Μάρτυρας

Σωλήνας αριθ.

Ζυγισθέν έδαφος - g 0 0

?Ογκος ύδατος στο ζυγισθέν
έδαφος (υπολογιςθείς)

cm3 - -

΄Ογκος προστεθέντος διαλύµατος

0.01 M CaCl2
cm3

΄Ογκος του προστεθέντος αρχικού

διαλύµατος της υπό δοκιµή ουσίας

cm3 0 0

Συνολικός όγκος υδατικής φάσεως

(υπολογισθείς)
cm3 - -

Αρχική συγκέντρωση της υπό

δοκιµή ουσίας στην υδατική φάση

µg cm-3

΄Επειτα από ανάδευση και φυγοκέντρηση

Συγκέντρωση στην υδατική φάση µg cm-3

Παρατήρηση: Εφόσον χρειάζεται, προσθέστε στήλες



Υπό δοκιµή ουσία:

Υπό δοκιµή έδαφος:

Ξηρά µάζα του εδάφους (105°C 12 h):…………………………………………………………………………………………...%

Θερµοκρασία:.......................................................................................................................................................................................°C

Υπόλοιπο µάζας

Σύµβολο Μονάδες

Σωλήνας αριθ.

Ζυγισθέν έδαφος - g

΄Εδαφος: ξηρά µάζα msoil g

΄Ογκος ύδατος στο ζυγιςθέν έδαφος

(υπολογιςθείς)
VWS ml

΄Ογκος 0.01 M CaCl2 για την εξισορρόπηση του
εδάφους

ml

΄Ογκος αρχικού διαλύµατος cm3

Συνολικός όγκος υδατικής φάσης σε επαφή µε το

έδαφος
V0 cm3

Αρχική συγκέντρωση διαλύµατος δοκιµής C0 µg cm-3

Χρόνος αποκατάστασης ισορροπίας - h

΄Επειτα από ανάδευση και φυγοκέντρηση

Συγκ. υπό δοκιµή ουσίας στην υδατ. φάση σε
ισορροπία προσρόφησης, λαµβανοµένου υπόψη
και του τυφλού

Caqads(eq) µg cm-3

Χρόνος αποκατάστασης ισορροπίας teq h

1η αραίωση µε διαλύτη

Αποµακρυνθείς όγκος υδατικής φάσης Vrec cm3

Προστεθείς όγκος διαλύτη ∆V cm3

1η εκχύλιση µε διαλύτη

Αναλύτης σήµατος στο διαλύτη SE1 var.

Συγκ. υπό δοκιµή ουσίας στο διαλύτη CE1 µg cm-3

Μάζα ουσίας εκχυλισθείσα από το έδαφος και τα

τοιχώµατα του δοχείου
ME1 µg

2η αραίωση µε διαλύτη

Αποµακρυνθείς όγκος διαλύτη ∆Vs cm3

Προστεθείς όγκος διαλύτη ∆V′ cm3

2η εκχύλιση µε διαλύτη

Αναλύτης σήµατος στη φάση του διαλύτη SE2 var.

Συγκ. υπό δοκιµή ουσίας στο διαλύτη CE2 µg cm-3

Mάζα ουσίας εκχυλισθείσα από το έδαφος και τα
τοιχώµατα του δοχείου

ME2 µg

Συνολική µάζα υπό δοκιµή ουσίας εκχυλισθείσα

σε δύο στάδια
mE

Υπόλοιπη µάζα MB %



Υπό δοκιµή ουσία:

Υπό δοκιµή έδαφος:

Ξηρά µάζα του εδάφους (105°C, 12 h):………………………………………………………………………………………%

Θερµοκρασία:………………………………………………………………………………………………………………….°C

Ισόθερµοι προσρόφησης

Σύµβολο Μονάδες

Σωλήνας αριθ.

Ζυγισθέν έδαφος - g

΄Εδαφος: ξηρά µάζα E g

΄Ογκος ύδατος στο ζυγισθέν

έδαφος (υπολογισθείς)
VWS cm3

΄Ογκος 0.01 M CaCl2 για
εξισορρόπηση του εδάφους

cm3

΄Ογκος προστεθέντος αρχικού

διαλύµατος

cm3

Συνολικός όγκος υδατικής

φάσης σε επαφή µε το έδαφος

(υπολογιςθείς)

V0 cm3

Συγκέντρωση διαλύµατος C0 µg cm-3

Χρόνος αποκατάστασης

ισορροπίας

- h

΄Επειτα από ανάδευση και φυγοκέντρηση

Συγκ. ουςίας στην υδατική
φάση, λαµβανοµένου υπόψη
και του τυφλού

C (eq)aq
ads µg cm-3

Θερµοκρασία °C

Προσροφ. µάζα ανά µονάδα
εδάφους

C (eq)s
ads µg g-1

Αναγωγή:

τιµή K F
ads

:

τιµή l/n:
συντελεστής αναγωγής r2:



Υπό δοκιµή ουσία:

Υπό δοκιµή έδαφος:

Ξηρά µάζα εδάφους (105°C, 12 h):………………………………………………………………………………………………%

Θερµοκρασία:........................................…............................................................................................................................................°C

Ακολουθηθείσα µεθοδολογία ανάλυσης: ?Εµµεση Παράλληλη Εν σειρά

∆οκιµή εκρόφησης

Σύµβολο Μονάδες Χρονικό

διάστηµα

Χρονικό

διάστηµα

Χρονικό

διάστηµα

Χρονικό

διάστηµα

Σωλήνας αριθ. προερχόµενος από το στάδιο προσρόφησης

Μάζα ουσίας προσροφ. στο έδαφος σε
κατάσταση ισορροπίας προσρόφησης

msadseq( ) µg

Αποµακρυνθείς όγκος υδατ. φάσης,
αντικατασταθείς από 0.01 M CaCl2

VR cm3

Συνολικός όγκος υδατικής

φάσης

PM V0 cm3

Σε επαφή µε το έδαφος SM VT cm3

Μάζα ουσίας που περισσεύει από την

ισορροπία προσρόφησης λόγω ατελούς

κατ?όγκο αντικατάστασης

maqA µg

Κινητική εκρόφησης

Μετρηθείσα µάζα εκροφηµένης από το

έδαφος ουσίας τη χρονική στιγµή ti
mmdesti( ) µg

΄Ογκος του διαλύµατος που

λαµβάνεται από το σωλήνα

(i) για

PM Vr
i cm3

τη µέτρηση της υπό δοκιµή

ουσίας
SM vaD

cm3

Mάζα ουσίας εκροφηµένη από το
έδαφος τη χρονική στιγµή ti

(υπολογισθείσα)

maqdesti( ) µg

Mάζα ουσίας εκροφουµένη από το
έδαφος κατά τη διάρκεια του χρονικού

διαστήµατος ∆ti (υπολογισθείσα)

maqdes ti( )∆ µg

Ποσοστιαία εκρόφηση

Εκρόφηση τη χρονική στιγµή tI Dti
%

Εκρόφηση κατά το χρονικό διάστηµα

∆tI

D ti∆ %

Φαινοµενικός συντελεστής εκρόφησης Kdes

PM: Παράλληλη µέθοδος

SM: Εν σειρά µέθοδος



C.19.ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΣ ΤΟΥ ΣΥΝΤΕΛΕΣΤΗ ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗΣ (KOC) ΤΟΥ Ε∆ΑΦΟΥΣ ΚΑΙ ΤΗΣ

ΛΑΣΠΗΣ ΤΩΝ ΥΠΟΝΟΜΩΝ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΥΓΡΗ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΥΨΗΛΗΣ

ΑΠΟ∆ΟΣΗΣ (HPLC)

1. ΜΕΘΟ∆ΟΣ

Η παρούσα µέθοδος αποτελεί αναπαραγωγή της OECD TG121 (2000).

ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η ροφητική συµπεριφορά των ουσιών στο έδαφος ή στις λάσπες των υπονόµων µπορεί να περιγραφεί µέσω

παραµέτρων που προσδιορίζονται πειραµατικά µε τη µέθοδο δοκιµής C18.Μια σηµαντική παράµετρος είναι ο

συντελεστής προσροφήσεως που ορίζεται ως ο λόγος της συγκεντρώσεως της ουσίας στο έδαφος/λάσπη προς

τη συγκέντρωση της ουσίας στην υδατική φάση σε κατάσταση ισορροπίας προσροφήσεως. Ο τυποποιηµένος

σε σχέση µε την περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα του εδάφους συντελεστής προσροφήσεως Koc είναι ένας

χρήσιµος δείκτης της συνδετικής ικανότητας µιας χηµικής ουσίας µε την οργανική ύλη του εδάφους και τη

λάσπη των υπονόµων που επιτρέπει να γίνονται συγκρίσεις µεταξύ διαφόρων χηµικών ουσιών. Η παράµετρος

αυτή µπορεί να υπολογιστεί µέσω συσχετισµού µε την υδατοδιαλυτότητα και το συντελεστή κατανοµής n-
οκτανόλης/νερό (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7).

Στην πειραµατική µέθοδο που περιγράφεται στην παρούσα δοκιµή χρησιµοποιείται HPLC για τον υπολογισµό

του συντελεστή προσρόφησης Koc στο έδαφος και στη λάσπη των υπονόµων (8). Τα αποτελέσµατα είναι

µεγαλύτερης αξιοπιστίας από εκείνα που λαµβάνονται µε υπολογισµούς QSAR (9).Ως εκτιµητική µέθοδος, δεν
µπορεί να αντικαταστήσει πλήρως τα πειράµατα ισορροπίας παρτίδας που χρησιµοποιούνται στη µέθοδο

δοκιµής C18. Εντούτοις, η υπολογιζόµενη Koc µπορεί να αποδειχθεί χρήσιµη για την επιλογή κατάλληλων

παραµέτρων δοκιµής για µελέτες προσρόφησης/εκρόφησης σύµφωνα µε τη µέθοδο δοκιµής C.18 µε

υπολογισµό του Kd (συντελεστής κατανοµής) ή Kf (συντελεστής προσρόφησης Freundlich)σύµφωνα µε την

εξίσωση 3 (βλ. σηµείο 1.2).

ΟΡΙΣΜΟΙ

K d : Ως συντελεστής κατανοµής ορίζεται ο λόγος των συγκεντρώσεων ισορροπίας C διαλελυµένης υπό δοκιµή

ουσίας σε διφασικό σύστηµα που αποτελείται από ένα ροφητικό µέσο (έδαφος ή λάσπη υπονόµων) και µια

υδατική φάση. Είναι αδιάστατο µέγεθος όταν οι συγκεντρώσεις και στις δύο φάσεις εκφράζονται ως

βάρος/βάρος. Στην περίπτωση που η συγκέντρωση στην υδατική φάση δίνεται ως βάρος/όγκο, τότε οι µονάδες
είναι ml·g-1. Ο Kd µπορεί να ποικίλει ανάλογα µε τις ιδιότητες του ροφητικού µέσου, ενώ µπορεί να εξαρτάται

και από τη συγκέντρωση.

Kd =
aq

sludge

aq

soil

C

C
or

C

C
(1)

όπου:

Csoil = συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στο έδαφος σε κατάσταση ισορροπίας (µg · g-1)
Csludge= συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στη λάσπη σε κατάσταση ισορροπίας (µg · g-1)
Caq = συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στην υδατική φάση σε κατάσταση ισορροπίας

(µg · g-1 , µg · ml-1).



K f : Ως συντελεστής προσρόφησης Freundlichορίζεται η συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στο έδαφος ή

στη λάσπη υπονόµων (x/m) όταν η συγκέντρωση σε κατάσταση ισορροπίας Caqστην υδατική φάση είναι ίση µε

ένα. Οι µονάδες είναι µg.g-1
ροφητικού µέσου. Η τιµή µπορεί να ποικίλει ανάλογα µε τις ιδιότητες του

ροφητικού µέσου.

log =
m

x
log Kf +

n

1
⋅ log Caq (2)

όπου:

x/m = ποσότητα της υπό δοκιµή ουσίας x (µg) προσφροφηµένη σε ποσότητα ροφητικού m (g)
σε κατάσταση ισορροπίας

1/n = κλίση της ισοθέρµου προσρόφησης Freundlich
Caq = συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας στην υδατική φάση σε κατάσταση ισορροπίας

(µg ⋅ ml- 1)

Σε Caq = 1, log Kf = log
m

x

K oc: Συντελεστής κατανοµής (Kd) ή συντελεστής κατανοµής Freundlich (Kf) τυποποιηµένος ως προς την

περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα (foc) ενός ροφητικού. Στην περίπτωση, ιδιαίτερα, µη ιοντισµένων

χηµικών ουσιών, αποτελεί κατά προσέγγιση δείκτη του βαθµού προσρόφησης µεταξύ µιας ουσίας και του

ροφητικού και παρέχει τη δυνατότητα πραγµατοποίησης συγκρίσεων µεταξύ διαφόρων χηµικών ουσιών.
Ανάλογα µε τις διαστάσεις των Kd και Kf, ο Koc µπορεί να είναι αδιάστατος ή να έχει τις µονάδες ml ⋅ g-1

ή µg ⋅
g- 1

οργανικής ύλης.

KOC = Kd / fOC (αδιάστατο ή ml ⋅ g-1 ) ή Kf / f OC (µg ⋅ g-1) (3)

Η σχέση µεταξύ Koc και Kd δεν είναι πάντοτε γραµµική και έτσι, οι τιµές του Koc, µπορεί να ποικίλουν από

έδαφος σε έδαφος, η µεταβλητότητά τους όµως είναι µειωµένη σε µεγάλο βαθµό σε σύγκριση µε τις τιµές των

Kd ή Kf.

Ο συντελεστής προσροφήσεως (Koc) εξάγεται από τον παράγοντα ικανότητας (k') χρησιµοποιώντας καµπύλη
διακρίβωσης του log k' συναρτήσει του Koc των επιλεγµένων ενώσεων αναφοράς.

t0

t-tR
=k 0′ (4)

όπου:

tR : χρόνος κατακράτησης υπό δοκιµή ουσίας και ουσίας αναφοράς HPLC (λεπτά)
t0 : νεκρός χρόνος HPLC (λεπτά) (βλ. σηµείο 1.8.2).

POW : Ως συντελεστής κατανοµής οκτανόλης-νερού ορίζεται ο λόγος των συγκεντρώσεων της διαλελυµένης

ουσίας σε n-οκτανόλη και νερό. Είναι αδιάστατο µέγεθος.

)K(
C

C
P ow

aq

oltanoc
ow == (5)



1.3 ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ

Πριν να χρησιµοποιηθεί η µέθοδος, θα πρέπει να είναι γνωστά ο συντακτικός τύπος, η καθαρότητα και η

σταθερά διαστάσεως (εάν υπάρχει). Χρήσιµο, επίσης, είναι να υπάρχουν στοιχεία για τη διαλυτότητα στο νερό

και σε οργανικούς διαλύτες, για το συντελεστή κατανοµής οκτανόλης-νερού και για τα χαρακτηριστικά

υδρόλυσης.

Για να συσχετιστούν τα µετρούµενα δεδοµένα κατακράτησης HPLC µιας υπό δοκιµή ουσίας µε το συντελεστή

προσροφήσεως Koc, πρέπει να χαραχθεί καµπύλη διακρίβωσης του log Koc συναρτήσει του log k'.Θα πρέπει να

χρησιµοποιούνται έξι, κατ’ ελάχιστο, σηµεία αναφοράς, τουλάχιστον ένα πάνω και ένα κάτω από την

αναµενόµενη τιµή της υπό δοκιµή ουσίας. Η ορθότητα (accuracy)της µεθόδου βελτιώνεται σηµαντικά αν

χρησιµοποιηθούν ουσίες αναφοράς µε σύνταξη σχετική µε εκείνη της υπό δοκιµή ουσίας. Εφόσον δεν

υπάρχουν διαθέσιµα τέτοια δεδοµένα, επαφίεται στον χρήστη να επιλέξει τις κατάλληλες ουσίες διακρίβωσης.
Στην περίπτωση αυτή, θα πρέπει να επιλέγεται ένα γενικότερο σύνολο συντακτικώς ετερογενών ουσιών.
Ουσίες και τιµές Koc που µπορούν να χρησιµοποιηθούν αναγράφονται στο παράρτηµα, στον πίνακα 1 για τη

λάσπη υπονόµων και στον πίνακα 3 για το έδαφος. Τυχόν επιλογή άλλων ουσιών διακρίβωσης θα πρέπει να

αιτιολογείται.

ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η HPLC εκτελείται σε αναλυτικές στήλες πληρωµένες µε διαθέσιµη στο εµπόριο κυανοπροπυλική στερεά

φάση, η οποία περιέχει λιπόφιλα και πολικά τµήµατα. Χρησιµοποιείται µετρίως πολική στατική φάση µε βάση

πυριτία:

– O – Si

πυριτία

– CH2 – CH2 – CH2

µη πολικό τµήµα

διαχωρισµού

– CN

πολικό τµήµα

Η αρχή της µεθόδου είναι παρόµοια µε εκείνη της µεθόδου δοκιµής A.8 (Συντελεστής κατανοµής, µέθοδος HPLC).
Η ουσία, καθώς διέρχεται διαµέσου της στήλης µαζί µε την κινητή φάση, αλληλεπιδρά µε τη στατική φάση. Λόγω
της κατανοµής µεταξύ κινητής και στατικής φάσης, η υπό δοκιµή ουσία καθυστερεί. Η διττή σύσταση της

στατικής φάσης µε πολικές και µη πολικές περιοχές επιτρέπει την αλληλεπίδραση πολικών και µη πολικών οµάδων

ενός µορίου µε παρόµοιο τρόπο όπως στην περίπτωση οργανικής ύλης ευρισκόµενης στο έδαφος ή σε λάσπη

υπονόµων. Αυτό δίνει τη δυνατότητα προσδιορισµού της σχέσης µεταξύ χρόνου κατακράτησης στη στήλη και

συντελεστή προσρόφησης στην οργανική ύλη.

Το pH έχει σηµαντική επίδραση στη ροφητική συµπεριφορά, ιδιαίτερα στην περίπτωση πολικών ουσιών. Στα
γεωργικά εδάφη ή στις δεξαµενές εργοστασίων επεξεργασίας λυµάτων, το pH κυµαίνεται, κανονικά, µεταξύ pH
5,5 και 7,5. Για τις ιοντίσιµες ουσίες, θα πρέπει να πραγµατοποιούνται δύο δοκιµές, σε ιοντισµένη και σε µη

ιοντισµένη µορφή, σε κατάλληλα ρυθµιστικά διαλύµατα, στις περιπτώσεις όµως µόνο όπου το 10 % τουλάχιστον

της υπό δοκιµή ενώσεως διίσταται σε περιοχή pH 5.5έως 7.5.

∆εδοµένου ότι, για την εκτίµηση, χρησιµοποιείται µόνον η σχέση µεταξύ της κατακράτησης στη στήλη HPLCκαι

του συντελεστή προσρόφησης, δεν απαιτείται κάποια ποσοτική αναλυτική µέθοδος και αυτό που χρειάζεται µόνον
είναι ο προσδιορισµός του χρόνου κατακράτησης. Εάν υπάρχει διαθέσιµο κάποιο κατάλληλο σύνολο ουσιών

αναφοράς και µπορούν να χρησιµοποιηθούν τυπικές πειραµατικές συνθήκες, η µέθοδος παρέχει ένα ταχύ και

αποτελεσµατικό τρόπο εκτίµησης του συντελεστή προσρόφησης Koc.



ΕΦΑΡΜΟΣΙΜΟΤΗΤΑ ΤΗΣ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η µέθοδος HPLCµπορεί να εφαρµοστεί σε χηµικές ουσίες (επισηµασµένες ή µη) για τις οποίες υπάρχει διαθέσιµο
κάποιο κατάλληλο σύστηµα ανίχνευσης (π.χ. φασµατοφωτόµετρο, ανιχνευτής ραδιενέργειας) και οι οποίες είναι
επαρκώς σταθερές κατά τη διάρκεια του πειράµατος. Ιδιαίτερα χρήσιµη µπορεί να αποδειχθεί για ουσίες που είναι

δύσκολο να µελετηθούν σε άλλα πειραµατικά συστήµατα (δηλ. πτητικές ουσίες, ουσίες οι οποίες δεν είναι διαλυτές
στο νερό σε επίπεδα συγκέντρωσης που να µπορούν να µετρηθούν αναλυτικά, ουσίες υψηλής συγγένειας µε την
επιφάνεια συστηµάτων επώασης). Η µέθοδος µπορεί να χρησιµοποιηθεί για µίγµατα που παρέχουν µη διακριτές

ζώνες εκλούσεως. Στην περίπτωση αυτή, θα πρέπει να δηλώνονται τα άνω και κάτω όρια των τιµών log Koc των

ενώσεων του υπό δοκιµή µίγµατος.

Η ύπαρξη προσµείξεων µπορεί, µερικές φορές, να προκαλέσει προβλήµατα στην ερµηνεία των αποτελεσµάτων

HPLC,δεν έχει όµως ιδιαίτερη σηµασία εφόσον η υπό δοκιµή ουσία µπορεί σαφώς να ταυτοποιηθεί αναλυτικά και
να διαχωριστεί από τις προσµείξεις.

Η µέθοδος είναι έγκυρη για τις ουσίες που περιλαµβάνονται στον πίνακα 1 του παραρτήµατος, ενώ εφαρµόζεται

επίσης και σε διάφορες άλλες χηµικές ουσίες που ανήκουν στις ακόλουθες χηµικές τάξεις:

– αρωµατικές αµίνες (π.χ. τριφλουραλίνη, 4-χλωροανιλίνη, 3,5-δινιτροανιλίνη, 4-µεθυλανιλίνη,
Ν-µεθυλανιλίνη, 1-ναφθυλαµίνη);

– εστέρες αρωµατικών καρβοξυλικών οξέων (π.χ. µεθυλεστέρας βενζοϊκού οξέος,
αιθυλεστέρας 3,5-δινιτροβενζοϊκού οξέος);

– αρωµατικοί υδρογονάνθρακες (π.χ. τολουόλιο, ξυλόλιο, αιθυλοβενζόλιο, νιτροβενζόλιο);

– εστέρες αρυλοξυφαινοξυπροπιονικών οξέων (π.χ. diclofop-methyl, fenoxaprop-ethyl,
fenoxaprop-P-ethyl);

– µυκητοκτόνα βενζιµιδαζολίου και ιµιδαζολίου (π.χ. carbendazim, fuberidazole, triazoxide);

– αµίδια καρβοξυλικών οξέων (π.χ. 2-χλωροβενζαµίδιο, N,N-διµεθυλοβενζαµίδιο,
3,5-δινιτροβενζαµίδιο, N-µεθυλοβενζαµίδιο, 2-νιτροβενζαµίδιο, 3-νιτροβενζαµίδιο);

– χλωριωµένοι υδρογονάνθρακες (π.χ. endosulfan, DDT, εξαχλωροβενζόλιο, quintozene,
1,2,3-τριχλωροβενζόλιο);

– οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα (π.χ. azinphos-methyl, disulfoton, fenamiphos, isofenphos, pyrazophos,
sulprofos, triazophos);

– φαινόλες (π.χ. φαινόλη, 2-νιτροφαινόλη, 4-νιτροφαινόλη, πενταχλωροφαινόλη,
2,4,6-τριχλωροφαινόλη, 1-ναφθόλη);

– παράγωγα φαινυλουρίας (π.χ. isoproturon, monolinuron, pencycuron);

– χρωστικές πιγµέντων (π.χ. Acid Yellow 219, Basic Blue 41, Direct Red 81);

– πολυαρωµατικοί υδρογονάνθρακες (π.χ. ακεναφθένιο, ναφθαλίνιο);

– ζιζανιοκτόνα 1,3,5-τριαζίνης (π.χ. prometryn, propazine, simazine, terbutryn);

– παράγωγα τριαζολίου (π.χ. tebuconazole, triadimefon, tradimenol, triapenthenol).

Η µέθοδος δεν εφαρµόζεται σε ουσίες που αντιδρούν είτε µε το εκλουστικό µέσο, είτε µε τη στατική φάση. ∆εν
εφαρµόζεται επίσης σε ουσίες που αλληλεπιδρούν µε ειδικό τρόπο µε ανόργανα συστατικά (π.χ. σχηµατισµός
συµπλόκων µε ορυκτές αργίλους). Η µέθοδος µπορεί να µην είναι κατάλληλη για επιφανειοδραστικές ουσίες,
ανόργανες ενώσεις και µετρίως ή ισχυρά οργανικά οξέα και βάσεις. Μπορούν να προσδιοριστούν τιµές log Koc

στην περιοχή από 1,5 έως 5,0. Οι ιοντίσιµες ουσίες πρέπει να µετρώνται µε τη χρησιµοποίηση ρυθµισµένης

κινητής φάσης, πρέπει όµως να δίνεται προσοχή για την αποφυγή καθίζησης ρυθµιστικών συστατικών ή της υπό

δοκιµή ουσίας.



ΠΟΙΟΤΙΚΑ ΚΡΙΤΗΡΙΑ

1.6.1 Ορθότητα

Κανονικά, ο συντελεστής προσρόφησης µιας υπό δοκιµή ουσίας µπορεί να εκτιµηθεί µε προσέγγιση +/− 0.5
λογαριθµικής µονάδας της τιµής που προσδιορίζεται µε τη µέθοδο ισορροπίας παρτίδας

(βλ. πίνακα 1 στο παράρτηµα). Υψηλότερη ορθότητα µπορεί να επιτευχθεί, εφόσον οι χρησιµοποιούµενες ουσίες
αναφοράς έχουν συντακτική δοµή σχετική µε εκείνη της υπό δοκιµή ουσίας.

1.6.2 Επαναληψιµότητα

Οι προσδιορισµοί θα πρέπει να γίνονται τουλάχιστον εις διπλούν. Οι τιµές log Koc που προέρχονται από

µεµονωµένες µετρήσεις θα πρέπει να κυµαίνονται στα πλαίσια 0.25λογαριθµικής µονάδας.

1.6.3 Αναπαραγωγιµότητα

Η εµπειρία που έχουν αποκοµιστεί µέχρι τώρα από την εφαρµογή της µεθόδου αποτελεί στοιχείο υποστηρικτικό

της εγκυρότητάς της. ∆ιερεύνηση της µεθόδου HPLC, χρησιµοποιώντας 48 ουσίες (κατά το πλείστον γεωργικά

φάρµακα) για τις οποίες υπήρχαν διαθέσιµα αξιόπιστα δεδοµένα για το Koc σε εδάφη, έδωσε συντελεστή

συσχετισµού R = 0.95 (10) (11).

Πραγµατοποιήθηκε διεργαστηριακή συγκριτική δοκιµή µε 11 συµµετέχοντα εργαστήρια για τη βελτίωση και

επικύρωση της µεθόδου (12).Τα αποτελέσµατα δίνονται στον πίνακα 2 του παραρτήµατος.

ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

1.7.1 Προκαταρκτική εκτίµηση του συντελεστή προσρόφησης

Ο συντελεστής κατανοµής οκτανόλης-νερού Pow (= Kow) και, σε έναν ορισµένο βαθµό, η υδατοδιαλυτότητα

µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως δείκτες του βαθµού προσρόφησης, ιδιαίτερα για µη ιοντίσιµες ουσίες και, έτσι,
µπορούν να χρησιµοποιηθούν για προκαταρκτική εύρεση εύρους. Έχουν δηµοσιευτεί ποικίλοι χρήσιµοι

συσχετισµοί για διάφορες οµάδες χηµικών ουσιών (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7).

1.7.2 Εξοπλισµός

Απαιτείται υγρός χρωµατογράφος, εφοδιασµένος µε απαλµική αντλία και κατάλληλη διάταξη ανίχνευσης.
Συνιστάται η χρήση βαλβίδας εγχύσεως µε βρόχο εγχύσεως. Πρέπει να χρησιµοποιούνται διαθέσιµες στο εµπόριο

κυανοπροπυλικές ρητίνες ενωµένες χηµικώς σε βάση πυριτίας (π.χ. Hypersil και Zorbax CN). Μεταξύ του

συστήµατος εγχύσεως και της αναλυτικής στήλης µπορεί να τοποθετηθεί στήλη προφύλαξης. Οι στήλες από

διάφορους προµηθευτές µπορεί να διαφέρουν σηµαντικά από πλευράς ικανότητας διαχωρισµού. Κατά κανόνα, θα
πρέπει να επιτυγχάνονται οι ακόλουθοι παράγοντες ικανότητας k': log k'> 0.0για log Koc = 3.0και log k' > − 0.4
για log Koc = 2,0όταν, ως κινητή φάση, χρησιµοποιείται µεθανόλη/νερό 55/45 %.



1.7.3 Κινητές φάσεις

Έ?ουν δοκιµαστεί διάφορες κινητές φάσεις και από αυτές συνιστώνται οι ακόλουθες δύο:

– µεθανόλη/νερό (55/45 % v/v)
– µεθανόλη/ρυθµιστικό διάλυµα κιτρικών 0.01M, pH 6.0 (55/45% v/v)

Για την παρασκευή του διαλύτη εκλούσεως χρησιµοποιούνται µεθανόλη καθαρότητας HPLC και απεσταγµένο

νερό ή ρυθµιστικό διάλυµα κιτρικών. Το µίγµα απαεριώνεται πριν από τη χρήση. Θα πρέπει να γίνεται χρήση

ισοκρατικής εκλούσεως. Εάν τα µίγµατα µεθανόλης/νερού δεν είναι κατάλληλα, µπορούν να δοκιµαστούν και

µίγµατα άλλου οργανικού διαλύτη/νερού, π.χ. µίγµατα αιθανόλης/νερού ή ακετονιτριλίου/νερού. Για τις ιοντίσιµες

ενώσεις, συνιστάται η χρησιµοποίηση ρυθµιστικού διαλύµατος για τη σταθεροποίηση του pH. Πρέπει να δίδεται

ιδιαίτερη προσοχή στην αποφυγή καθίζησης αλάτων και φθοράς της στήλης, πράγµα το οποίο µπορεί να συµβεί µε
ορισµένα µίγµατα οργανικής φάσης/ρυθµιστικού.

Πρόσθετα, όπως αντιδραστήρια ιοντικού ζεύγους, δεν µπορούν να χρησιµοποιηθούν επειδή µπορεί να επηρεάσουν

τις ροφητικές ιδιότητες της στατικής φάσης. Οι αλλαγές αυτές της στατικής φάσης µπορεί να είναι µη

αναστρέψιµες. Για το λόγο αυτό, πειράµατα στα οποία χρησιµοποιούνται πρόσθετα, είναι υποχρεωτικό να γίνονται
σε ξεχωριστές στήλες.

1.7.4 ∆ιαλυόµενα σώµατα

Οι ουσίες δοκιµής και αναφοράς θα πρέπει να διαλύονται στην κινητή φάση.

1.5 ΕΚΤΕΛΕΣΗ ΤΗΣ ∆ΟΚΙΜΗΣ

1.8.1 Συνθήκες δοκιµής

Η θερµοκρασία κατά τη διάρκεια των µετρήσεων θα πρέπει να καταγράφεται. Συνιστάται ζωηρά η χρησιµοποίηση
διαµερίσµατος στήλης ελεγχόµενης θερµοκρασίας για τη διασφάλιση σταθερών συνθηκών κατά τη διάρκεια των

εργασιών διακρίβωσης και εκτίµησης και µέτρησης της υπό δοκιµή ουσίας.

1.8.2 Προσδιορισµός του νεκρού χρόνου to

Για τον προσδιορισµό του νεκρού χρόνου to, µπορούν να χρησιµοποιηθούν δύο διαφορετικές µέθοδοι (βλ. επίσης
σηµείο 1.2).

1.8.2.1 Προσδιορισµός του νεκρού χρόνου to µέσω οµόλογης σειράς

Η διαδικασία αυτή έχει αποδειχθεί ότι παρέχει αξιόπιστες και τυποποιηµένες τιµές to. Για λεπτοµέρειες, βλ. µέθοδο
δοκιµής A.8: Συντελεστής κατανοµής (n-οκτανόλη/νερό), µέθοδος HPLC.

1.8.2.2 Προσδιορισµός του νεκρού χρόνου to µε αδρανείς ουσίες που δεν κατακρατούνται από τη στήλη

Η τεχνική αυτή βασίζεται στην έγχυση διαλυµάτων φορµαµιδίου, ουρίας ή νιτρικού νατρίου. Οι µετρήσεις θα

πρέπει να γίνονται τουλάχιστον εις διπλούν.



1.8.3 Προσδιορισµός των χρόνων κατακράτησης tR

Οι ουσίες αναφοράς θα πρέπει να επιλέγονται όπως περιγράφεται στο σηµείο 1.3.Μπορούν να εγχύονται ως µικτό

πρότυπο για τον προσδιορισµό των χρόνων κατακράτησής τους, υπό την προϋπόθεση ότι έχει επιβεβαιωθεί ότι ο

χρόνος κατακράτησης κάθε κάθε προτύπου αναφοράς δεν επηρεάζεται από την παρουσία των άλλων προτύπων

αναφοράς. Η διακρίβωση θα πρέπει να εκτελείται σε τακτικά χρονικά διαστήµατα δύο φορές, τουλάχιστον,
ηµερησίως, ώστε να λαµβάνονται υπόψη τυχόν απροσδόκητες µεταβολές στην απόδοση της στήλης. Το καλύτερο
είναι, οι εγχύσεις διακρίβωσης να πραγµατοποιούνται πριν και µετά τις εγχύσεις της υπό δοκιµή ουσίας ώστε να

επιβεβαιώνεται ότι δεν έχουν υπάρξει µεταβολές στους χρόνους κατακράτησης. Οι υπό δοκιµή ουσίες εγχύονται

ξεχωριστά σε όσο το δυνατό µικρότερες ποσότητες (για να αποφεύγεται υπερφόρτωση της στήλης) και

προσδιορίζονται οι χρόνοι κατακράτησής τους.

Για την αύξηση της αξιοπιστίας της µετρήσεως, θα πρέπει να γίνονται δύο, τουλάχιστον, προσδιορισµοί. Οι τιµές
του log Kocπου προέρχονται από µεµονωµένες µετρήσεις θα πρέπει να είναι στα όρια 0,25λογαριθµικής µονάδας.

1.8.4 Εκτίµηση

Οι παράγοντες ικανότητας k' υπολογίζονται από το νεκρό χρόνο to και τους χρόνους κατακράτησης tR των

επιλεγµένων ουσιών αναφοράς σύµφωνα µε την εξίσωση 4 (βλ. σηµείο 1.2). Στη συνέχεια, τα δεδοµένα του

log k' των ουσιών αναφοράς σηµειώνονται επί χάρτου συναρτήσει των τιµών του log Koc από δοκιµές

ισορροπίας παρτίδας που εµφαίνονται στους πίνακες 1 και 3 του παραρτήµατος. Χρησιµοποιώντας τη γραφική

αυτή συνάρτηση, η τιµή log k' µιας υπό δοκιµή ουσίας χρησιµοποιείται στη συνέχεια για τον προσδιορισµό της

τιµής της log Koc. Εάν τα λαµβανόµενα αποτελέσµατα δείχνουν ότι ο log Koc της υπό δοκιµή ουσίας είναι εκτός

της περιοχής διακρίβωσης, η δοκιµή θα πρέπει να επαναλαµβάνεται χρησιµοποιώντας διαφορετικές, πιο

κατάλληλες ουσίες αναφοράς.

2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ ΚΑΙ ΣΧΕΤΙΚΗ ΕΚΘΕΣΗ

Στην έκθεση πρέπει να αναφέρονται τα ακόλουθα στοιχεία:

– ταυτότητα των ουσιών δοκιµής και αναφοράς και καθαρότητά τους, καθώς και οι τιµές pKa, αν χρειάζεται,

– περιγραφή εξοπλισµού και συνθηκών εργασίας, π.χ. τύπος και διαστάσεις της αναλυτικής (και
προφυλακτικής) στήλης, µέσα ανίχνευσης, κινητή φάση (λόγος συστατικών και pH), περιοχή

θερµοκρασιών κατά τις µετρήσεις,

– νεκρός χρόνος και µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό της,

– ποσότητες ουσιών δοκιµής και αναφοράς που εισάγονται στη στήλη,

– χρόνοι κατακράτησης των ουσιών αναφοράς που χρησιµοποιούνται για διακρίβωση,

– λεπτοµέρειες για τη διαµορφωµένη καµπύλη αναγωγής (log k' συναρτήσει log Koc) και γράφηµα της

καµπύλης αναγωγής,

– στοιχεία µέσου χρόνου κατακράτησης και εκτιµώµενη τιµή log Koc για την υπό δοκιµή ουσία,

– χρωµατογραφήµατα.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ

Πίνακας 1

Σύγκριση τιµών K ocγια εδάφη και λάσπες υπονόµων

και εκτιµώµενες τιµές µε τη µέθοδο προσανατολισµού HPLC 1,2

Ουσία

CAS-No. log Koc

λασπών

υπονόµων

log Koc

HPLC
∆∆∆∆ log Koc

εδαφών

log Koc

HPLC
∆∆∆∆

Ατραζίνη 1912-24-9 1.66 2.14 0.48 1.81 2.20 0.39
Linuron 330-55-2 2.43 2.96 0.53 2.59 2.89 0.30
Fenthion 55-38-9 3.75 3.58 0.17 3.31 3.40 0.09
Monuron 150-68-5 1.46 2.21 0.75 1.99 2.26 0.27
Φαινανθρένιο 85-01-8 4.35 3.72 0.63 4.09 3.52 0.57
Φαινυλεστέρας βενζοϊκού οξέος 93-99-2 3.26 3.03 0.23 2.87 2.94 0.07
Βενζαµίδιο 55-21-0 1.60 1.00 0.60 1.26 1.25 0.01
4-Νιτροβενζαµίδιο 619-80-7 1.52 1.49 0.03 1.93 1.66 0.27
Ακετανιλίδιο 103-84-4 1.52 1.53 0.01 1.26 1.69 0.08
Ανιλίνη 62-53-3 1.74 1.47 0.27 2.07 1.64 0.43
2,5-∆ιχλωροανιλίνη 95-82-9 2.45 2.59 0.14 2.55 2.58 0.03

1 W. Kφrdel, D. Hennecke, M. Herrmann (1997). Application of the HPLC-screening method for the determination of
the adsorption coefficient on sewage sludges. Chemosphere, 35(1/2), 121 -128.

2 W. Kφrdel, D. Hennecke, C. Franke (1997). Determination of the adsorption-coefficients of organic substances
on sewage sludges. Chemosphere, 35 (1/2), 107 –119.

Πίνακας 2

Αποτελέσµατα διεργαστηριακής συγκριτικής δοκιµής (11 συµµετέχοντα εργαστήρια)
που πραγµατοποιήθηκε για τη βελτίωση και επικύρωση της µεθόδου HPLC 1

Ουσία CAS-No. log Koc K oc log Koc

[OECD 106] [Μέθοδος HPLC]
Ατραζίνη 1912-24-9 1.81 78± 16 1.89
Monuron 150-68-5 1.99 100± 8 2.00
Triapenthenol 77608-88-3 2.37 292± 58 2.47
Linuron 330-55-2 2.59 465± 62 2.67
Fenthion 55-38-9 3.31 2062± 648 3.31

1 W. Kφrdel, G. Kotthoff, J. Mόller (1995). HPLC-screening method for the determination of the adsorption coefficient
on soil-results of a ring test. Chemosphere, 30(7), 1373-1384.



Πίνακας 3

Συνιστώµενες ουσίες αναφοράς για τη µέθοδο προσανατολισµού HPLC
που βασίζεται σε δεδοµένα προσρόφησης εδάφους

Ουσία αναφοράς CAS-No. µέσες τιµές log Koc από

ισορροπία παρτίδας

αριθµός

δεδοµένων K oc

log S.D. πηγή

Ακετανιλίδιο 103-84-4 1.25 4 0.48 a
Φαινόλη 108-95-2 1.32 4 0.70 a
2-Νιτροβενζαµίδιο 610-15-1 1.45 3 0.90 b
N.N-διµεθυλοβενζαµίδιο 611-74-5 1.52 2 0.45 a
4-Μεθυλοβενζαµίδιο 619-55-6 1.78 3 1.76 a
Βενζοϊκός µεθυλεστέρας 93-58-3 1.80 4 1.08 a
Ατραζίνη 1912-24-9 1.81 3 1.08 c
Isoproturon 34123-59-6 1.86 5 1.53 c
3-Νιτροβενζαµίδιο 645-09-0 1.95 3 1.31 b
Ανιλίνη 62-53-3 2.07 4 1.73 a
3,5-∆ινιτροβενζαµίδιο 121-81-3 2.31 3 1.27 b
Carbendazim 10605-21-7 2.35 3 1.37 c
Triadimenol 55219-65-3 2.40 3 1.85 c
Triazoxide 72459-58-6 2.44 3 1.66 c
Triazophos 24017-47-8 2.55 3 1.78 c
Linuron 330-55-2 2.59 3 1.97 c
Ναφθαλίνιο 91-20-3 2.75 4 2.20 a
Endosulfan-diol 2157-19-9 3.02 5 2.29 c
Methiocarb 2032-65-7 3.10 4 2.39 c
Acid Yellow 219 63405-85-6 3.16 4 2.83 a
1,2,3-Τριχλωροβενζόλιο 87-61-6 3.16 4 1.40 a
γ-HCH 58-89-9 3.23 5 2.94 a
Fenthion 55-38-9 3.31 3 2.49 c
Direct Red 81 2610-11-9 3.43 4 2.68 a
Pyrazophos 13457-18-6 3.65 3 2.70 c
α-Endosulfan 959-98-8 4.09 5 3.74 c
Diclofop-methyl 51338-27-3 4.20 3 3.77 c
Φαινανθρένιο 85-01-8 4.09 4 3.83 a
Basic Blue 41 (mix) 26850-47-5

12270-13-2
4.89 4 4.46 a

DDT 50-29-3 5.63 1 – b

/a/ W. Kφrdel, J. Mόller (1994). Bestimmung des Adsorptionskoeffizienten organischer Chemikalien mit der HPLC.
UBA R & D Report No. 106 01 044 (1994).

/b/ B.V. Oepen, W. Kφrdel, W. Klein. (1991). Chemosphere, 22, 285-304.
/c/ Data provided by industry.
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� � � � � � � � ( �p<0,05)� � � �

�� � � � � � � � � � � �� �� �

� � � � �LOEC � � � � � � � � �

� � �LOEC. 
2 � � � � � � �� � � �

� � � � �LOEC ( � � � �NOEC).

� � � ��12(&�� � � � � � � � �LOEC, 
�� � � � �� � � � �  ( �p<0,05)� � �

� .

(&[� � � � � � � � � � �� � � � � �

�x% � �  'DSKQLD PDJQD � � � � � .

� � � � � � � � � � � � � �

� � � � � �(20) (21) (22). � � � � ��

� � �� � � � � � �� � � ��

� � � � � � � � .

� �  � � � � �� � � � � �

� � � � � � � � �

� � � � � � � � �� � � � � �

� � � � � � � � � � � � � �

15 � � � � � � � � . ( � � � �

� �� � � � � ).



1.3 � �

� � 'DSKQLD ( � ), � � � 24 � � � � � �

� � � � � � � � � � � �� �

� � � 21 �� � � � � �� � � � Â

� �offspring) � � .� � � � � � � �

�MXYHQLOHV�� � � � � � � � �� � � �

� � � � � � �( . . � � ��offspring) � � �

� �� � � � � � � � � � � �� � �

� � � � � � � � � ��MXYHQLOHV�� � �  
� � �� � � � � � � � � � �

� � � � �� � � � � �LOEC � � �NOEC. �� �

� � � �� � � � � � � � � � � � ¶ �

� � �x % � � � �( � ��EC50, EC20,  EC10).

� � � � � � � � � � � � � � ��

� � � � �� � � � � �� � � � � �� � �� ��

� � � � � � �

1.4 � � � �

� � � � � � � � � � �( �� � .2 �I) 
� �'DSKQLD PDJQD. � � � � � � � � � �

� � � � � � �� � � � � � � �

� � � � � � � �� � � � � � �

� � � � �� � �� �� � �� �� � �

�

� � � � � � � � � � � � � � �

� � � � �� � �� � � � �� � � � �

�� � �pKa, Pow � � � � � � � �

( �� � .4).

1.5 � �

� � � � � � � � � � � � �

— � � � �� �'DSKQLD�� � � ������ � � � Â

— � � � � ��offspring) � � � � � � � �≥ 60.

1.6 � �

1.6.1 � �

� � � � � � � � � � � � � � � � � � � �

� � � �� � � � � � � �

� � � � � � � � �

—  ( � � � � � � � � � �

�Â

— � � � � Â

— Â

— � � � � � Â

— � � � � � �  (TOC) � � �

� � � �  (COD)·

— � � � � �� � � � � � � � � .



������ �

� � � � � � � �'DSKQLD�PDJQD Straus. � � �

� � 'DSKQLD� � � � � � � � � � ( �

� � � � � � � � � � � � �

'DSKQLD). � � � �'DSKQLD� � � � � � � � �

.

� � � � � � � � � � � . � � (1) � �

� � � � A > � � � � � IRCHA (Institut national de recherche
FKLPLTXH�DSSOLTX H) � @ (3) � � � � � � � �≥ 60 �

 ��offspring)� � � �� � � � � . � �

� � �� � � � � � � �'DSKQLD � � � �

�

� � � �� � � � � � � � � ���� � � � � �

� �� � � � � � � � � � � � � � �

� �� � � � �� � � � � � �

� �� � ���� � � � � � � � � � �� �

�� �� � � � � � � � � � � � � � � � �

�� � � � � � � � � � �'DSKQLD � � � �

� � � � � � �'DSKQLD, � � � � � �

� � ��� � �� � � ��� � � � � �

�

������ 0 � �

� � � � � � �� � � � � �( . . �

� �� � �)�� � � , � � � � �

� � �� � � � � � � Elendt M4 (4) � 7 ( �

� 1)�� � � � � � � ( . . (5) (6))�� � � � � � 'DSKQLD

� � � � � � � �

� � � � � � �� � � � � � � � �

� � � � � � � � � � � �� � � �

� � �� � � � � � � � � � � � � �

� � � � � � � (TOC) � � � � � � (COD)
� � � � � � �� � � � � � �

� � � �TOC/COD. � �TOC� � � ( � � � ), � �

�2 mg/l (7).


2 � � � � � � �� � � � � � � � � �

� � �� �� � � � ) � � � � � �

� � � � � � � � � � � � � �� � �

� � � � � � � � �'DSKQLD PDJQD �

Elendt M4 � M7. � � � � � � � EDTA. 
( � � (2) � � ‘
’ � � � � � � � � � � � �

�M4 and M7�� � � � � � � �EDTA. � � �M4 �M7 
� � � � � � �� � � � � � � �

� � � � �� � � � � �� � � �

� � � � � �� � � � � � � � � � �ASTM
(7), � � �EDTA, � � � � � � � (8). � � �

� � �ASTM)� � � � � � � � � �

'DSKQLD PDJQD (2), � � � � � � � � � � � � �

� � �

� � � � � � � � � � �� � � � �

� � � � � 3 mg/l. T  pH � � � � � 6-9 � � �

� � � � ���� � � � � �� � � � �

CaCO3) � � � � �140 mg/l. � � � � � � � � �

� � � � � � �(9) (10).



������ �

� � � � � � � � � � �

�� � � � � � � � � � � � � � �

� � .

� � � � � � � � � � � � � �

� � � � � � � � � � �� � � � � �

� � � � � . � � � � � � �

� �� � �� � � � � �� � � �

� �Cremophor RH40, �0,01 %  HCO-40. �� � � � � �

� � � � � � � � � � � � � �

� � � � � � � � � � � � � � �

� � � � �(≤0,1 ml/l)� � � � � � , � �

� ��� � � � � � � � � � � � � �

�

� �  � � � � � � �� �

� (≤ 0,1 ml/l)� � � � � � , � � � �

�� � � � � � � � � � � � � � � �

1.7 � � � � �

� � � � � � � � � � � � � � �

� �� � � �� � � � �� � � � � �

� � � �� � �� � � � � � � � �

�� � � � � � � � � � �� � � � � � ��

� � � � � � � � �� �� � �

� � � � � � � � � � � � � �� �

��� � � � � � � � � � �

1.8 

������ �

��������

� � � � ���� �

��������

� � �� � �50 - 100 ml � � � �� � � � .

� � � � � � � � � � � � � �

� � � � � � � � �� � � � �

� � � � � �� � � � � �100 ml,
� � � � � � � � � �'DSKQLD� � � � � � � �

� � � � � � � � �� � � � �� � �

�� � � � �

� � � � �� � � ��� � � � �, � � � � �

� � � �



�������� �

� � �� �10 � � � � � � � � �

10 � � � � � � .

� � � �� � � � � � 40 � � �� � � 10 �

 (1). � � � � � � �20 � � �

� � � � � � � � � � � �

( . . �� � ���daphnia� � ). � � �� � � � � � � ��

� � � � � � � � � � � � �

� � � � � � � � �� � � ��

� � � � � �‘ � � � � � � �

� ’.

��������

� � �� � � � � � � � � � � �� �

� � � �  ( � � � � � � ). � � ( . . 
� � ) � � .

� � � � �� � � � � � � � � �

� � � � � � � : &KORUHOOD sp, 6HOHQDVWUXP� FDSULFRUQXWXP (
3VHXGRNLUFKQHULHOOD�VXEFDSLWDWD (11))  6FHQHGHVPXV�VXEVSLFDWXV. � � � � � � �

� � (C) � � � � �� � � (12) � � � � �'DSKQLD PDJQD

� �0,1 �0,2 mg C� � �  � � � � � � �

� � � � � � � � � � � � � � � �

¶ � � � � � �� � � �� � � � � �� � � �

� � � � � �� � ¶ � � � �� � � � �

� � � ����� �0,2 mg C� � � �

� � � �� � � �� � � � � � � � � ��

� �� � ��� � � � � � �� � � � � �

� � � ��� � � � � � � � � � � �

� � � � � � � � � � ( �� �2
� � � � ). � � � � � � � � �

� � � � � � � � � �� � � � � �

� � � �  � � � � � � � �

�(13).

�'DSKQLD � � � � � � � �� � � � � � � �

� � � � � � � � � � �� � � � �

� � � � � � � � � �� � � � �

�'DSKQLD�

��������

� ����  � � � � �15-20 µE· m-2· s-1.

��������

� � � � � � � � � � � � � �  18-22°C� ��

� �� � � � � � �2°C � � � � � �( . 18-
20, 19-21  20-22°C). � � � � � �� � � � � �

� �

��������

� � � � � � � � � � �



������

�� � � � � � � � � � � � � � �

� � � �3,2� � � � � � � � � � � �( �

1.8.1.3). � � � � � � � � �� � � � � �� � �

� � � � � � � � � �

� � � � � � �� � � � � � :

i. � � � � � �LOEC� �NOEC, � � � � �

� � � � � ¶ � � � � � � � � � � �

�� � � �� � � � � � � � � �

�

ii. � � � � � �LOEC� �NOEC, � � � � �

� � � � � ¶ � � � � � � � � � �

�� � � �� � � � � � � � � �

�

iii. � � � � �ECX � � � � � � , �

� � � � � ECX � � � � � �

� � �EC50, � � � � � � � � � �

EC50�� �� � � � � EC50� � � � � �� �

� � � � �� � � � � � � � � �

� � �

iv. � � � � � � � � � � � � � �

� � � � � � � �� � � � � �

� � � � � � � � � � � �

� � � �� � � � � � �

� � � � � � � � � � � � � �� � � � �

� � ��� � � � � � �


2 � � � � � � � � � �  ( �� �1.6.4), 
� � � � � � � � � � �0,1 ml/l�� � � � � � �

� � � �

������

� � � � �� � � � � � � � � �

� �� � � �� � � � � � � � � � � � � ��

� � � � � � � � � � � � � � � � �

� � � �� �� � � �  ( �� �1.8.1.3).

� �� � � � � � �� � � � � � � � �

��offspring)� � � � � � � �≤ 25 %, � � � �

� � � � � � � � � � � � � �

������ � �

� � � � � � � � � � � �� � �

� � � � � �� � � � � � � � � �

����� � � � � � � � � � � � � � � �

�80 - 120 % � � � � � � �80 % � � � ) 
� � � � � �  ( �� 3 ), � � � � �

� � � � � � � � � � �


2 � � � � � � � �� � � � � � �

� � 
� � � � �� � � � �� � ��� � �

� � � � � �'DSKQLD � � � � � �



������

T � � � � � � �( �� �3 �4). � � �

� �  ( � 1.3 �1.8.8), � � � � � �

������

� � �offspring)� � � � � � � � � � �

� � � �� � � � � � �� � � � �

� � � �� � � � � � �� � � � �

(offspring)�� � � � � � � � � � � � � � �

(offspring).

������

� � � � � � � � � �� � � � �

� � ��offspring).

������ 
$ �

� � � � � � � � � � � � � � ��

� � � � � � � � � � � � � � ��

� � � � � � � �� � � � �

� � �� � � � � � � � � � � � � � �

� � �� � � � � � � �� � � � �

� �� � � � �� � � � � � � � � � �

� � � � � � � � � � ��� � � � � � �

� � �� � � � � � � � � � �� � � �

� � � � � � � �

������ � � � �

� � � �� � �� � � � �pH � � � � �

� �� � � � � � � �� � � � � � �

� �

� � � � �� � � � � � � �

�

� � � � � � � � � � � � �± 20 %
� � � � �( � � � � � �80 - 120 % -� ��1.4 �1.8.4), �

� � � � � � � � � � �

� � � � � � � � � � � �  ( � �

� � � � � � � �� � � � � � � �

). � �� � � � � � � � � � �

� � � � � � � �� � � � � � �± 20 % 
� � � � �� � � � � � � �� �

� � � � � � �� �� � � � � �

� � � � � � � �± 20 % � � � � � �

� � � � � � � � � � � � ( �

� � �80 - 120 % � � ), � � � � � � � � �

� � � � � � � � � � � �� � �

�� � � � � � � � � � � �

� � � � �� � � � �� � � � �



� � � �� � � � � � � � �

�� � � � � � � � �� �� ��� �� � �

� � � � � � � � � � �( . . � � ) �

� � � � � � �� � � � � �� � � � �

� � � � � � � � �

� � � � � � � � � � � � � �

�± 20 % � � � � � � � � �� � � � � �

� � � � � � �� � � � � � � � � �

� � � �± 20 %, � � � � � � � � �

 ( �� �5).

��� � �

2.1 � �

� � � � � � � � � � � � � �

� � ��offspring) � � � � � � �� � � �

��offspring) � � � � � � � � �� � � � ���

� � � � � � � � � � �� � � �

� � �� � � � � � � � � � � � �

� � � � LOEC� �� � �  NOEC � � � � � � �

� ��� � � � � � � � � � � �

� � � � � � � � � �� � � � � �

�  (ANOVA). � � � � � � � � � � � �

� � � � � �� � � � � � � ��

� �  Dunnett� � Williams (14)(15)(16)(17). � � � � �

� � �� � �ANOVA) � � � �� � � � �

� � � � � � � � � �(18)Â�� � � �

� �Bartlett. � � � � � � � �� � � � � �

� � � � � � �  � � � ��ANOVA)�� �
� � � � � �$129$��� � � � � � �

� � � �ANOVA  ( � � � � ).

� � � � � � � � � � � � � �50 % ( �

�EC50), � � �� � � � �� � � � � � � �

� �� � � � � � � �� � � � � �

� � � � � � �EC50 � � � � �� � � �

� � � � � � �EC50. � � � �95%, �

� � � � � �� � � � � � � � � �

� � �� � � � � � � � � � � � �

� � � � �� � � � � � �� � � �

� � � �� � � � � � � � �

� � � � � � � ��MXYHQLOHV�� � � �

� � �� � � � � � � � � � � �

� � � � � � � � � � � � � ( �� � ��18�
).



� � � � � � � �  (2), � � � � �

� � � �� � � � � � � :

E

[
[

F
<







+

=

0

1

:

Y: � � � ��MXYHQLOHV��� � � � � � �  ( �

� � )

x: � � �

c : � � � ��MXYHQLOHV�� �x=0

x0:  EC50 �

b : � � �

� � � � � � � � �� � � � � � � �

�� � � � � � � � � �� � � � �

� � ��hormesis model) � � � � � �  (19).

M � � � � � � � � � � � �� � �EC 10

�EC 20, � � � � � � � � � � �

� � � �EC50.

2.2 

� � � � � � � � � � � � �

������ �

— � � � � � � � � Â

— � �� � � � � �

������ �

— �  ( � � � � � � � �, � � � � �

�� � � �� � � � � � �'DSKQLD PDJQD, �

�

������ � �

— � �( � � � , ��  �'DSKQLD � )·

— � � � � Â

— � � �  ( � �� � � � � � �� � �

)·

— � � � � Â � � � Â

— � � � � � �� � �� � ��� TOC/COD 
� �� �TOC/COD � � � � � Â

— � � � � � � � > � � mg C/'DSKQLD� � 
�� � � � �� � � �� �� � � �, � � � � �

�@Â

— � � � � � � � � � ��

�� � � � � � � � �.



������

— � � � � � � � � � � Â

— � � � � � � � � � �

� � � � � � �� � � ��Â� � �

� � � � � � Â

— � � � � � � �pH, �� � � ��TOC
/  COD � � � ) ( �� � �3)·

— � � � ��offspring) � �( �� � �3)·

— � � � � � � � � � � �( �� �

3)·

— � � � � � � ( � � � � �

(offspring) � � � � � �Â

— � � � � � � � �offspring) � � � ( �

� ) � � � � � � � �

Â

— � � � �  (LOEC) � � �

� � � � � � � � � � � � �

�� � � � � �  (NOEC) � Â�

� � � �LOEC� �NOEC � � � � Â

— � �� � � � �ECx � � � �  � � �

� � � � � � � � � �� � �

� � � � � � Â

— � � � � �� � � � � �

� � �� � �� � � ��� � � � Â

— � � � � � � � �

���
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� � �(/(1'7�0�� �0�

�

� �'DSKQLD� �(OHQGW�0��DQG�0�

� � � � � � � � �'DSKQLD � �M4 (1) �M7��
� � � � � � � � �� � � � � � � �

� � � � 30 % � � � � � 60 % � � � � 100 %. 
� � � � � � � .

� � � � � �� � �� �� � � � �

� �  (I) � . � � � � � � (I)
� � � � �  (II),  � � � � �( � ),

:

� �,

� � �

�

�

PJ�O

� � �

�0��

� � �

�

�,,�� �

� � � �

�,

PO�O

0�������������������������0��

H3BO3 57 190 20 000� 1,0 0,25

MnCl2             *  4 H2O 7 210 20 000� 1,0 0,25

LiCl 6 120 20 000� 1,0 0,25

RbCl 1 420 20 000� 1,0 0,25

SrCl2           *  6 H2O 3 040 20 000� 1,0 0,25

NaBr    320 20 000� 1,0 0,25

Na2MoO4    *  2 H2O 1 260 20 000� 1,0 0,25

CuCl2          *  2 H2O    335 20 000� 1,0 0,25

ZnCl2   260 20 000� 1,0 1,0

CoCl2           *  6 H2O  200 20 000� 1,0 1,0

KI   65 20 000� 1,0 1,0

Na2SeO3 43.8 20 000� 1,0 1,0

NH4VO3 11.5 20 000� 1,0 1,0

Na2EDTA   *  2 H2O 5 000 2 000� – –

FeSO4         * 7 H2O 1 991 2 000� – –

� �Na2EDTA �FeSO4 � � � , � �

� � � � � � � � :

�21 Fe-EDTA 1 000� 20,0 5,0



�0��DQG�0�

� �  �II, � � � � � :

�

�

PJ�O

� � �

�0��

�

� �

� � � �

PO�O

�������0���������������0��

�  II
� 20� 50 50

� � � �

( � )

CaCl2          *  2 H2O 293 800 1 000� 1,0 1,0

MgSO4        *  7 H2O 246 600 2 000� 0,5 0,5

KCl 58 000 10 000� 0,1 0,1

NaHCO3 64 800 1 000� 1,0 1,0

Na2SiO3      *  9 H2O 50 000 5 000� 0,2 0,2

NaNO3 2 740 10 000� 0,1 0,1

KH2PO4 1 430 10 000� 0,1 0,1

K2HPO4 1 840 10 000� 0,1 0,1

�

�

– 10 000� 0,1 0,1

� � � � � � � � � � � ���

� � :

� 750 10 000� – –

 (B12) 10 10 000� – –

7,5 10 000� – –

� � � � � � �� � � � � �

� � � � � �

��� � � � � � � � � � � �� � �

� � � � � 500-800 ml � � � � � �

� � � �

��� � � � � � � M4 �  Elendt, B.P. (1990). Selenium deficiency in
crustacea; an ultrastructural approach to antennal damage in 'DSKQLD�PDJQD Straus. Protoplasma, 154, 25-
33.
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� � � ��72&��

� � � � � �� � �72&

� � � � � � � � � � � � � �

� � � � � � �� � � � � � �

� � � � � �

� � �TOC � � � � � � � � � � � � �

� � � � � � � � � � � � � ��( �: The Instrumental
Determination of Total Organic Carbon, Total Oxygen Demand and Related Determinants 1979, HMSO 1980; 49
High Holborn, London WC1V 6HB).

� � � � �� � � � � � � � � � � �

� � � � �� � � � � � � �TOC� �

� � �� � � � � � � � � � � � TOC
� � � � � � � � �

� � � � � � � � � � � � � � �

� � � � �

� � � � � � � � �� � � �

� � �

�&KORUHOOD�YXOJDULV��YDU��YLULGLV��&&$3���������
������5HJUHVVLRQ�RI�PJ�O�GU\�ZHLJKW�RQ�PJ�&�O�
�����'DWD�IURP�FRQFHQWUDWHG�VXVSHQVLRQV�RI�VHPL�FRQWLQXRXV�EDWFK
������FXOWXUHG���FHOOV��UH�VXVSHQGHG�LQ�GLVWLOOHG�ZDWHU�

�&RUUHODWLRQ�FRHIILFLHQW��������

PJ�&�O�RI�FRQFHQWUDWHG�DOJDO�IHHG

��PJ�O�GU\�ZHLJKW�RI
����FRQFHQWUDWHG�DOJDO
����IHHG

* � � � � � �� �mg/l)
   � � � �� �mg/l)
   � ��������

** Chlorella vulgaris, �viridis (CCAP 211/12)
     A � � ��mg/l)� �mg C/l.
     � � � � � � ��

���� � � � �



&KORUHOOD�YXOJDULV��YDU��YLULGLV��&&$3���������
��5HJUHVVLRQ�RI�FHOO�QXPEHU�RQ�PJ�&�O�
��'DWD�IURP�FRQFHQWUDWHG�VXVSHQVLRQV�RI�VHPL�FRQWLQXRXV�EDWFK�FXOWXUHG
��FHOOV��UH�VXVSHQGHG�LQ�GLVWLOOHG�ZDWHU�

�&RUUHODWLRQ�FRHIILFLHQW��������

�1R�FHOOV�O��[�����
���RI�FRQFHQWUDWHG
���DOJDO�IHHG

PJ�&�O�RI�FRQFHQWUDWHG�DOJDO�IHHG

PJ�&�O�RI�FRQFHQWUDWHG�DOJDO�IHHG

&RUUHODWLRQ�FRHIILFLHQW��������

$EVRUEDQFH�DW
��������QP�RI�D
���������GLOXWLRQ
����RI�FRQFHQWUDWHG
����DOJDO�IHHG

&KORUHOOD�YXOJDULV��YDU��YLULGLV��&&$3���������
����5HJUHVVLRQ�RI�DEVRUEDQFH�RQ�PJ�&�O�����FP�SDWK�OHQJWK�
���'DWD�IURP�FRQFHQWUDWHG�VXVSHQVLRQV�RI�VHPL�FRQWLQXRXV�EDWFK�FXOWXUHG
���FHOOV��UH�VXVSHQGHG�LQ�GLVWLOOHG�ZDWHU�

* � �l (x 108) � � �

��� � � � �mg C/l
��� � ������

� � �����nm � � � � � �����

����� � � �mg C/l ( � ���cm)
����� � ������
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4. � � � � � � � � � � � � � � � �

� � � �� � � � � � � � � � � �

� � � � � � �'DSKQLD. � � � � � � � � � �

� �� � � � � � � � � � � � � �

� � � � �� � � � � � � � � � � �

� �� � � � � � �� � � � �� � � �

� � � � � � � � � � �� � � � �

� � � �

���� � � � � �

� ��� � � �� �� � ��� � � � � � � �������

4.

• � � �� �� � � � � � �� � � � � �

� � � �

• �6 � � � � � � � � � � � � � �

• � � � � � � � � � � � �

� � � � � � � � � � � � � � � � �� �

� �� � � � � � � � � �� � � ��� � � �

� � � � �1.
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���� � � � � � � �� � �7:�

� �0 �1 Ln (conc 0) Ln (conc1)

1 2 10,000 4,493 2,303 1,503 13,767

2 2 11,000 6,037 2,398 1,798 16,544

3 3 10,000 4,066 2,303 1,403 19,781

� :  7 � 50,091

� ��TW) 7,156

� � � � �

&RQF�� � � � � � � � �

&RQF�� � � � � � � � �

/Q�FRQF��� � � � � ��

/Q�FRQF��� � � � � �1
� � � � � � � � � � � �� � � �

������

��

&RQF/Q&RQF/Q

RQF&&RQF

−
−

= x 

 � � � � �( � �TW) � � � � � � � � �

.

� � � � � �'DSKQLD � � � � � �21 .

� � � � � � � � � � o� � � � �� � � �

� � � �  � � � � � � � �� � �

� � � � � �� �� � � � � � � � ��

� � � � � � � � �

� � � � � � � � � � � � � � � ��

� � � � � � � � � � � � � �� � �

� � �7:�� � � � � � � � � � � � � � � .
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