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(Verffentlichungsbediirftige Rechtsakte, die in Anwendung des EG-Vertrags/Euratom-Vertrags erlassen wurden)

VERORDNUNGEN

VERORDNUNG (EG) Nr. 761/2009 DER KOMMISSION
vom 23. Juli 2009

zur Anderung der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 zur Festlegung von Priifmethoden gemif der

Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 des Europiischen Parlaments und des Rates zur Registrierung,

Bewertung, Zulassung und Beschrinkung chemischer Stoffe (REACH) zwecks Anpassung an den
technischen Fortschritt

(Text von Bedeutung fiir den EWR)

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europiischen
Gemeinschaft,

gestiitzt auf die Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 des Europii-
schen Parlaments und des Rates vom 18. Dezember 2006 zur
Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrankung chemi-
scher Stoffe (REACH), zur Schaffung einer Européischen Agentur
fiir chemische Stoffe, zur Anderung der Richtlinie 1999/45/EG
und zur Authebung der Verordnung (EWG) Nr. 793/93 des Rates,
der Verordnung (EG) Nr. 1488/94 der Kommission, der Richtli-
nie 76/769/EWG des Rates sowie der Richtlinien 91/155/EWG,
93/67/EWG, 93/105/EG und 2000/21/EG der Kommission (1),
insbesondere auf Artikel 13 Absatz 3,

in Erwagung nachstehender Griinde:

(1) Inder Verordnung (EG) Nr. 440/2008 der Kommission (2)
sind die im Sinne der Verordnung (EG) Nr. 1907/2006
anzuwendenden Priifmethoden zur Bestimmung der
physikalisch-chemischen Eigenschaften, der Toxizitdt und
der Okotoxizitit von Stoffen festgelegt.

(2)  Es ist angezeigt, die Verordnung (EG) Nr. 440/2008 zu
aktualisieren, um bestimmte Priifmethoden zu dndern und
verschiedene von der OECD angenommene neue Testme-
thoden hinzuzufiigen. Interessentrager wurden zu diesem
Vorschlag gehért. Die betreffenden Anderungen dienen der
Anpassung der Priifmethoden an den wissenschaftlichen
und technischen Fortschritt.

(1) ABL L 396 vom 30.12.2006, S. 1.
() ABL L 142 vom 31.5.2008, S. 1.

(3)  Die Bestimmungen iiber den Dampfdruck sollten mit Blick
auf die Einbeziehung der neuen Effusionsmethode tiber-
priift werden.

(4)  Esist angezeigt, zur Messung des lingengewichteten mitt-
leren geometrischen Durchmessers von Fasern eine neue
Methode hinzuzufiigen.

(5)  Es empfiehlt sich, die Verordnung (EG) Nr. 440/2008 zu
aktualisieren und vorrangig eine neue In-vitro-Methode fiir
Hautreizungstests einzubeziehen, um die Zahl der Ver-
suchstiere in Einklang mit der Richtlinie 86/609/EWG des
Rates vom 24. November 1986 zur Anndherung der
Rechts- und Verwaltungsvorschriften der Mitgliedstaaten
zum Schutz der fiir Versuche und andere wissenschaftliche
Zwecke verwendeten Tiere (%) zu verringern. Obgleich der
Entwurf einer In-vitro-Methode fiir Hautreizungstests auf
Ebene der OECD noch debattiert wird, ist es in diesem Aus-
nahmefall angezeigt, Methode B 46 in die Verordnung ein-
zubeziehen. Methode B 46 sollte so schnell wie méglich,
d. h. sobald innerhalb der OECD Einigung erzielt wurde
oder weitere Informationen, die eine Uberpriifung recht-
fertigen, verfiigbar werden, aktualisiert werden.

(6)  Die Bestimmungen iiber den Algeninhibitionstest miissen
mit Blick auf die Einbeziehung zusitzlicher Arten und die
Erfillung der Anforderungen an die Gefahrenbewertung
und die Klassifizierung von Chemikalien iiberpriift werden.

(7)  Es ist angezeigt, als neue Methode zur Messung der aero-
ben Mineralisierung in Oberflichengewissern einen
Simulationstest zur Priifung der biologischen Abbaubar-
keit sowie als neue Methode zur Bewertung der Toxizitdt
fur die Gattung Lemna einen Wachstumsinhibitionstest
hinzuzuftgen.

(%) ABL. L 358 vom 18.12.1986, S. 1.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:DE:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:DE:PDF
http://eur-lex.europa.eu/Result.do?aaaa=1986&mm=12&jj=18&type=L&nnn=358&pppp=0001&RechType=RECH_reference_pub&Submit=Search
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(8)  Die Verordnung (EG) Nr. 440/2008 ist daher entsprechend
zu dndern.

(9)  Die in dieser Verordnung vorgesehenen Mafnahmen ent-
sprechen der Stellungnahme des mit Artikel 133 der Ver-
ordnung (EG) Nr. 1907/2006 eingesetzten Ausschusses —

HAT FOLGENDE VERORDNUNG ERLASSEN:

Artikel 1

Der Anhang der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 wird wie folgt
gedndert:

1. Teil A wird wie folgt gedndert:

a) Kapitel A.4 erhdlt die Fassung von Kapitel A.4 in
Anhang I der vorliegenden Verordnung;

b) es wird ein neues Kapitel A.22 (Anhang II der vorliegen-
den Verordnung) hinzugefiigt.

2. Teil B wird wie folgt gedndert:

Es wird ein neues Kapitel B.46 (Anhang III der vorliegenden
Verordnung) hinzugefiigt.

3. Teil C wird wie folgt gedndert:

a) Kapitel C.3 erhilt die Fassung von Kapitel C.3 in
Anhang IV der vorliegenden Verordnung;

b) es werden die neuen Kapitel C.25 und C.26 (Anhinge V
und VI der vorliegenden Verordnung) hinzugefiigt.

Artikel 2

Diese Verordnung tritt am dritten Tag nach ihrer Veroffentlichung
im Amtsblatt der Europdischen Union in Kraft.

Diese Verordnung ist in allen ihren Teilen verbindlich und gilt unmittelbar in jedem Mitgliedstaat.

Briissel, den 23. Juli 2009

Fiir die Kommission
Stavros DIMAS
Mitglied der Kommission
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1.1.

1.2.

ANHANG 1

A.4. DAMPFDRUCK

METHODE

Diese Methode entspricht der Priifrichtlinie OECD TG 104 (2004).

EINLEITUNG

Diese geanderte Fassung von Methode A.4 (1) beinhaltet als zusatzliche Methode die , Effusionsmethode: isotherme
Thermogravimetrie®; diese Methode wurde entwickelt fur Substanzen mit sehr niedrigen Driicken (bis zu einem
Mindestdruck von 107'° Pa). Angesichts der Verfahrenserfordernisse, insbesondere bei der Ermittlung des Dampf-
drucks fiir Substanzen mit niedrigem Dampfdruck, werden auch andere Verfahren zur Anwendung dieser Methode
im Hinblick auf sonstige Einsatzbereiche neu bewertet.

Bei thermodynamischem Gleichgewicht hangt der Dampfdruck einer reinen Substanz ausschlielich von der Tem-
peratur ab. Die zugrunde liegenden Prinzipien werden an anderer Stelle erldutert (2)(3).

Kein einzelnes Messverfahren ist fiir simtliche Dampfdrucke von unter 107'° Pa bis zu 10° Pa geeignet. Entspre-
chend umfasst diese Beschreibung acht Methoden zur Messung des Dampfdrucks, die in verschiedenen
Dampfdruckbereichen eingesetzt werden konnen. Die vorgesehenen Einsatzmoglichkeiten und Messbereiche der
einzelnen Methoden sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Die Methoden konnen nur im Zusammenhang mit Ver-
bindungen eingesetzt werden, bei denen unter den Testbedingungen kein Abbau erfolgt. In Fillen, in denen die
Versuchsmethoden aus technischen Griinden nicht eingesetzt werden konnen, kann der Dampfdruck auch
geschitzt werden; eine empfohlene Schatzmethode wird in der Anlage beschrieben.

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN UND EINHEITEN
Als Dampfdruck einer Substanz wird der Sattigungsdruck tiber einer festen oder fliissigen Substanz bezeichnet.

In den Messungen sollte die Einheit Pascal (Pa) als SI-Einheit fiir Druckwerte verwendet werden. Im Folgenden sind
weitere, frither verwendete Einheiten jeweils mit den entsprechenden Umrechnungsfaktoren zusammengestellt:

1 Torr = 1 mm Hg =1,333 x 10% Pa
1 Atmosphire = 1,013 x 10° Pa
1 bar =10’ Pa

Die SI-Einheit der Temperatur ist Kelvin (K). Angaben in Grad Celsius werden mit folgender Formel in Kelvin
umgerechnet:

T=t+273,15

wobei T = Kelvin oder thermodynamische Temperatur und t = Temperatur in Grad Celsius

Tabelle 1
Messmethode Substanzen Geschitzte Geschitzte Empfohlener
Fest Flisssig Wiederholbarkeit | Reproduzierbarkeit Bereich
Dynamische Methode niedriger ja bis zu 25 % bis zu 25 % 10° Pa bis
Schmelz- 1bis 5% 1bis 5% 2 x10° Pa
punkt 2 x10° Pa
bis 10° Pa
Statische Methode ja ja 5 bis 10 % 5 bis 10 % 10 Pa bis 10° Pa
1072 Pa
bis 10° Pa (1)
Isoteniskopmethode ja ja 5 bis 10 % 5 bis 10 % 102 Pa bis 10° Pa
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Messmethode Substanzen Geschitzte Geschitzte Empfohlener
Fest Flissig Wiederholbarkeit | Reproduzierbarkeit Bereich

Effusionsmethode: ja ja 5 bis 20 % bis zu 50 % 107 bis 1 Pa
Dampfdruckgleichgewicht
Effusionsmethode: ja ja 10 bis 30 % — 1071 bis 1 Pa
Knudsen-Zelle
Effusionsmethode: ja ja 5 bis 30 % bis zu 50 % 107'% bis 1 Pa
isotherme
Thermogravimetrie
Gassittigungsmethode ja ja 10 bis 30 % bis zu 50 % | 107'° bis 10° Pa
Rotationsmethode ja ja 10 bis 20 % — 107* bis 0,5 Pa

(") In Verbindung mit einem Kapazititsmanometer.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Im Allgemeinen wird der Dampfdruck bei verschiedenen Temperaturen gemessen. In einem begrenzten
Temperaturbereich ist der Logarithmus des Dampfdrucks einer reinen Substanz eine lineare Umkehrfunktion der
thermodynamischen Temperatur gemaf der vereinfachten Clapeyron-Clausius-Gleichung:

| AHy

ogp = + constant
&P 2,3RT

wobei

p = Dampfdruck in Pascal

AHv = Verdampfungswérme in J mol™

R = universale Gaskonstante, 8,314 J mol ™! K!

T = Temperatur in K

REFERENZSUBSTANZEN

Referenzsubstanzen brauchen nicht unbedingt verwendet zu werden. Sie dienen in erster Linie zur gelegentlichen
Uberpriifung der Leistungsfihigkeit einer Methode und sollen Vergleiche der mit unterschiedlichen Methoden
erzielten Ergebnisse ermdglichen.

BESCHREIBUNG DER METHODE

Dynamische Methode (Cottrell-Verfahren)

Prinzip

Der Dampfdruck wird durch die Messung der Siedetemperatur einer Substanz bei verschiedenen vorgegebenen
Driicken zwischen etwa 10° und 10° Pa gemessen. Diese Methode wird auch fiir die Bestimmung der Siede-
temperatur empfohlen. Fiir diesen Zweck kann die Methode bei Temperaturen bis zu 600 K eingesetzt werden.
Wegen des hydrostatischen Drucks der Fliissigkeitssiule liegen die Siedetemperaturen von Fliissigkeiten bei einer
Tiefe von 3 bis 4 cm etwa 0,1 °C hoher als an der Oberfliche. Beim Cottrell-Verfahren (4) wird das Thermometer
iiber der Fliissigkeit in den Dampf gebracht und die siedende Fliissigkeit kontinuierlich tiber die Thermometer-
kugel gepumpt. Eine diinne Fliissigkeitsschicht, die sich bei Atmosphirendruck im Gleichgewicht mit dem Dampf
befindet, bedeckt die Kugel. Das Thermometer gibt dann den echten Siedepunkt an; Fehler durch Uberhitzung oder
hydrostatischen Druck werden ausgeschlossen. Die urspriinglich von Cottrell verwendete Pumpe ist in Abbildung 1
dargestellt. Rohr A enthilt die siedende Fliissigkeit. Ein Platindraht B, der in den Boden eingesiegelt wurde, begiins-
tigt ein gleichmifiges Siedeverhalten. Das seitliche Rohr C fithrt zu einem Kondensator, und der Spritzschutz D
verhindert, dass das kalte Kondensat in das Thermometer E gelangt. Wenn die Flissigkeit in A siedet, werden die
entstehenden Blasen und die Fliissigkeit mit dem Trichter abgetrennt und tiber die beiden Arme der Pumpe F tiber
die Thermometerkugel gegossen.
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Abbildung 1 Abbildung 2

N2 source

Cottrell-Pumpe (4)

Thermoelement
Vakuum-Puffervolumen
Druckmesser
Unterdruck

Messpunkt
Heizelement ca. 150 W

TmON® >

Apparatur

In Abbildung 2 ist eine sehr genaue Apparatur dargestellt, die auf dem Cottrell-Prinzip beruht. Die Apparatur
besteht aus einem Rohr mit einem Siedebereich im unteren Teil, einem Kithler im mittleren Bereich und einem Aus-
lass und einem Flansch im oberen Bereich. Die Cottrell-Pumpe befindet sich im Siedebereich, der mit einer elek-
trischen Patrone beheizt wird. Die Temperatur wird mit einem ummantelten Thermoelement oder einem
Widerstandsthermomenter gemessen, das tiber den oben befindlichen Flansch in das Gerit gefithrt wird. Der Aus-
lass ist mit einem Druckregelsystem verbunden. Letzteres besteht aus einer Vakuumpumpe, einem Puffervolumen,
einem Druckwichter zur Druckregulierung unter Stickstoffeinleitung und einem Druckmesser.

Verfahren

Die Substanz wird in den Siedebereich gebracht. Bei nicht pulverigen Feststoffen konnen Probleme auftreten, die
sich gelegentlich aber durch Beheizung des Kithlmantels beheben lassen. Die Apparatur ist am Flansch versiegelt,
und die Priifsubstanz wird entgast. Schiumende Substanzen kénnen mit dieser Methode nicht gemessen werden.

In der Apparatur wird der niedrigste gewiinschte Druck eingestellt und die Heizung eingeschaltet. Dann wird der
Temperatursensor mit einem Aufzeichnungsgerdt verbunden.

Das Gleichgewicht ist dann erreicht, wenn eine gleichbleibende Siedetemperatur bei konstantem Druck aufgezeich-
net wird. Insbesondere ist darauf zu achten, dass wihrend des Siedevorgangs nicht gegen die Apparatur gestofen
wird. Auerdem muss auf dem Kiihler eine vollstindige Kondensation erfolgen. Bei der Bestimmung des Dampf-
drucks von niedrigschmelzenden Feststoffen ist darauf zu achten, dass der Kondensator nicht verblockt.

Nach der Aufzeichnung dieses Gleichgewichtspunkts wird ein hoherer Druck eingestellt. Der Prozess wird auf diese
Weise fortgesetzt, bis ein Druck von 10° Pa erreicht ist (insgesamt etwa 5 bis 10 Messpunkte). Zur Kontrolle sind
die Gleichgewichtspunkte bei abnehmenden Driicken zu reproduzieren.
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Statische Methode

Prinzip

Bei der statischen Methode (5) wird der Dampfdruck bei thermodynamischem Gleichgewicht und einer gegebenen
Temperatur bestimmt. Diese Methode eignet sich fiir Substanzen und fiir aus mehreren Bestandteilen bestehende
Fliissigkeiten und Feststoffe im Druckbereich von 107! bis 10° Pa sowie bei entsprechend sorgfaltiger Vorgehens-
weise auch im Bereich von 1 bis 10 Pa.

Apparatur

Die Apparatur besteht aus einem Bad mit konstanter Temperatur (Genauigkeit * 0,2 K), einem mit einer Unter-
druckleitung verbundenen Probenbehilter, einem Druckmesser und einem System zur Druckregelung. Die Proben-
kammer (Abbildung 3a) ist iiber ein Ventil und einen Differenzdruckmesser (ein U-Rohr mit einer geeigneten
Manometerfliissigkeit) verbunden, das als Nullpunktanzeige dient. Im Differenzdruckmesser konnen Quecksilber,
Silikone und Phthalate verwendet werden; mafSgeblich sind der jeweilige Druckbereich und das chemische Verhal-
ten der Priifsubstanz. Aus Griinden des Umweltschutzes sollte nach Moglichkeit jedoch auf Quecksilber verzichtet
werden. Die Priifsubstanz darf sich nicht merklich in der im U-Rohr enthaltenen Fliissigkeit auflosen oder mit die-
ser reagieren. Statt eines U-Rohrs kann auch ein Druckmesser verwendet werden (Abbildung 3b). Fiir den Druck-
messer kann Quecksilber im Bereich des Atmosphirendrucks bis zu einem Mindestdruck von 107 Pa eingesetzt
werden; Silikon-Fliissigkeiten und Phthalate sind fiir Driicke unter 10? Pa bis zu 10 Pa geeignet. Unter 107 Pa kon-
nen sonstige Druckmesser eingesetzt werden; Kapazititsmanometer mit Heizmembran konnen sogar bei Driicken
unter 107" Pa verwendet werden. Die Temperatur wird an der AuSenwand des Probenbehilters oder im Behilter
selbst gemessen.

Verfahren

In der in Abbildung 3a beschriebenen Apparatur wird das U-Rohr mit der gewihlten Fliissigkeit gefiillt; vor Durch-
fithrung der Messungen ist die Fliissigkeit bei hoherer Temperatur zu entgasen. Die Priifsubstanz wird in die Appa-
ratur gebracht und bei niedrigerer Temperatur entgast. Bei aus mehreren Bestandteilen bestehenden Proben sollte
die Temperatur so niedrig sein, dass die Zusammensetzung des jeweiligen Materials erhalten bleibt. Durch Riihren
kann das erforderliche Gleichgewicht schneller herbeigefiihrt werden. Die Probe kann dann mit fliissigem Stick-
stoff oder mit Trockeneis abgekiihlt werden. Dabei ist allerdings sicherzustellen, dass die Luft oder die Pump-
fliissigkeit nicht kondensieren. Bei gedffnetem Ventil iiber der Probe wird iiber mehrere Minuten ein Sog ausgeiibt,
um die eingeschlossene Luft zu entfernen. Wenn erforderlich, wird die Entgasung mehrmals wiederholt.

Abbildung 3a Abbildung 3b

1: Priifsubstanz 7
2: Dampfphase
3: Hochvakuumventil
4: U-Robhr (Hilfs-
druckmesser)
5: Druckanzeige )
6: Temperaturbad 1: Prifsubstanz
7: Temperatur- 2: Dampfphase
Messgerat 3: Hochvakuumventil
8: Zur Vakuumpumpe gi g"—lctmesﬁel’
: i i . Druckanzeige
9: Beluftung/Stickstoff B Temperatur%ad
7. Temperatur-

Messgerat
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Wenn die Probe bei geschlossenem Ventil beheizt wird, erhoht sich der Dampfdruck. Dadurch dndert sich das
Gleichgewicht der Fliissigkeit im U-Rohr. Um die Anderung auszugleichen, wird Stickstoff oder Luft in die Appa-
ratur geleitet, bis die Differenzdruckanzeige wieder auf null steht. Der dazu erforderliche Druck kann an einem
Druckmesser oder an einem genaueren Messgerit abgelesen werden. Dieser Druck entspricht dem Dampfdruck der
Substanz bei der Messtemperatur. Bei der in Abbildung 3b dargestellten Apparatur wird der Dampfdruck direkt
abgelesen.

Der Dampfdruck wird in geeigneten geringen Temperaturintervallen (insgesamt etwa 5 bis 10 Messpunkte) bis zur
gewiinschten Hochsttemperatur gemessen.

Zur Kontrolle sind Messungen bei niedrigen Temperaturen durchzufithren. Wenn die in den mehrfachen Messun-
gen ermittelten Werte nicht auf der Kurve liegen, die sich bei den hoheren Temperaturen ergibt, kann dies auf eine
der folgenden Ursachen zuriickzufiihren sein:

i)  Die Probe enthilt noch Luft (z. B. bei hoch viskosen Materialien) oder Substanzen mit niedrigem Siedepunkt,
die wihrend der Erwdrmung freigesetzt werden.

ii)  Die Substanz durchlduft im untersuchten Temperaturbereich eine chemische Reaktion (z. B. eine Zersetzung
oder eine Polymerisierung).

Isoteniskopmethode

Prinzip

Das Isoteniskop (6) beruht auf dem Prinzip der statischen Methode. Bei dieser Methode wird eine Probe in einen
Kolben gebracht, in dem eine gleichbleibende Temperatur besteht, und der mit einem Druckmesser und einer Vaku-
umpumpe verbunden ist. Verunreinigungen mit hoherer Fliichtigkeit als die Priifsubstanz werden durch Entgasen
bei reduziertem Druck entfernt. Der Dampfdruck der Probe bei bestimmten Temperaturen wird durch einen mit
einem inerten Gas ausgeiibten bekannten Druck ausgeglichen. Das Isoteniskop wurde entwickelt, um den Dampf-
druck bestimmter fliissiger Kohlenwasserstoffe zu messen, kann aber auch zur Untersuchung von Feststoffen ein-
gesetzt werden. Fiir Systeme mit mehreren Bestandteilen ist diese Methode im Allgemeinen nicht geeignet. Die
Ergebnisse weisen nur leichte Fehler bei Proben mit nicht fliichtigen Verunreinigungen auf. Die Methode wird fir
den Bereich 10% bis 10° Pa empfohlen.

Apparatur

In Abbildung 4 wird ein Messsystem dargestellt. Eine vollstindige Beschreibung ist ASTM D 2879-86 (6) zu
entnehmen.

Verfahren

Bei Fliissigkeiten dient die Substanz selbst als Fliissigkeit im Differenzdruckmesser. In das Isoteniskop wird so viel
Fliissigkeit eingebracht, dass der Kolben und der kurze Fuf des Druckmessers gefiillt sind. Das Isoteniskop wird
mit einem Vakuumsystem verbunden und mit Hilfe des Vakuumsystems vollstandig entleert. Anschliefend wird
das Isoteniskop mit Stickstoff gefiillt. Die Absaugung und die Reinigung des Systems wird zweimal wiederholt, um
den verbliebenen Sauerstoff zu entfernen. Das befiillte Isoteniskop wird in horizontal ausgerichtet, damit sich die
Probe in Kolben und Druckmesser als diinne Schicht ausbreitet. Der Systemdruck wird auf 133 Pa reduziert, und
die Probe wird allméhlich erwdrmt, bis eben der Siedepunkt erreicht ist (Abtrennung geloster Gase). Danach wird
das Isoteniskop so ausgerichtet, dass die Probe wieder in den Kolben zuriickflieft und den kurzen Fuf des Druck-
messers ausfillt. Dabei wird ein Druck von 133 Pa aufrechterhalten. Die vorgezogene Spitze des Probenkolbens
wird mit kleiner Flamme erwirmt, bis sich der freigesetzte Probendampf hinreichend ausgedehnt hat, um einen
Teil der Probe aus dem oberen Bereich des Kolbens und des Druckmesserarms in den Druckmesser hinein zu ver-
drangen und somit einen stickstofffreien Raum mit Dampf gefiillt hat. Darauf wird das Isoteniskop in ein Bad mit
konstanter Temperatur gebracht, und Druck und Stickstoffzufuhr werden so eingestellt, dass sie mit dem Druck
und dem Stickstoffanteil der Probe iibereinstimmen. Wenn das erwiinschte Gleichgewicht erreicht ist, entspricht
der Stickstoffdruck dem Dampfdruck der Priifsubstanz.



L 220/8 Amtsblatt der Europaischen Union

24.8.2009

1.5.4.1.

Abbildung 4

. Druckregelung

Rohr mit 8 mm AD

. Trockenstickstoff im Drucksystem
. Probendampf

. Kleine Spitze

Flissige Probe

mTmoOQw>

(Abmessungen in mm)

Bei Feststoffen sowie je nach Druck- und Temperaturbereich werden Manometerfliissigkeiten wie z. B. Silikon-
Fliissigkeiten oder Phthalate verwendet. Die entgaste Manometerfliissigkeit wird in eine dafiir vorgesehene Auf-
wolbung am langen Arm des Isoteniskops gebracht. Anschliefend wird der zu priifende Feststoff in den
Probenkolben gegeben und bei einer hoheren Temperatur entgast. Darauf wird das Isoteniskop so geneigt, dass
die Manometerfliissigkeit in das U-Rohr fliefen kann.

Effusionsmethode: Dampfdruckgleichgewicht (7)

Prinzip

Eine Probe der Priifsubstanz wird in einem kleinen Ofen erhitzt und in eine Gasglocke gebracht, in der ein Unter-
druck hergestellt wurde. Der Ofen wird mit einem Deckel verschlossen, in dem sich kleine Locher mit einem
bestimmten Durchmesser befinden. Der aus der Substanz erzeugte Dampf entweicht durch eines dieser Locher und
wird unmittelbar auf die Schale einer hoch empfindlichen Waage geleitet, die sich ebenfalls im Vakuum der Glas-
glocke befindet. Bei manchen Ausfiihrungen ist die Waagschale von einem Kithlgefaft umgeben, tiber das die
Wirme thermisch abgeleitet und unter Abstrahlung der Wirme so gekiihlt wird, dass sich der entweichende Dampf
darauf niederschligt. Die Energie des Dampfstrahls wirkt als Kraft auf die Waage. Der Dampfdruck kann auf zwei-
erlei Weise ermittelt werden: entweder direkt aus der auf die Waagschale wirkenden Kraft oder mit Hilfe der Hertz-
Knudsen-Gleichung aufgrund der Verdampfungsgeschwindigkeit (2):

wobei

G = Verdampfungsgeschwindigkeit (kg s m™)
M = Molmasse (g mol™)

T = Temperatur (K)

R = Universale Gaskonstante (] mol"! K

P = Dampfdruck (Pa)

Der empfohlene Bereich liegt zwischen 107> und 1 Pa.
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1.5.4.2. Apparatur

Abbildung 5 veranschaulicht das Grundprinzip der Apparatur:

Abbildung 5

A:  Bodenplatte F.  Kithlgehduse und Kithlschiene

B:  Bewegliches Kiihlinstrument G: Verdampfungsofen

C: Gasglocke H: Dewargefif8 mit fliissigem Stickstoff
D:  Waage mit Waagschale I:  Messung der Probentemperatur

E:  Vakuummessgerit J:  Priifsubstanz

1.5.5.  Effusionsmethode: Knudsen-Zelle

1.5.5.1. Prinzip

Die Methode beruht auf der Schitzung der Masse der Priifsubstanz, die im Ultravakuum pro Zeiteinheit aus einer
Knudsen-Zelle (8) als Dampf durch eine Mikrobohrung stromt. Die Masse des ausstromenden Dampfs kann ent-
weder aufgrund des Masseverlustes der Zelle oder durch Kondensation des Dampfs bei niedriger Temperatur und
anschliefende chromatographische Messung der Menge der verfliichtigten Substanz bestimmt werden. Der Dampf-
druck wird mit Hilfe der Hertz-Knudsen-Gleichung (siche Abschnitt 1.5.4.1) unter Berticksichtigung von Korrektur-
faktoren berechnet, die von den Parametern der jeweiligen Apparatur abhingen (9). Empfohlen wird diese Methode
fiir den Bereich 107 bis 1 Pa (10)(11)(12)(13)(14).

1.5.5.2. Apparatur

Abbildung 6 veranschaulicht das Grundprinzip der Apparatur:
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1.5.6.1.

Abbildung 6

AR A A+ W, W W W W Y

1: Verbindung zum Vakuum 7: Deckel mit Schraubgewinde
2: Bohrungen des Platinwiderstand-Thermometers 8: Fliigelmuttern
oder Temperaturmessung und Kontrolle
3: Deckel Vakuumtank 9:  Schrauben
4: O-Ring 10: Edelstahl-Effusionszellen
5: Aluminum-Vakuumtank 11: Heizpatrone
6: Vorrichtung zum Einsetzen und Abnehmen der

Effusionszellen

Effusionsmethode: isotherme Thermogravimetrie

Prinzip

Die Methode beruht auf der Bestimmung der Geschwindigkeit einer beschleunigten Verdampfung der Priifsub-
stanz bei hoheren Temperaturen und bei Umgebungsdruck durch Thermogravimetrie (10)(15)(16)(17)(18)(19)(20).
Die Verdampfungsgeschwindigkeiten vy ergeben sich daraus, dass die jeweils ausgewihlte Verbindung einer Atmos-
phére mit einem langsam stromenden inerten Gas ausgesetzt wird; bei gegebenen isothermen Temperaturen T (aus-
gedriickt in Kelvin) wird dann iiber bestimmte Zeitspannen der Gewichtsverlust iiberwacht. Die Dampfdriicke py.
werden aus den Werten fiir v aufgrund der linearen Bezichung zwischen dem Logarithmus des Dampfdrucks und
dem Logarithmus der Verdampfungsgeschwindigkeit bestimmt. Wenn erforderlich, kann durch eine Regressions-
analyse von log pr bezogen auf 1/T eine Extrapolierung auf Temperaturen von 20 und 25 °C erfolgen. Diese
Methode kommt fiir Substanzen mit Mindestdampfdriicken bis zu 107*° Pa (10'? mbar) in Betracht; um Fehlin-
terpretationen der gemessenen Gewichtsverluste zu vermeiden, sollte die Reinheit anndhernd 100 % betragen.
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1.5.6.2.

1.5.6.3.

Apparatur

In Abbildung 7 wird das allgemeine Prinzip der Apparatur dargestellt:

Abbildung 7
Mikrowaage
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Die in einer Kammer mit Temperaturiiberwachung an einer Mikrowaage aufgehingte Probentrigerplatte wird von
trockenem Stickstoffgas umstromt, in dem die verdampften Molekiile der Priifsubstanz gefithrt werden. Nach dem
Verlassen der Kammer wird der Gasstrom durch eine Sorptionseinheit gereinigt.

Verfahren

Die Priifsubstanz wird als homogene Schicht auf eine aufgeraute Glasplatte aufgebracht. Bei Feststoffen wird die
Platte gleichférmig mit einer Losung befeuchtet, in der die Priifsubstanz in einem geeigneten Losungsmittel gelost
wurde; anschlieend wird die Losung in einer inerten Atmosphire getrocknet. Fiir die Messung wird die beschich-
tete Platte in den Thermogravimetrie-Analysator gehdngt, dort wird der Gewichtsverlust kontinuierlich als zeitab-
hingige Funktion bestimmt.

Aus dem Gewichtsverlust Am der Probenplatte wird die Verdampfungsgeschwindigkeit v, bei einer bestimmten
Temperatur mit der folgenden Formel berechnet:

wobei F = Oberfliche der beschichteten Priifsubstanzen (im Allgemeinen die Oberfliche der Probenplatte) und t =
Dauer des Gewichtsverlusts Am

Der Dampfdruck py wird ausgehend von der Funktion der Verdampfungsgeschwindigkeit v, wie folgt berechnet:

Log pr = C + D log vy

wobei C und D spezifische Konstanten fiir die jeweilige Apparatur sind und vom Durchmesser der Messkammer
sowie vom Gasstrom abhingen. Diese Konstanten sind einmal zu bestimmen, indem eine Reihe von Verbindun-
gen mit bekanntem Dampfdruck gemessen und dann durch Regressionsanalyse log pr gegeniiber log v, ermittelt
wird (11)(21)(22).
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1.5.7.1.

1.5.7.2.

Die Bezichung zwischen dem Dampfdruck p; und der Temperatur T in Kelvin wird wie folgt ausgedriickt:
Logpr=A+B1/T

Dabei sind A und B Konstanten, die sich aus der Regressionsanalyse von log p; gegeniiber 1/T ergeben. Mit dieser
Formel kann der Dampfdruck fiir jede beliebige Temperatur extrapoliert werden.

Gassittigungsmethode (23)
Prinzip

Das inerte Gas wird bei Raumtemperatur und mit einer bekannten Durchflussgeschwindigkeit so langsam durch
bzw. iiber eine Probe der Priifsubstanz geleitet, dass eine Sittigung eintreten kann. Die Herbeifithrung der Satti-
gung in der Gasphase ist von entscheidender Bedeutung. Die mitgefithrte Substanz wird eingeschlossen (im All-
gemeinen mit einem Sorptionsmittel); anschliefend wird die Menge der abgetrennten Substanz bestimmt.
Alternativ zum Dampfeinschluss mit anschlieSender Analyse kommen in den Gasstrom integrierte Analyse-
verfahren wie z. B. die Gaschromatographie zur quantitativen Bestimmung des mitgefiihrten Materials in Betracht.
Der Dampfdruck wird ausgehend von der Annahme berechnet, dass sich der Gasstrom entsprechend dem idealen
Gasgesetz verhdlt und dass der Gesamtdruck eines Gasgemischs mit der Summe der Driicke der einzelnen enthal-
tenen Gase iibereinstimmt. Der Teildruck der Priifsubstanz, d. h. der Dampfdruck, wird aus dem bekannten Volu-
men des gesamten Gasstroms und aus dem Gewicht des mitgefithrten Materials berechnet.

Das Gassittigungsverfahren ist fiir feste und fliissige Substanzen geeignet. Es kann bei Mindestdampfdriicken bis
zu 1071 Pa genutzt werden (10)(11)(12)(13)(14). Bei Dampfdriicken unter 10> Pa ist diese Methode die zuverlis-
sigste Methode. Uber 10° Pa werden die Dampfdriicke im Allgemeinen iiberschitzt; dies ist wahrscheinlich auf die
Bildung von Aecrosolen zuriickzufithren. Da die Dampfdruckmessungen bei Raumtemperatur erfolgen, brauchen
keine Extrapolierungen hoher Temperaturen vorgenommen zu werden; entsprechend entfallen die haufig mit der
Extrapolierung hoher Temperaturen verbundenen schwerwiegenden Fehler.

Apparatur

Fiir das Verfahren wird ein Behalter mit konstanter Temperatur benotigt. In Abbildung 8 ist ein Behalter mit Hal-
tern fur jeweils drei feste und fliissige Proben skizziert, in dem jeweils drei wahlweise feste oder fliissige Proben
analysiert werden konnen. Die Temperatur wird mit einer Genauigkeit von mindestens * 0,5 °C iiberwacht.

Abbildung 8
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Im Allgemeinen wird Stickstoff als inertes Tragergas verwendet; gelegentlich konnen aber auch sonstige Gase erfor-
derlich sein (24). Das Tragergas muss trocken sein. Der Gasstrom wird in sechs Teilstrome getrennt, die jeweils
durch Kegelventile (mit Bohrungen von ca. 0,79 mm) geregelt und iiber ein Kupferrohr mit einem Innendurch-
messer von 3,8 mm in den Behilter geleitet werden. Nach dem Temperaturausgleich stromt das Gas durch die
Probe und verldsst den Behalter durch die Adsorptionsfalle.
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1.5.7.3.

Feste Proben werden in ein mit Glaswollestopfen verschlossenes Glasrohr mit einem Innendurchmesser von 5 mm
gegeben (siche Abbildung 9). In Abbildung 10 sind ein Halter fiir feste Proben und ein Sorptionssystem darge-
stellt. Die am besten reproduzierbare Methode zur Messung des Dampfdrucks von Fliissigkeiten besteht darin, die
zu priifende Flissigkeit auf Glasperlen oder auf ein inertes Sorptionsmittel wie z. B. Kieselerde aufzubringen und
den Halter mit diesen Perlen zu packen. Alternativ kann das Trigergas auch iiber eine grobe Fritte und eine Blase
durch die Sdule mit der fliissigen Priifsubstanz geleitet werden.

Abbildung 9 Abbildung 10
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Das Sorptionssystem enthilt einen vorderen und einen hinteren Sorptionsabschnitt. Bei sehr niedrigen Dampf-
driicken werden nur geringe Anteile vom Sorptionsmittel abgetrennt; dabei kann die Adsorption auf der Glas-
wolle und im Glasrohr zwischen der Probe und dem Sorptionsmittel ein ernsthaftes Problem sein.

Mit festem CO, gekiihlte Abscheider stellen eine weitere wirksame Moglichkeit zur Aufnahme des verdampften
Materials dar. Diese Abscheider verursachen keinerlei Gegendruck auf die Sittigungssiule; aufSerdem lasst sich das
abgetrennte Material leicht quantitativ bestimmen.

Verfahren

Die Durchflussgeschwindigkeit des ausstromenden Trigergases wird bei Raumtemperatur gemessen. Wahrend der
Messung wird die Durchflussgeschwindigkeit hiufig gepriift, um sicherzustellen, dass das Gesamtvolumen des
Trigergases zuverldssig ermittelt wird. Vorzugsweise erfolgt eine kontinuierliche Uberwachung mit einem Mengen-
durchflussmesser. Die Sittigung der Gasphase kann eine betrichtliche Kontaktzeit und entsprechend verhiltnis-
mifig geringe Gasdurchfliisse erfordern (25).

Im Anschluss an die Messungen werden der vordere und der hintere Sorptionsabschnitt getrennt analysiert. Die
Verbindungen in den einzelnen Abschnitten werden durch Zugabe eines Losungsmittels desorbiert. Die entstehen-
den Losungen werden einer quantitativen Analyse unterzogen, um die jeweils aus den Abschnitten desorbierten
Gewichte zu bestimmen. Die Wahl der Analysemethode (sowie die Wahl des Sorptionsmittels und des desorbie-
renden Losungsmittels) hangt von der Beschaffenheit des zu priifenden Materials ab. Die Desorptionsleistung wird
bestimmt, indem eine bekannte Probenmenge auf das Sorptionsmittel gespritzt, die Substanz desorbiert und
anschliefend die zuriickgewonnene Menge analysiert wird. Die Desorptionsleistung muss mit der gleichen oder
zumindest annahernd gleichen Probenkonzentration wie in der eigentlichen Priifung bestimmt werden.

Um sicherzustellen, dass das Tragergas mit der Priifsubstanz gesittigt ist, werden drei verschiedene Durchfluss-
geschwindigkeiten eingestellt. Wenn sich der berechnete Dampfdruck auch bei unterschiedlichen Durchfliissen
nicht dndert, wird angenommen, dass das Gas gesattigt ist.
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1.5.8.1.

1.5.8.2.

2.1.

Der Dampfdruck wird mit folgender Gleichung berechnet:

W RT
=X —
P vV M
wobei
p = Dampfdruck (Pa)
W = Gewicht der verdampften Priifsubstanz (g)
V= Volumen des gesittigten Gases (m°)
R = universale Gaskonstante 8,314 (J mol™! K")
T = Temperatur (K)
M = Molmasse der Priifsubstanz (g mol™)

Die gemessenen Volumina sind unter Beriicksichtigung von Druck- und Temperaturunterschieden zwischen
Durchflussmesser und Sattigungssiule zu korrigieren.

Rotationsmethode
Prinzip

Bei dieser Methode wird ein Rotationsviskosimeter eingesetzt, bei dem das Messelement aus einer kleinen Stahl-
kugel besteht, die in einem Magnetfeld aufgehingt durch Drehfelder in Drehungen versetzt wird (26)(27)(28). Auf-
nehmerspulen ermdglichen eine Messung der Drehzahl. Wenn die Kugel eine bestimmte Drehzahl erreicht hat (in
der Regel etwa 400 Umdrehungen pro Sekunde), wird die Erregung unterbrochen, und infolge der Gasreibung
erfolgt eine Verzogerung. Der Riickgang der Drehzahl wird zeitabhdngig gemessen. Aus der druckabhingigen Ver-
langsamung der Stahlkugel wird der Dampfdruck abgeleitet. Diese Methode wird fiir den Bereich von 107* bis 0,5 Pa
empfohlen.

Apparatur

In Abbildung 11 ist die Apparatur schematisch dargestellt. Der Messfiihler wird in ein Gehduse mit konstanter
Temperatur gebracht, in dem die Temperatur mit einer Genauigkeit von 0,1 °C geregelt wird. Der Probenbehilter
wird in ein getrenntes Gehause gesetzt, dessen Temperatur ebenfalls mit einer Genauigkeit von 0,1 °C geregelt wird.
Alle tibrigen Teile der Apparatur werden auf einer hoheren Temperatur gehalten, um eine Kondensatbildung aus-
zuschliefen. Die gesamte Apparatur ist mit einem Hochvakuumsystem verbunden.

Abbildung 11
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DATEN UND ABSCHLUSSBERICHT

DATEN

Der Dampfdruck sollte mit den genannten Methoden jeweils bei mindestens zwei Temperaturen gemessen wer-
den. Im Bereich 0 bis 50 °C werden Messungen vorzugsweise bei drei Temperaturen durchgefiihrt, um zu priifen,
ob die Dampfdruckkurve linear verlduft. Bei der Effusionsmethode (Knudsen-Zelle und isotherme Thermo-
gravimetrie) und bei der Gassittigungsmethode wird statt des tiblichen Bereichs von 0 bis 50 °C ein Temperatur-
bereich von 120 bis 150 °C empfohlen.
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2.2.

PRUFBERICHT

Der Priifbericht muss folgende Informationen enthalten:

eingesetzte Methode;

genaue Spezifizierung der Substanz (Beschreibung und Verunreinigungen); ggf. ist eine vorldufige Reinigung
zu protokollieren;

mindestens zwei Dampfdruck- und Temperaturwerte — vorzugsweise drei oder mehr — im Temperatur-
bereich 0 bis 50 °C (bzw. 120 bis 150 °C);

mindestens einer der Temperaturwerte sollte 25 °C oder weniger betragen, wenn bei der jeweils gewahlten
Methode technisch moglich;

alle Originaldaten;
eine Kurve log p vs. 1/T;

eine Schitzung des Dampfdrucks bei 20 oder 25 °C.

Wenn ein Ubergang (Anderung des Aggregatzustandes oder Zersetzung) beobachtet wird, sollten folgende Infor-
mationen vermerkt werden:

Art der Anderung;
Temperatur, bei der die Anderung bei Atmosphirendruck auftritt;

Dampfdruck bei 10 und 20 °C unter der Ubergangstemperatur und bei 10 und 20 °C {iber dieser Temperatur
(wenn der Ubergang nicht vom festen Zustand in den gasformigen Zustand erfolgt).

Alle fiir die Auswertung der Ergebnisse mafSgeblichen Informationen und Bemerkungen sind zu protokollieren;
dies gilt insbesondere fiir Verunreinigungen und fiir die physikalische Beschaffenheit der Priifsubstanz.
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Anlage

Schitzmethode

EINLEITUNG
Geschitzte Dampfdriicke konnen verwendet werden,
— um zu entscheiden, welche Priifmethode im Einzelfall am besten geeignet ist, und

— um in den Fillen einen Schitz- oder Grenzwert angeben zu konnen, in denen eine Priifmethode aus technischen Griin-
den nicht zur Anwendung kommen kann.

SCHATZMETHODE

Der Dampfdruck von Flissigkeiten und Feststoffen kann aufgrund der modifizierten Watson-Korrelation geschatzt wer-
den (a). In diesem Fall braucht als Priifwert nur der normale Siedepunkt bestimmt zu werden. Diese Methode kommt im
Druckbereich 10° Pa bis 107 Pa in Betracht.

Detaillierte Informationen zu dieser Methode sind dem ,Handbook of Chemical Property Estimation Methods“ zu entneh-
men (b). Auferdem wird auf die OECD Environmental Monograph No. 67 verwiesen (c).

BERECHNUNGSVERFAHREN

Der Dampfdruck wird wie folgt berechnet:

T\
-]
InP, = Mo fy - 2m(3 - 2—) In—
P AZRT, T T, T,
T,

wobei
T = mafigebliche Temperatur
T, = normaler Siedepunkt
Pyp = Dampfdruck bei Temperatur T
AHy, = Verdampfungswirme
AZ, = Kompressibilititsfaktor (geschitzt 0,97)
m = empirischer Faktor, abhidngig von der physikalischen Beschaffenheit bei der mafSgeblichen Temperatur

Auflerdem ist folgende Berechnung vorzunehmen:

AH

=K,(8,75+R1InT,)
Tb

wobei K. ein empirischer Faktor ist, der die Polaritit der Substanz beriicksichtigt; im Anhang sind die Faktoren K fur ver-
schiedene Verbindungen zusammengestellt.

Verhiltnismafig hiufig sind Daten verfiigbar, bei denen ein Siedepunkt bei reduziertem Druck angegeben wird. In diesen
Fillen wird der Dampfdruck wie folgt berechnet:

AH,, T\"T, " T
InP_~InP, + 1-3-2—| —-2m[3-2—| In—
» AZ,RT, T T T T

wobei T, = Siedepunkt bei reduziertem Druck P;.
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BERICHT

Bei der Schitzmethode sollte die vorgenommene Berechnung im Bericht umfassend dokumentiert werden.

LITERATUR
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b) Lyman, W.J., Rechl, W.F., Rosenblatt, D. H. (1982). Handbook of Chemical Property Estimation Methods, McGraw-Hill.

¢) OECD Environmental Monograph No. 67. Application of Structure-Activity Relationships to the Estimation of Pro-
perties Important in Exposure Assessment (1993).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

ANHANG 11

A.22. LANGENGEWICHTETER MITTLERER GEOMETRISCHER DURCHMESSER VON FASERN

METHODE

EINLEITUNG

Mit dieser Testmethode wird ein Verfahren zur Messung des lingengewichteten mittleren geometrischen Durch-
messers (GWGMD — Length Weighted Geometric Mean Diameter) von kiinstlichen Mineralfasern (MMMF —
Man Made Mineral Fibres) beschrieben. Da der LWGMD der Population mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %
zwischen den 95 %-Vertrauensintervallen (LWGMD # 2 Standardfehler) der Probe liegt, entspricht der im Bericht
angegebene Wert (der Testwert) der unteren 95 %-Vertrauensgrenze der Probe (d. h. LWGMD — 2 Standard-
fehler). Diese Methode basiert auf einer aktualisierten Fassung (Juni 1994) des Entwurfs einer HSE-
Industrieverfahrensweisung, die am 26. September 1993 in Chester zwischen ECFIA und HSE vereinbart und fiir
und aus einem zweiten laborinternen Versuch entwickelt wurde (1, 2). Diese Messmethode kann zur Kennzeich-
nung des Faserdurchmessers von Schiittgutstoffen oder Produkten verwendet werden, die MMMF enthalten, z. B.
feuerfeste Keramikfasern (PCF — Refractory Ceramic Fibres), kiinstliche Glasfasern (MMVF — Man-Made Vitre-
ous Fibres), kristalline und polykristalline Fasern.

Die Langengewichtung dient zur Kompensation der Auswirkungen auf die Durchmesserverteilung, zu denen es
durch den Bruch langer Fasern bei der Probenahme oder beim Umgang mit dem Material kommt. Die Grofen-
verteilung der Durchmesser der MMMF wird durch geometrische statistische Verfahren (geometrisches Mittel)
gemessen, da diese Durchmesser normalerweise GrofSenverteilungen aufweisen, die niherungsweise dem Log-
normal entsprechen.

Die Messung der Linge und des Durchmessers ist ein mithsamer, zeitaufwandiger Prozess, werden jedoch nur
jene Fasern gemessen, die eine unendlich diinne Linie in einem REM-Sichtfeld beriihren, so ist die Wahrschein-
lichkeit, eine bestimmte Faser auszuwihlen, proportional zu deren Linge. Da damit die Linge in den Berech-
nungen der Lingengewichtung beriicksichtigt wird, muss lediglich der Durchmesser gewichtet werden; der
LWGMD — 2SF kann dann auf die beschriebene Weise berechnet werden.

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Partikel: Ein Objekt mit einem Linge-Breite-Verhiltnis von weniger als 3:1.

Faser: Ein Objekt mit einem Linge-Breite-Verhiltnis (Seitenverhaltnis) von mindestens 3:1.

UMFANG UND EINSCHRANKUNGEN

Durch diese Methode sollen die Durchmesserverteilungen untersucht werden, deren mittlerer Durchmesser zwi-
schen 0,5 pm und 6 pm liegt. Grofere Durchmesser konnen mithilfe geringerer REM-Vergroferungsfaktoren
gemessen werden, allerdings stofit diese Methode bei feineren Faserverteilungen zunehmend an seine Grenzen;
bei mittleren Durchmessern unter 0,5 pm wird die Messung mit Transmissions-Elektronenmikroskopen (TEM)
empfohlen.

PRINZIP DER TESTMETHODE

Aus der Fasermatte oder aus losen Fasern wird eine bestimmte Anzahl reprisentativer Kernproben entnommen.
Die Lange der losen Fasern wird durch Brechen verringert und es wird eine reprasentative Teilprobe in Wasser
dispergiert. Aliquote Teile werden extrahiert und durch ein Polycarbonatfilter mit einer Porengrofe von 0,2 pm
gefiltert und zur Untersuchung unter einem Rasterelektronenmikroskop (SEM) vorbereitet. Die Faserdurchmesser
werden mit einem Rastervergrofferungsfaktor von x 10 000 oder mehr (') nach einem Line-Intercept-Verfahren
gemessen, das eine unverfilschte Schitzung des mittleren Durchmessers ergibt. Das untere 95 %-
Vertrauensintervall (auf der Basis eines einseitigen Tests) wird so berechnet, dass ein Schatzwert fur den nied-
rigsten Wert des mittleren geometrischen Faserdurchmessers des Materials entsteht.

() Dieser VergrofRerungsfaktor bezieht sich auf 3 pm-Fasern; bei 6 pm-Fasern ist ein Vergroferungsfaktor von x 5 000 moglicherweise geeig-
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1.5.

1.5.3.1.

1.5.3.2.

BESCHREIBUNG DER TESTMETHODE
Sicherheits-/Vorsichtsmafinahmen

Die Belastung des menschlichen Organismus durch Schwebfasern ist zu minimieren; daher ist bei der Arbeit mit
den trockenen Fasern ein Abzugsschrank oder eine Glove-Box zu verwenden. In periodischen Abstinden ist die
Belastung des menschlichen Organismus zu tiberwachen, um die Wirkung der Schutzverfahren zu iiberpriifen.
Bei der Handhabung von MMMEF sind Einweghandschuhe zu tragen, um Hautreizungen zu verringern und eine
Querkontaminierung zu vermeiden.

Gerite[Apparatur

—  Press- und Formwerkzeug (fiir 10 MPa).

—  Polycarbonat-Kapillarporenfilter mit 0,2 pm Porengrofe (Durchmesser 25 mm).

—  Zelluloseestermembranfilter mit 5 pm PorengrofSe zur Verwendung als Zusatzfilter.

—  Glasfiltervorrichtung (oder Einwegfiltersysteme) fiir die Aufnahme von Filtern mit 25 mm Durchmesser
(z. B. Millipore-Glasmikroanalyse-Filtersatz, Typ XX10 025 00).

—  Frisch destilliertes Wasser, das zur Ausfilterung von Mikroorganismen durch einen Filter mit 0,2 pm Poren-
grofe gefiltert wurde.

—  Sputter-Beschichtungsvorrichtung mit Gold- oder Gold/Palladium-Target.
— Rasterelektronenmikroskop mit einem Auflosevermogen bis 10 nm und Vergroferungsfaktor bis x 10 000.

— Diverses: Spatel, Skalpellmesser Typ 24, Pinzette, REM-R6hrchen, Kohlenstoffkleber oder Kohlenstoff-
klebeband, Kolloidalsilber (,Silver dag®).

—  Ultraschallsonde oder Tisch-Ultraschallbad.

— Kernbohrer oder Korkbohrer fiir die Entnahme von Kernproben aus MMMF-Fasermatten.
Testverfahren

Probenahme

Bei Fasermatten und Platten wird ein 25 mm-Kernbohrer oder Korkbohrer zur Entnahme von Proben aus dem
Querschnitt verwendet. Diese Proben sind gleichmafig tiber die Breite a der Schmalseite der Matte anzuordnen
oder, wenn lange Abschnitte der Matte zur Verfiigung stehen, aus beliebigen Stellen zu entnehmen. Die gleichen
Hilfsmittel konnen auch fiir die Entnahme von Zufallsproben aus losen Fasern verwendet werden. Es sind sechs
Stichproben maoglichst so zu entnehmen, das raumliche Schwankungen im losen Material damit wiedergegeben
werden.

Die sechs Kernproben sind in einem Stempel mit 50 mm Durchmesser unter 10 MPa zu zerkleinern. Das Mate-
rial wird mit einem Spachtel durchmischt und bei 10 MPa erneut gepresst. Anschliefend wird das Material aus
dem Stempel entnommen und in einer verschlossenen Glasflasche gelagert.

Vorbereitung der Probe

Falls erforderlich, konnen organische Bindemittel entzogen werden, indem die Faser ca. eine Stunde lang bei
450 °C in einen Ofen eingelegt wird.

Die Probe nach dem Cone-and-Quarter-Verfahren in vier gleiche Teile unterteilen (dieser Schritt sollte in einem
Staubschrank erfolgen).

Mit einem Spatel eine geringe Menge (< 0,5 g) der Probe in 100 ml frisch destilliertes Wasser geben, das durch
einen 0,2 pm-Membranfilter gefiltert wurde (andere Beschaffungsquellen von hochreinem Wasser sind ebenfalls
zuldssig, wenn sie nachgewiesenermafien von ausreichender Qualitit sind). Die Probe mithilfe einer mit 100 W
betriecbenen Ultraschallsonde, die so eingestellt ist, dass eine Kavitation eintritt, griindlich dispergieren (Steht
keine Sonde zur Verftigung, ist wie folgt vorzugehen: 30 Sekunden lang mehrmals schiitteln und umkehren; fiinf-
miniitige Ultraschallbehandlung in einem Tisch-Ultraschallbad; dann wieder 30 Sekunden lang mehrmals schiit-
teln und umkehren).
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1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

1.5.3.4.

1.5.3.4.1.

Sofort nach der Dispersion der Faser mehrere aliquote Teile (z. B. drei aliquote Teile mit 3, 6 und 10 ml) mit einer
breiten Pipette (Aufnahmevermdogen 2-5 ml) entnehmen.

Jeder aliquote Teil wird durch einen 0,2 pm-Polycarbonatfilter mit MEC-Zusatzfilter mit 5 pm-Poren unter Ver-
wendung eines 25-mm-Glasfiltertrichters mit zylindrischem Vorratsbehalter vakuumgefiltert. Rund 5 ml des
gefilterten destillierten Wassers wird in den Trichter gegeben und den aliquoten Teil langsam in das Wasser gege-
ben, wobei die Pipettenspitze unterhalb des Meniskus gehalten wird. Pipette und Vorratsbehilter miissen nach
dem Pipettieren griindlich gespiilt werden, da diinne Fasern dazu neigen, sich eher an der Oberfliche
anzusammeln.

Filter vorsichtig entnehmen und vom Zusatzfilter trennen, bevor er zum Trocknen in einen Behalter eingelegt
wird.

Einen Viertel- oder halben Filterquerschnitt der Filterriickstinde mit ruckartigen Bewegungen mit einem Skalpell
Typ 24 ausschneiden. Den ausgeschnittenen Querschnitt mit Kohlenstoffklebeband oder Kohlenstoffkleber vor-
sichtig auf dem Trager (,Stub“) des REM befestigen. An mindestens drei Stellen ist Kolloidalsilber zur Verbesse-
rung des elektrischen Kontakts der Filterrinder und des ,Stub“ aufzubringen. Wenn der Klebstoff bzw. das
Kolloidalsilber getrocknet ist, durch Sputter-Beschichtung ca. 50 nm Gold oder Gold/Palladium auf die Oberfla-
che des Filterriickstands aufbringen.

Kalibrierung und Betrieb des REM
Kalibrierung

Die Kalibrierung des REM ist mindestens einmal wochentlich (idealerweise tiglich) anhand eines freigegebenen
Kalibriergitters zu kontrollieren. Die Kalibrierung ist anhand eines freigegebenen Normals zu kontrollieren;
stimmt der Messwert (REM) nicht auf + 2 % mit dem zertifizierten Wert tiberein, muss die Kalibrierung des REM
nachjustiert und erneut kontrolliert werden.

Das REM muss bei Verwendung einer Probenmatrix mindestens die Auflosung eines sichtbaren Mindestdurch-
messers von 0,2 pm bei einem Vergroerungsfaktor x 2 000 ermoglichen.

Betrieb

Das REM ist mit einem Vergroferungsfaktor von 10 000 () unter Bedingungen zu betrieben, die eine gute Auf-
l6sung und eine akzeptable Bildqualitit bei geringer Abtastgeschwindigkeit von beispielsweise 5 Sekunden je
Aufnahme ergeben. Da die Betriebsvoraussetzungen unterschiedlicher REM sich voneinander unterscheiden kon-
nen, sind bei Materialien mit relativ geringer Atommasse Beschleunigungsspannungen von 5-10 keV zu verwen-
den, um eine moglichst gute Sichtbarkeit und Auflosung zu erreichen; dabei ist eine geringe Punktgrofe und ein
kurzer Arbeitsabstand einzustellen. Wird ein Linear-Trverse-Verfahren angewandyt, ist eine Neigung von 0° zu
verwenden, um Refokussierung auf ein Minimum zu beschrianken; weist das REM eine euzentrische Stufe auf, ist
der euzentrische Arbeitsabstand zu verwenden. Ein geringerer Vergroferungsfaktor kann verwendet werden,
wenn das Material keine kleinen Fasern (mit geringem Durchmesser) enthilt und grofle Faserdurchmesser
(> 5 pm) vorliegen.

Grijfenbestimmung
Bewertung der Probe bei geringer Vergroferung

Zunichst ist die Probe mit einem geringen Vergroferungsfaktor auf Anzeichen von Klumpenbildung gréferer
Fasern zu untersuchen und die Faserndichte zu ermitteln. Bei ibermafiger Klumpenbildung wird empfohlen, eine
neue Probe herzustellen.

Aus Griinden der statistischen Genauigkeit muss eine bestimmte Mindestzahl Fasern gemessen werden, eine hohe
Faserndichte ist dabei erstrebenswert, da die Untersuchung leerer Felder zeitaufwandig ist und keinen Beitrag zum
Analyseergebnis liefert. Ist der Filter jedoch iiberladen, ist die Messung aller messbaren Fasern erschwert und es
besteht die Gefahr, dass kleinere Fasern durch grofSere Fasern tiberdeckt und dadurch tibersehen werden.

Eine Verfilschung in Richtung einer zu hoch geschitzten LWGMD kann dann eintreten, wenn Faserdichten von
mehr als 150 Fasern je Millimeter Linear-Traverse vorliegen. Durch geringe Faserkonzentrationen nimmt ande-
rerseits die Dauer der Analyse zu, weshalb es oft kostengiinstiger ist, eine Probe herzustellen, deren Faserdichte
naher am Optimum liegt, statt stindig die Faserzahlen in Filtern geringer Konzentrationen zu zahlen. Die opti-
male Faserdichte soll durchschnittlich ca. 1 oder 2 zdhlbare Fasern je Sichtfeld bei einer 5000-fachen Vergrofe-
rung ergeben. Allerdings ist die optimale Dichte von der Grofe (Durchmesser) der Fasern abhingig, also muss
der Bediener mit entsprechendem Sachverstand entscheiden, ob die Faserdichte dem Optimum nahekommt oder
nicht.

(") Siehe vorherige FuRnote zu 3 pm-Fasern.
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1.5.3.4.3.

2.1.

Lingengewichtung der Faserdurchmesser

Es werden nur diejenigen Fasern gezahlt, die eine (unendlich) diinne Linie auf dem Raster des REM beriithren (oder
kreuzen). Hierzu wird eine waagerechte (oder vertikale) Linie durch die Rastermitte gezogen.

Alternativ dazu wird ein einzelner Punkt in der Mitte des Rasters angeordnet und ein kontinuierlicher Abtast-
vorgang in einer Richtung iiber den Filter hinweg gestartet. Der Durchmesser jeder Faser mit einem Seiten-
verhéltnis von mehr als 3:1, die diesen Punkt beriihrt oder kreuzt, wird gemessen und aufgezeichnet.

Bestimmung der Fasergrofle

Es wird empfohlen, mindestens 300 Fasern zu messen. Jede Faser wird nur ein einziges Mal am Schnittpunkt mit
der auf dem Bild gezeichneten Linie oder Punkt (oder nahe dem Schnittpunkt, wenn die Faserkanten verdeckt
sind) gemessen. Werden Fasern mit uneinheitlichen Querschnitten festgestellt, ist eine Messung am durchschnitt-
lichen Faserdurchmesser zugrundezulegen. Bei der Festlegung des Randes und der Messung des geringsten
Abstands zwischen den Faserrdndern ist vorsichtig vorzugehen. Die Grofenbestimmung kann online oder off-
line an gespeicherten Bildern oder Fotoaufnahmen erfolgen. Die Verwendung von halbautomatischen Bildmess-
systemen, bei denen die Daten direkt in eine Tabellenkalkulation geladen werden, ist zu empfehlen, da diese
Verfahren Zeit sparen, Abschriftfehler vermeiden und eine automatische Berechnung ermaéglichen.

Die Enden langer Fasern sind bei geringer Vergroerung zu priifen, damit sichergestellt ist, dass sie sich nicht in
den Sichtbereich des Messfeldes rollen und nur einmal gemessen werden.

DATEN

BEHANDLUNG DER ERGEBNISSE

Die Faserdurchmesser weisen normalerweise keine Normalverteilung auf. Mit Hilfe einer Log-Transformation
kann jedoch eine Verteilung ermittelt werden, die niaherungsweise der Normalverteilung entspricht.

Das arithmetische Mittel (mittlerer InD) und die Standardabweichung (SD;,,p) der InD-Werte (log to base €) der n
Faserdurchmesser (D) wird berechnet.

>InD

mittl. InD =

3(InD - mittl. InD)’

n-1

Die Standardabweichung wird durch die Quadratwurzel der Anzahl Messungen (n) dividiert und daraus der
Standardfehler (SE,,,;;) ermittelt.

SD

ﬁ (3)

SElnD =

Das Zweifache des Standardfehlers wird vom Mittelwert abgezogen und der Exponentialwert dieses Wertes (Mit-
telwert minus dem Zweifachen des Standardfehlers) berechnet; dies ergibt den geometrischen Mittelwert minus
zwei geometrischen Standardfehlern.

LWGMD — 2SE = e(mitt]. lnD72SElnd>
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3. BERICHTSERSTELLUNG

TESTBERICHT
Der Testbericht muss mindestens folgende Angaben enthalten:
— den Wert fiir LWGMD-2SE,

— etwaige Abweichungen, vor allem jene, die sich auf Prizision oder Genauigkeit der Ergebnisse auswirken
(mit entsprechenden Begriindungen).

4. LITERATUR
1. B. Tylee SOP MF 240. Health and Safety Executive. February 1999.

2. G. Burdett und G. Revell. Development of a standard method to measure the length-weigthed geometric
mean fibre diameter: Results of the Second inter-laboratory exchange. IR/L/MF/94/07. Project R42.75 HPD.
Health and Safety Executive. Research and Laboratory Services Division, 1994.
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ANHANG III

B.46. IN-VITRO-HAUTREIZUNG: TEST AN REKONSTRUIERTEN MODELLEN MENSCHLICHER EPIDERMIS

1.1.

1.2

METHODE

EINLEITUNG

Der Begriff Hautreizung bezeichnet das Auslosen einer reversiblen Hautschddigung nach Applikation einer Priif-
substanz fiir die Dauer von bis zu 4 Stunden (Definition des Globalen Harmonisierten Systems (GHS) zur Ein-
stufung und Kennzeichnung von Chemikalien der Vereinten Nationen (UN))(1). Die vorliegende Priifmethode
entspricht einem in vitro-Verfahren, das es je nach Informationsanforderungen gestattet, als vollwertiger Ersatz-
test (Stand-alone-Test) im Rahmen einer Teststrategie und nach einem evidenzbasierten Bewertungsansatz
(Weight-of-Evidence approach) das Hautreizungspotenzial von Substanzen zu bestimmen (2).

Hautreizungen wurden bisher meist anhand von Versuchstieren bewertet (siche Priifmethode B.4) (3). Um dem
Tierschutzaspekt Rechnung zu tragen, sicht Methode B.4 vor, dass Hautveritzungen/-reizungen auch im Wege
einer sequenziellen Teststrategie bestimmt werden kénnen, bei der validierte in vitro- und ex vivo-Methoden ange-
wandt werden, die den Tieren Schmerzen und Leiden ersparen. Drei validierte in vitro-Priifmethoden bzw. Priif-
richtlinien — B.40, B.40bis und TG 435 (4, 5, 6) — sind fiir den Hautverdtzungen betreffenden Teil der
sequenziellen Teststrategie der Methode B.4 sinnvoll.

Die vorliegende Priifmethode beruht auf Modellen rekonstruierter menschlicher Epidermis, die in ihrer allgemei-
nen Ausgestaltung (Verwendung von menschlichen Keratinozyten als zelluldres Ausgangsmaterial, reprasenta-
tivem Gewebe und Zytoarchitektur) die biochemischen und physiologischen Eigenschaften der menschlichen
Oberhaut, d. h. der Epidermis, weitgehend nachvollziehen. Das im Rahmen dieser Priifmethode beschriebene Ver-
fahren gestattet die Identifizierung der Gefahren von Reizstoffen gemafl Kategorie 2 des UN-GHS-Systems. Die
Priifmethode umfasst auch eine Reihe von Leistungsnormen fiir die Bewertung dhnlicher und modifizierter
Methoden fiir Tests auf Basis rekonstruierter menschlicher Epidermis (7).

Fiir zwei in vitro-Priifmethoden (8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17), die als EpiSkin™ und EpiDerm™ im Han-
del erhiltlich sind und Modelle rekonstruierter menschlicher Epidermis verwenden, wurden Pravalidierungs-,
Optimierungs- und Validierungsstudien abgeschlossen. Die angefiihrten Referenzen beruhten auf R38-
Kennzeichnung. Bestimmte Aspekte der Umrechnung zum Zwecke des GHS werden unter Referenz 25 ange-
sprochen. Methoden, die unter Leistungsgesichtspunkten mit der Methode EpiSkin™ (validierte
Referenzmethode 1) vergleichbar sind, werden als vollwertige Ersatztests fir den in-vivo-Test am Kaninchen
zwecks Einstufung von Substanzen mit Hautreizungspotenzial in Kategorie 2 des GHS-Systems empfohlen.
Methoden, die unter Leistungsgesichtspunkten mit der Methode EpiDerm™ (validierte Referenzmethode 2) ver-
gleichbar sind, werden lediglich fir Reihenuntersuchungen (Screening) oder im Rahmen einer sequenziellen Test-
strategie mit evidenzbasiertem Bewertungsansatz zur Einstufung von Substanzen mit Hautreizungspotenzial in
Kategorie 2 des GHS-Systems empfohlen. Bevor ein vorgeschlagener Hautreizungstest an Modellen von in vitro
rekonstruierter menschlicher Epidermis fiir regulatorische Zwecke verwendet werden kann, sollten nach den in
der vorliegenden Priifmethode vorgegebenen Leistungsnormen (siche Anhang) Verlasslichkeit, Relevanz (Genau-
igkeit) und Grenzen des Tests fiir den vorgeschlagenen Verwendungszweck bestimmt werden, um sicherzustel-
len, dass er mit der validierten Referenzmethode 1 vergleichbar ist.

Zwei andere Methoden fiir Tests an in vitro rekonstruierter menschlicher Epidermis — der modifizierte
EpiDerm™:-Test (modifizierte Referenzmethode 2) und der SkinEthic RHE™-Test (Me-Too-Methode 1) — wur-
den entsprechend den Anforderungen fiir die vorliegende Priifmethode validiert und erbringen dhnliche Ergeb-
nisse wie die validierte Referenzmethode 1 (18).

DEFINITIONEN
Fiir die vorliegende Priifmethode gelten die folgenden Definitionen:

Genauigkeit: Der Grad an Ubereinstimmung zwischen Testergebnissen und akzeptierten Referenzwerten. Die
Genauigkeit ist ein Maf3 der Leistung der Priifmethode und ein Aspekt der Relevanz. Der Begriff wird oft im Sinne
von ,Ubereinstimmung*“ verwendet und bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse einer Priifmethode.

Chargenkontrollsubstanz: Die beim Gewebe eine mittlere Zellviabilitit hervorrufende Referenzsubstanz.
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1.3.

Zellviabilitdt: Parameter zur Messung der Gesamtaktivitit einer Zellpopulation, z. B. Fihigkeit
zellulirer mitochondrialer Dehydrogenasen, den Vitalfarbstoff MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid, Thiazolyl-Blau) zu reduzieren, der je nach gemessenem Endpunkt und
angewandtem Testkonzept der Gesamtzahl und/oder der Vitalitit lebender Zellen entspricht.

ETs,: Die Expositionszeit, die erforderlich ist, um die Zellviabilitit bei Anwendung der Markersubstanz in vor-
gegebener fester Konzentration um 50 % zu reduzieren; siche auch ICs,.

Falsch-negativ-Rate: Der Anteil aller positiven Substanzen, die von einer Priifmethode filschlicherweise als
negativ identifiziert werden. Die Falsch-negativ-Rate ist ein Leistungsindikator der Priifmethode.

Falsch-positiv-Rate: Der Anteil aller negativen (nicht wirkenden) Substanzen, die filschlicherweise als positiv
identifiziert werden. Die Falsch-positiv-Rate ist ein Leistungsindikator der Priifmethode.

Unendliche Dosis: Die Menge der auf die Haut aufgetragenen Priifsubstanz, die iiber die zur vollstindigen und
gleichmifigen Bedeckung der Hautoberfliche erforderliche Menge hinausgeht.

GHS (Globales Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien): Ein Sys-
tem zur Klassifizierung von Substanzen und Gemischen nach standardisierten Typen und Stufen physikalischer,
gesundheitlicher und 6kologischer Gefahren und zur entsprechenden Kennzeichnung durch Piktogramme,
Signalworter, Gefahrenhinweise, Sicherheitshinweise und Sicherheitsdatenbogen, um zum Schutz des Menschen
(einschlieflich Arbeitgeber, Arbeiter, Spediteure, Verbraucher und Notfall-Einsatzkrifte) und der Umwelt Infor-
mationen iiber die schidlichen Wirkungen der betreffenden Chemikalien zu verbreiten (1); in der EU umgesetzt
durch die Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

IC;,: Die Konzentration, bei der eine Markersubstanz die Viabilitit der Gewebe nach einer vorgegebenen
Expositionszeit um 50 % (IC5,) reduziert; siehe auch ETs,.

Leistungsnormen: Auf einer validierten Referenzmethode beruhende Normen, auf deren Grundlage die Ver-
gleichbarkeit einer vorgeschlagenen, mechanistisch und funktionell dhnlichen Priifmethode bewertet werden
kann. Sie umfassen i) wesentliche Elemente der Priifmethode; ii) ein Mindestverzeichnis von Referenzsubstanzen,
ausgewidhlt aus den Substanzen, die zum Nachweis der akzeptablen Leistung der validierten Referenzmethode
verwendet werden; und iii) je nach den fiir die validierte Referenzmethode erzielten Ergebnissen die vergleich-
baren Genauigkeits- und Zuverldssigkeitswerte, die die vorgeschlagene Priffmethode bei der Bewertung anhand
des Mindestverzeichnisses von Referenzsubstanzen demonstrieren sollte.

Zuverlissigkeit: Maf der Verlasslichkeit der Reproduzierbarkeit einer Priifmethode innerhalb von und zwischen
Laboratorien in einem bestimmten Zeitintervall bei einheitlichem Protokoll. Die Zuverldssigkeit wird durch
Berechnung der Intra- und Interlabor-Reproduzierbarkeit bewertet.

Empfindlichkeit: Der Anteil aller positiven/wirkenden Stoffe, die durch den Test korrekt eingestuft werden. Die
Empfindlichkeit ist ein Maf§ der Genauigkeit einer Priifmethode mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger
Aspekt bei der Bewertung ihrer Relevanz.

Spezifitit: Der Anteil aller negativen/wirkungslosen Stoffe, die durch den Test korrekt eingestuft werden. Die
Spezifitdt ist ein Maf$ der Genauigkeit einer Priifmethode mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt
bei der Bewertung ihrer Relevanz.

Hautreizung: Das Auslosen einer reversiblen Hautschadigung nach Applikation einer Priifsubstanz fiir die Dauer
von bis zu 4 Stunden. Eine Hautreizung ist eine lokal auftretende, nicht immunogene Reaktion, die kurz nach
der Stimulation eintritt (24). Ihr Hauptmerkmal ist ihr umkehrbarer Prozess, der mit Entziindungsreaktionen und
den bei Entziindungen géngigsten klinischen Reizsymptomen (Erythema, Odeme, Juckreiz und Schmerzen)
einhergeht.

ANWENDUNGSBEREICH UND GRENZEN

Die unter diese Priifmethode fallenden Tests an rekonstruierter menschlicher Epidermis sind dadurch begrenzt,
dass Stoffe nur als Hautreizstoffe im Sinne von Kategorie 2 des UN-GHS-Systems eingestuft werden kénnen. Da
keine Einstufung in die wahlfreie Kategorie 3 des UN-GHS-Systems maglich ist, bleiben alle restlichen Stoffe
unklassifiziert (d. h. ohne Kategorieneinstufung). Je nach Regelungsbedarf und bei etwaiger kiinftiger Einbezie-
hung neuer Endpunkte, bei Verbesserungen oder bei Entwicklung neuer ,Me-Too“-Tests muss die vorliegende
Priifmethode moglicherweise iiberpriift werden.

Die vorliegende Priifmethode gestattet die Gefahrenidentifizierung bei reizenden Monosubstanzen (19), liefert
jedoch keine zweckdienlichen Informationen zur Hautverdtzung. Gase und Aerosole konnen nicht getestet wer-
den, und Gemische waren bisher noch nicht Gegenstand einer Validierungsstudie.
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1.4.

1.5.

1.6.

TESTPRINZIP

Die Priifsubstanz wird topisch aufgetragen auf ein dreidimensionales Modell rekonstituierter menschlicher Epi-
dermis, bestehend aus normalen menschlichen epidermalen Keratinozyten, die zu einem mehrschichtigen, stark
differenzierten Modell menschlicher Epidermis kultiviert wurden. Letztere besteht aus angeordneten Basal-,
Stachel- und Kornerzellschichten und einer mehrlagigen Hornschicht (stratum corneum), die zwischen den Zellen
lamellare Fettschichten aufweist, welche nach in-vivo-dhnlichen Mustern angeordnet sind.

Das Prinzip der Testung an Modellen rekonstruierter menschlicher Epidermis beruht auf der Pramisse, dass Reiz-
substanzen die Hornschicht diffusionsbedingt durchdringen konnen und die Zellen in den darunterliegenden
Schichten schidigen. Die Zellviabilitit wird durch Dehydrogenase-Konversion des Vitalfarbstoffs MTT [3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid, Thiazolyl-Blau; EINECS-Nr. 206-069-5, CAS-Nr. 298-
93-1)], zu einem blauen Formazan-Salz gemessen, das nach seiner Extaktion aus Geweben quantifiziert wird (20).
Reizstoffe werden anhand ihrer Fahigkeit erkannt, die Zellviabilitat unter vorgegebene Schwellenwerte zu sen-
ken (d. h. < 50 % bei Reizstoffen der UN-GHS-Kategorie 2). Stoffe, die Zellviabilititen tiber dem vorgegebenen
Schwellenwert generieren, werden nicht klassifiziert (d. h. bei > 50 % keine Kategorieneinstufung).

Modelle rekonstruierter menschlicher Epidermis eignen sich zur Untersuchung von Feststoffen, Fliissigkeiten,
halbfesten Stoffe und Wachsen. Fliissigkeiten konnen wassrig oder nichtwissrig, Feststoffe wasserloslich oder
nicht wasserldslich sein. Feststoffe sollten nach Moglichkeit als Feinpulver getestet werden. Da 58 sorgfiltig aus-
gesuchte Substanzen, die ein breites Spektrum chemischer Klassen reprasentieren, in die Validierung der Tests
an Modellen rekonstruierter menschlicher Epidermis einbezogen wurden, wird davon ausgegangen, dass die
Methoden allgemeingiiltig, d. h. fur alle chemischen Klassen geeignet sind (16). Die Validierung betrifft 13 Reiz-
substanzen der Kategorie 2 des GHS-Systems. Es wird darauf hingewiesen, dass nicht veritzende Sauren, Lau-
gen, Salze und andere anorganische Stoffe nicht validiert wurden und dass einige bekannte Klassen organischer
Reizsubstanzen wie Hydroperoxide, Phenole und Tenside nicht oder nur begrenzt inbegriffen waren.

LEISTUNGSNACHWEIS

Bevor eine validierte Methode, die den Anforderungen der vorliegenden Priifmethode geniigt, routinemafig ange-
wandt werden kann, sollten Laboratorien anhand von zehn der in Tabelle 1 aufgefithrten Substanzen die tech-
nische Leistungsfihigkeit der Methode demonstrieren. Im Rahmen der vorliegenden Priifmethode gilt die
wahlfreie Kategorie 3 des UN-GHS-Systems nicht als Kategorie. Fiir im Rahmen der Priifmethode entwickelte
neuartige analoge Priifmethoden (,Me-Too“-Tests), die den validierten Referenzmethoden strukturell und funk-
tionell vergleichbar sind, oder fiir Anderungen validierter Methoden sollten zum Nachweis der Vergleichbarkeit
der Zuverlissigkeit und Genauigkeit der neuen Priifmethode, bevor diese fiir Regulierungszwecke eingesetzt wird,
die im Anhang zur vorliegenden Priifmethode beschriebenen Leistungsnormen zugrunde gelegt werden.

Tabelle 1

Leistungssubstanzen als Untergruppe der im Anhang aufgelisteten Referenzsubstanzen

Substanz CAS-Nummer In-vivo-Punktzahl Phyzsliliigflzher GHS-Kategorie
Naphthalen-Essigsaure 86-87-3 0 fest keine Kat.
Isopropanol 67-63-0 0,3 fliissig keine Kat.
Methylstearat 112-61-8 1 fest keine Kat.
Heptyl-Butyrat 5870-93-9 1,7 fliissig wabhlfrei Kat. 3
Hexyl-Salicylat 6259-76-3 2 fliissig wahlfrei Kat. 3
Cyclamenaldehyd 103-95-7 2,3 fliissig Kat. 2
1-Bromohexan 111-25-1 2,7 fliissig Kat. 2
Butylmethacrylat 97-88-1 3 fliissig Kat. 2
1-Methyl-3-Phenyl-1-Piperazin 5271-27-2 3,3 fest Kat. 2
Heptanal 111-71-7 4 fliissig Kat. 2

BESCHREIBUNG DER METHODE

Es folgt eine Beschreibung der Elemente und Verfahrensschritte eines Hautreizungstests an Modellen rekonstru-
ierter menschlicher Epidermis. Modelle rekonstruierter menschlicher Epidermis konnen kultiviert, pripariert oder
im Handel erworben werden (z. B. EpiSkin™, EpiDerm™ und SkinEthic RHE™). Standard-Testprotokolle fiir Epi-
Skin™, EpiDerm™ und SkinEthic RHE™ sind iiber http://ecvam.jrc.ec.europa.eu erhiltlich (21, 22, 23). Die Tes-
tungen sollten wie folgt durchgefiihrt werden:
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1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.2.1.

1.6.1.2.2.

1.6.1.2.3.

1.6.1.2.4.

1.6.1.2.5.

Elemente des Modells rekonstruierter menschlicher Epidermis
Allgemeine Modellbedingungen

Die Epithelschicht sollte aus normalen menschlichen Keratinozyten gebildet werden. Unter der funktionsfahigen
Hornschicht (stratum corneum) sollten mehrere Lagen lebensfahiger Epithelzellen (Basalzellschicht, Stachelzell-
schicht, Kornerzellschicht) vorhanden sein. Die Hornschicht sollte mehrlagig sein und das zur Erzeugung einer
funktionsfahigen Barriere, die robust genug ist, um das schnelle Eindringen zytotoxischer Markersubstanzen wie
Natriumdodecylsulfat (SDS) oder Triton X-100 zu verhindern, essenzielle Lipidprofil aufweisen. Die Barriere-
funktion kann entweder durch Bestimmung der Konzentration, in der eine Markersubstanz die Viabilitit der
Gewebe nach einer vorgegebenen Expositionsdauer um 50 % verringert (ICs,), oder durch Bestimmung der
Expositionszeit bewertet werden, die erforderlich ist, um die Zellviabilitit bei Anwendung der Markersubstanz
in einer vorgegebenen festen Konzentration um 50 % zu reduzieren (ET,). Das Modell muss riickhaltefahig
genug sein, um zu verhindern, dass Material rund um die Hornschicht in lebensfihiges Gewebe eindringt, was
zu einer mangelhaften Modellierung der Hautexposition fithren wiirde. Das Hautmodell sollte nicht mit Bakte-
rien, Viren, Mycoplasma oder Pilzen kontaminiert sein.

Bedingungen fiir das Funktionsmodell
Viabilitat

Die Viabilitit wird vorzugsweise anhand des MTT-Tests bestimmt (20). Die optische Dichte (OD) des aus dem
mit der Negativkontrolle (NK) behandelten Gewebe extrahierten (solubilisierten) Farbstoffs sollte mindestens dem
Zwanzigfachen der OD des Extraktionslosemittels allein entsprechen. Es ist protokollarisch festzuhalten, dass das
mit der NK behandelte Gewebe wihrend der Expositionszeit nachweislich in der Kultur stabil ist (d. h. es sollte
vergleichbare Viabilitdtsmesswerte aufweisen).

Barrierefunktion

Die Hornschicht und ihre Fettzusammensetzung sollten in der Lage sein, das schnelle Eindringen zytotoxischer
Markersubstanzen wie SDS oder Triton X-100, wie durch IC,, oder ETs, bestimmt, zu verhindern.

Morphologie

Die histologische Untersuchung der rekonstruierten Haut/Epidermis sollte durch entsprechend qualifiziertes Per-
sonal erfolgen, das nachweisen muss, dass das Modell eine der menschlichen Haut/Epidermis dhnliche Struktur
(einschlieSlich mehrlagiger Hornschicht) aufweist.

Reproduzierbarkeit

Die Methode sollte unter gleichen Modellbedingungen, vorzugsweise anhand einer geeigneten Chargenkontroll-
(Referenz-)substanz (siche Anhang), im Zeitverlauf nachweislich reproduzierbar sein.

Qualitdtskontrollen (QK) des Modells

Jede Charge des verwendeten Epidermis-Modells sollte bestimmten Freigabekriterien geniigen, von denen die Via-
bilitétskriterien (Absatz 1.6.1.2.1) und die Kriterien fiir die Barrierefunktion (Absatz 1.6.1.2.2) die wichtigsten
sind. Der Hersteller des Hautmodells (oder — bei Verwendung eines hauseigenen Modells — der Priifer) sollte
eine Akzeptanzspanne (oberer und unterer Grenzwert) fiir IC5,, oder ETs, festlegen. Das Labor sollte die Barriere-
eigenschaften der Gewebe nach deren Bezug tiberpriifen. Nur mit geeigneten Geweben erzielte Ergebnisse kom-
men fiir eine zuverldssige Vorhersage von Reizwirkungen in Frage. Beispiele fiir Akzeptanzspannen fiir die
validierten Referenzmethoden:

Tabelle 2

Beispiele fiir Chargenfreigabekriterien im Rahmen der Qualititskontrolle

Untere Akzeptanzgrenze Mittelwert Obere Akzeptanzgrenze
Validierte Referenzmethode 1 | IC;, = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC5, = 3,0 mg/ml
(18-stiindige Behandlung mit
SDS)
Validierte Referenzmethode 2 | ET;, = 4,8 Std. ETs, = 6,7 Std. ETs, = 8,7 Std.
(1 % Triton X-100)
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.1.5.

2.1.

Applikation der Priif- und Kontrollsubstanzen

Bei jeder Behandlung und fiir die Kontrollen sollte eine ausreichende Anzahl Gewebereplikate (mindestens drei
je Test) verwendet werden. Bei fliissigen und festen Substanzen sollte eine ausreichende Menge Priifsubstanz
gleichmifig auf die gesamte Hautoberfliche aufgetragen werden; unendliche Dosen (siehe 1.2 — Definitionen)
sind zu vermeiden, d. h. es sollten mindestens 25 uL/cm? bzw. 25 mg/cm? verwendet werden. Bei festen Stoffen
sollte die Epidermis-Oberflache vor der Applikation mit deionisiertem oder destilliertem Wasser angefeuchtet
werden, um guten Hautkontakt zu gewihrleisten. Feststoffe sollten nach Mdglichkeit als Feinpulver getestet wer-
den. Am Ende der Expositionszeit sollte die Priifsubstanz mit wissriger Pufferlosung oder 0,9 % NaCl von der
Haut abgewaschen werden. Je nachdem, welches Modell rekonstruierter menschlicher Epidermis verwendet
wurde, kann die Expositionszeit 15 bis 60 Minuten betragen und die Inkubationstemperatur zwischen 20
und 37 °C liegen. Fiir Einzelheiten sieche Standardvorgehensweise (Standard Operating Procedures) fiir die drei
Methoden (21, 22, 23).

Bei jeder Studie sollten parallel Negativkontrollen (NK) und Positivkontrollen (PK) verwendet werden, um nach-
weisen zu konnen, dass die Viabilitdt (NK), die Barrierefunktion und die resultierende Empfindlichkeit (PK) der
Gewebe innerhalb einer vorgegebenen historischen Akzeptanzspanne liegen. Als PK-Substanz wird 5 % wiss-
rige SDS empfohlen. Als NK-Substanzen empfehlen sich Wasser oder phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS).

Zellviabilitatsmessungen

Wichtigstes Element des Testprotokolls ist es, dass Viabilititsmessungen nicht unmittelbar nach dem Kontakt mit
den Priifsubstanzen, sondern nach einer ausreichend langen Inkubationszeit der abgespiilten Gewebe (nach der
Behandlung) in frischem Medium erfolgen. Wihrend dieser Zeit kann sich das Gewebe von milden Reiz-
wirkungen erholen bzw. deutliche zytotoxische Effekte konnen sich herausbilden. Wihrend der Phase der Test-
optimierung (9, 10, 11, 12, 13) hat sich eine Inkubationszeit von 42 Stunden nach der Behandlung als optimal
erwiesen und wurde daher bei der Validierung der Referenztestmethoden zugrunde gelegt.

Der MTT-Konversionstest ist eine validierte quantitative Methode, die zur Messung der zellularen Aktivitdt ange-
wandt werden sollte. Sie ist zur Anwendung in einem dreidimensionalen Gewebemodell geeignet. Die Hautprobe
wird fiir drei Stunden in eine MTT-Losung angemessener Konzentration (z. B. 0,3-1 mg/mL) gegeben. Das pri-
zipitierte blaue Formazan-Produkt wird anschlieend mit Hilfe eines Losemittels (z. B. Isopropanol, Sdure-
Isopropanol) aus dem Gewebe extrahiert, und die Formazan-Konzentration wird durch Bestimmung der OD bei
570 nm mittels eines Bandpasses von maximal + 30 nm gemessen.

Optische Eigenschaften der Priifsubstanz oder ihre chemische Wirkung auf den MTT koénnen mit dem Test inter-
ferieren und (weil die Priifsubstanz die Farbbildung sowohl verhindern oder umkehren als auch hervorrufen
kann) zu einer falschen Viabilitdtsschitzung fithren. Dies kann der Fall sein, wenn eine bestimmte Priifsubstanz
nicht komplett von der Haut abgewaschen wurde oder wenn sie in die Epidermis eindringt. Wirkt sich die Priif-
substanz unmittelbar auf den MTT aus, ist sie natiirlich gefarbt oder verfirbt sie sich wihrend der Gewebe-
behandlung, so sollten zum Nachweis und zur Behebung einer etwaigen Interferenz der Priifsubstanz mit der
Viabilitatsmesstechnik zusitzliche Kontrollen verwendet werden. Fiir eine genaue Beschreibung des Tests der
direkten MTT-Reduktion siche das Testprotokoll fur die validierten Referenzmethoden (21, 22, 23). Eine infolge
dieser Interferenzen eintretende unspezifische Farbung (non specific colour, NSC) sollte 30 % der NK (bei Behe-
bung) nicht tiberschreiten. Betragt die NSC > 30 %, so gilt die Priifsubstanz als nicht mit dem Test vereinbar.

Testakzeptanzkriterien

Bei jedem Test an giiltigen Chargen (siehe Absatz 1.6.1.2.5) sollten mit der Negativkontrolle behandelte Gewebe
OD-Werte aufweisen, die fiir die Gewebequalitdt nach abgeschlossenen Beférderungs- und Annahmevorgingen
und simtlichen Schritten des Reizungsprotokolls aussagekriftig sind. Die OD-Werte der Kontrollen sollten nicht
unter historisch etablierten niedrigeren Grenzwerten liegen. Gleichermafen sollten mit der Positivkontrolle, d. h.
5 % wissrige SDS, behandelte Gewebe die verbleibende Empfindlichkeit der Gewebe und ihre Fihigkeit reflek-
tieren, unter den Bedingungen jedes einzelnen Tests (z. B. Viabilitit < 40 % bei der validierten Referenzmethode 1
und < 20 % bei der validierten Referenzmethode 2) auf eine Reizsubstanz zu reagieren. Es sollten entsprechende
und geeignete Mafe der Variabilitit zwischen Gewebereplikaten festgelegt werden (Beispiel: soweit Standardab-
weichungen verwendet werden, sollten sie < 18 % betragen).

DATEN

DATEN

Fiir jede Behandlung sollten Daten aus einzelnen Replikattestproben (z. B. OD-Werte und Daten iiber die berech-
nete prozentuale Zellviabilitt fiir jede Priifsubstanz, einschlieSlich Einstufung), gegebenenfalls auch Daten aus
Wiederholungsversuchen, tabellarisch mitgeteilt werden. Dariiber hinaus sollten fiir jeden Versuch der Mittel-
wert * Standardabweichung und fiir jede gepriifte Substanz festgestellte Interaktionen mit dem MTT-Reagens und
Testfarbstoffen tibermittelt werden.
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2.2.

3.1.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Die fiir die einzelnen Testproben erzielten OD-Werte konnen zur Berechnung der prozentualen Viabilitit im Ver-
gleich zur Negativkontrolle, die auf 100 % festgesetzt ist, herangezogen werden. Der Schwellenwert der prozen-
tualen Viabilitdt, der zwischen Reizstoff und nicht klassifizierten Priifsubstanzen unterscheidet, und das (die)
statistische(n) Verfahren zur Auswertung der Ergebnisse und zur Identifizierung von Reizstoffen sollten genau
definiert und protokolliert werden und nachweislich geeignet sein. Die Schwellenwerte fiir die Vorhersage der
Reizung im Rahmen der validierten Referenzmethoden sind nachstehend angegeben:

Die Priifsubstanz gilt als hautreizend im Sinne von Kategorie 2 des UN-GHS-Systems,

i) wenn die Gewebeviabilitit nach der Exposition und der Inkubation nach der Behandlung weniger als oder
gleich (<) 50 % betragt.

Die Priifsubstanz fallt in keine Kategorie,

ii) wenn die Gewebeviabilitdt nach der Exposition und der Inkubation nach der Behandlung mehr als (>) 50 %
betragt.

BERICHTERSTATTUNG

TESTBERICHT

Der Testbericht sollte folgende Informationen enthalten:

Priif- und Kontrollsubstanzen:

— chemische Bezeichnung(en) wie [IUPAC oder CAS-Bezeichnung und CAS-Nummer, soweit bekannt;
— Reinheit und Zusammensetzung der Substanz (in Gewichtsprozent);

— physikalisch-chemische Eigenschaften (z. B. physikalischer Zustand, Stabilitit und Fliichtigkeit, pH-Wert,
Wasserloslichkeit, soweit bekannt), die fur die Durchfithrung der Studie relevant sind;

— Behandlung der Priif-/Kontrollsubstanzen vor dem Test, sofern relevant (z. B. Erwdrmen, Mahlen);

— Lagerbedingungen.

Griinde fur die Verwendung des betreffenden Hautmodells und Protokolls.

Testbedingungen:

— verwendetes Zellsystem;

—  Eichdaten fiir das Messgerdt und den Bandpass zur Messung der Zellviabilitdt (z. B. Spektrofotometer);

— umfassende Begleitdokumentation fiir das betreffende Hautmodell, einschlieflich seiner Leistung; die Doku-
mentation sollte folgende Angaben umfassen, aber nicht darauf begrenzt sein:

i)  Viabilitit,

ii)  Barrierefunktion,

i) Morphologie,

iv) Reproduzierbarkeit und Pradiktivitit,

v)  Qualititskontrollen (QK) des Modells;
— Angaben zum Testprotokoll;

— verwendete Testdosen, Dauer der Exposition und der Inkubationszeit nach der Behandlung;
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Beschreibung etwaiger Anderungen des Testprotokolls;

Verweis auf historische Modelldaten; diese Information sollten folgende Angaben umfassen, aber nicht dar-
auf begrenzt sein:

i)  Akzeptanz der QK-Daten mit Verweis auf historische Chargendaten;

ii)  Akzeptanz der Positiv- und Negativkontrollwerte mit Verweis auf die Mittelwerte und Spannbreiten
der Positiv- und Negativkontrollen.

Beschreibung der angewandten Auswertungskriterien, einschlielich Griinde fiir die Wahl des (der)
Schwellenwerte(s) fiir das Vorhersagemodell.

Ergebnisse:

tabellarische Darstellung der Daten aus Einzelproben;

Beschreibung sonstiger beobachteter Wirkungen.

Diskussion der Ergebnisse.

Schlussfolgerungen.
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Anlage

Bewertung der Leistungsmerkmale der fiir Hautreizungstests vorgeschlagenen Modelle in vitro-rekonstruierter
menschlicher Epidermis

EINLEITUNG

Zur Bewertung der Zuverlassigkeit und Genauigkeit der fiir die Anwendung im Rahmen der vorliegenden Priifmethode vor-
geschlagenen Verfahren sollten Substanzen verwendet werden, die das gesamte Reizwertspektrum nach Draize reprisentie-
ren. Bei der Bewertung anhand der 20 empfohlenen Referenzsubstanzen (Tabelle 2) sollten die vorgeschlagenen Verfahren
Zuverlissigkeits- und Genauigkeitswerte aufzeigen, die denen der validierten Referenzmethode 1 (Tabelle 3) entsprechen (1).
Die angestrebten Zuverldssigkeits- und Genauigkeitsnormen sind in den nachstehenden Abschnitten II und III vorgegeben.
Nicht eingestufte Substanzen und (in Kategorie 2 des UN-GHS-Systems) eingestufte Substanzen relevanter chemischer Klas-
sen werden einbezogen, um die Zuverldssigkeit und Leistung (Empfindlichkeit, Spezifitit, Falsch-negativ-/Falsch-positiv-
Raten und Genauigkeit) der vorgeschlagenen Priifmethode mit denen der validierten Referenzmethode 1 vergleichen zu
konnen. Die Zuverldssigkeit der Priifmethode sowie ihre Fahigkeit, Reizstoffe der Kategorie 2 des UN-GHS-Systems korrekt
zu identifizieren, sollten bestimmt werden, bevor die Methode zur Testung neuer Substanzen eingesetzt wird.

LEISTUNGSNORMEN

Die Leistungsnormen umfassen die drei folgenden Elemente: i) wesentliche Elemente der Priifmethode, ii) Referenzsubstanzen
und iii) vorgegebene Genauigkeits- und Zuverlassigkeitswerte (2). Diese Normen beruhen auf den im Anschluss an die
ECVAM-Hautreizungsvalidierungsstudie aufgestellten Leistungsnormen (3).

) Wesentliche Elemente der Priifmethode

Allgemeine Modellbedingungen

Die Epithelschicht sollte aus normalen menschlichen Keratinozyten gebildet werden. Unter der funktionsfahigen Horn-
schicht (stratum corneum) sollten mehrere Lagen lebensfihiger Epithelzellen (Basalzellschicht, Stachelzellschicht, Kérner-
zellenschicht) vorhanden sein. Die Hornschicht sollte mehrlagig sein und das zur Erzeugung einer funktionsfihigen
Barriere, die robust genug ist, um das schnelle Eindringen zytotoxischer Markersubstanzen wie Natriumdodecylsulfat
(SDS) oder Triton X-100 zu verhindern, essenzielle Lipidprofil aufweisen. Die Barrierefunktion kann entweder durch
Bestimmung der Konzentration, in der eine Markersubstanz die Viabilitit der Gewebe nach einer vorgegebenen
Expositionsdauer um 50 % verringert (ICs,), oder durch Bestimmung der Expositionszeit bewertet werden, die erfor-
derlich ist, um die Zellviabilitit bei Anwendung der Markersubstanz in einer vorgegebenen festen Konzentration um
50 % zu reduzieren (ET,). Das Modell muss riickhaltefihig genug sein, um zu verhindern, dass Material rund um die
Hornschicht in lebensfihiges Gewebe eindringt, was zu einer mangelhaften Modellierung der Hautexposition fithren
wiirde. Das Hautmodell sollte nicht mit Bakterien, Viren, Mycoplasma oder Pilzen kontaminiert sein.

Bedingungen fiir das Funktionsmodell
Viabilitat

Die Viabilitit wird vorzugsweise anhand des MTT-Tests bestimmt (4). Die optische Dichte (OD) des aus dem mit der
Negativkontrolle (NK) behandelten Gewebe extrahierten (solubilisierten) Farbstoffs sollte mindestens dem Zwanzig-
fachen der OD des Extraktionslsemittels allein entsprechen. Es ist protokollarisch festzuhalten, dass das mit der NK
behandelte Gewebe wihrend der Expositionszeit nachweislich in der Kultur stabil ist (d. h. es sollte vergleichbare Via-
bilititsmesswerte aufweisen).

Barrierefunktion

Die Hornschicht und ihre Fettzusammensetzung sollten in der Lage sein, das schnelle Eindringen zytotoxischer Marker-
substanzen wie SDS oder Triton X-100, wie durch ICs, oder ET5, bestimmt, zu verhindern.

Morphologie

Die histologische Untersuchung der rekonstruierten Haut/Epidermis sollte durch entsprechend qualifiziertes Personal
erfolgen, das nachweisen muss, dass das Modell eine der menschlichen Haut/Epidermis dhnliche Struktur (einschlief3-
lich mehrlagiger Hornschicht) aufweist.
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Reproduzierbarkeit

Die Methode sollte unter gleichen Modellbedingungen, vorzugsweise anhand einer geeigneten Chargenkontroll-
(Referenz-)substanz (siche Definitionen in Abschnitt 1.2), im Zeitverlauf nachweislich reproduzierbar sein.

Qualitdtskontrollen (QK) des Modells

Jede Charge des verwendeten Epidermis-Modells sollte bestimmten Freigabekriterien geniigen, von denen die Viabili-
titskriterien und die Kriterien fur die Barrierefunktion die wichtigsten sind. Der Hersteller des Hautmodells (oder — bei
Verwendung eines hauseigenen Modells — der Priifer) sollte eine Akzeptanzspanne (oberer und unterer Grenzwert) fiir
IC5, oder ETs,, festlegen. Das Labor sollte die Barriereeigenschaften der Gewebe nach deren Bezug tiberpriifen. Nur mit
geeigneten Geweben erzielte Ergebnisse kommen fiir eine zuverldssige Vorhersage von Reizwirkungen in Frage. Bei-
spiele fiir Akzeptanzspannen fir die validierten Referenzmethoden:

Tabelle 1

Beispiele fiir Chargenfreigabekriterien im Rahmen der Qualititskontrolle

Untere Akzeptanzgrenze Mittelwert Obere Akzeptanzgrenze
Validierte Referenzmethode 1 IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC54 = 3,0 mg/ml
(18-stiindige Behandlung mit
SDS)
Validierte Referenzmethode 2 ETs, = 4,8 Std. ETs, = 6,7Std. ETs, = 8,7 Std.
(1 % Triton X-100)

Referenzsubstanzen

Unm festzustellen, ob Genauigkeit und Zuverlissigkeit vorgeschlagener neuartiger Priifmethoden fiir Testungen an in vitro
rekonstruierten Modellen menschlicher Epidermis, die den validierten Referenzmethoden strukturell und funktionell
nachweislich dhneln oder die sich nur unwesentlich von einer validierten Referenzmethode unterscheiden, unter
Leistungsgesichtspunkten mit der validierten Referenzmethode 1 vergleichbar sind, werden Referenzsubstanzen ver-
wendet (1). Die in Tabelle 2 aufgelisteten 20 Referenzsubstanzen umfassen Substanzen unterschiedlicher chemischer
Klassen sowie Substanzen der Kategorie 2 des UN-GHS-Systems. Die Liste umfasst 10 Substanzen der Kategorie 2 des
UN-GHS-Systems, 3 Substanzen der Kategorie 3 des UN-GHS-Systems sowie 7 nicht eingestufte Substanzen. Im Rah-
men dieser Priifmethode gilt die wahlfreie Kategorie 3 nicht als Kategorie. Diese Referenzsubstanzen entsprechen der
Mindestanzahl Substanzen, die zur Beurteilung der Genauigkeit und Zuverldssigkeit einer vorgeschlagenen Methode fiir
Hautreizungstests an Modellen rekonstruierter menschlicher Epidermis verwendet werden sollten. In Fillen, in denen
eine in der Liste gefithrte Substanz nicht verfiigbar ist, konnten andere Substanzen, fiir die angemessene in-vivo-
Referenzdaten vorliegen, verwendet werden. Falls erwiinscht, kann die Mindestliste der Referenzsubstanzen um zusatz-
liche Substanzen anderer chemischer Klassen, fiir die angemessene in-vivo-Referenzdaten vorliegen, erginzt werden, um
die Genauigkeit der vorgeschlagenen Priifmethode noch genauer beurteilen zu kénnen.

Tabelle 2

Referenzsubstanzen zur Bestimmung der Genauigkeits- und Zuverlissigkeitswerte fiir Modelle
rekonstruierter menschlicher Epidermis

s
1-Bromo-4-Chlorobutan 6940-78-9 | 230-089-3 L 0 Kat. 2 keine Kat.
Diethyl-Phthalat 84-66-2 | 201-550-6 L 0 keine Kat. | keine Kat.
Naphthalin-Essigsaure 86-87-3 | 201-705-8 S 0 Keine Kat. | keine Kat.
Allyl-Phenoxyacetat 7493-74-5 | 231-335-2 L 0,3 keine Kat. | keine Kat.
Isopropanol 67-63-0 | 200-661-7 L 0,3 keine Kat. | keine Kat.
4-Methyl-Thio-Benzaldehyd 3446-89-7 | 222-365-7 L 1 Kat. 2 keine Kat.
Methylstearat 112-61-8 | 203-990-4 S 1 keine Kat. | keine Kat.
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" Physikalischer In-vivo- GHS-in-vitro- | GHS-in-vivo-
Substanz () CAS-Nr. EINECS-Nr. Zustand Punktezahl Kat. Kat.
Hepty-Butyrat 5870-93-9 | 227-526-5 L 1,7 keine Kat. | wahlfrei
Kat. 3
Hexyl-Salicylat 6259-76-3 | 228-408-6 L 2 keine Kat. | wahlfrei
Kat. 3
Tri-Isobutylphosphat 126-71-6 | 204-798-3 L 2 Kat. 2 wahlfrei
Kat. 3
1-Decanol 112-30-1 | 203-956-9 L 2,3 Kat. 2 Kat. 2
Cyclamenaldehyd 103-95-7 | 203-161-7 L 2,3 Kat. 2 Kat. 2
1-Bromhexan 111-25-1 | 203-850-2 L 2,7 Kat. 2 Kat. 2
2-Chloromethyl-3,5-Dimethyl-| 86604-75-3 | 434-680-9 S 2,7 Kat. 2 Kat. 2
4-Methoxypyridin-
Hydrochlorid
a—Terpineol 98-55-5 202-680-6 L 2,7 Kat. 2 Kat. 2
Di-n-Propyldisulfid 629-19-6 | 211-079-8 L 3 keine Kat. | Kat. 2
Butylmethacrylat 97-88-1 | 202-615-1 L 3 Kat. 2 Kat. 2
Benzenethiol, 7340-90-1 | 438-520-9 L 3,3 Kat. 2 Kat. 2
5-(1,1-Dimethylethyl)-2-
Methyl
1-Methyl-3-Phenyl-1-Piperazin| ~ 5271-27-2 | 431-180-2 3,3 Kat. 2 Kat. 2
Heptanal 111-71-7 | 203-898-4 L 4 Kat. 2 Kat. 2

() Die 20 Referenzsubstanzen umfassen eine reprasentative Auswahl aus den 58 Substanzen, die urspriinglich zur Validierung der
Referenzmethode 1 (EpiSkin™) verwendet wurden. Eine vollstindige Liste der Priifsubstanzen und der Auswahlkriterien liegt vor (5).

Die in Tabelle 2 aufgelisteten Substanzen entsprechen einer reprisentativen Auswahl aus 58 Substanzen, die in der inter-
nationalen ECVAM-Hautreizungsvalidierungsstudie (1) verwendet werden. Die Wahl erfolgte nach folgenden Kriterien:

— Die Substanzen sind im Handel erhiltlich;

— sie sind reprisentativ fiir das gesamte Spektrum der Draize-Reizungswerte (die von nicht reizend bis stark reizend
reichen);

— sie haben eine gut definierte chemische Struktur;

— sie sind représentativ fir die Reproduzierbarkeit und Vorhersagefihigkeit der validierten Methode, wie in der
ECVAM-Validierungsstudie ermittelt;

— sie sind reprasentativ fur die im Validierungsprozess verwendete chemische Funktionalitit;

—  sie sind weder mit einem extremen toxischen Profil (z. B. karzinogen oder toxisch fiir das Fortpflanzungssystem)
noch mit untragbaren Entsorgungskosten verbunden.

Vorgegebene Genauigkeits- und Zuverlissigkeitswerte

Die Leistung (Empfindlichkeit, Spezifitit, Falsch-negativ-Rate, Falsch-positiv-Rate und Genauigkeit) der vorgeschlage-
nen Priifmethode sollten denen der validierten Referenzmethode 1 (Tabelle 3) vergleichbar sein, d. h. die Empfindlich-
keit sollte gleich oder hoher als () 80 %, die Spezifitit gleich oder hoher als (=) 70 % und die Genauigkeit gleich oder
hoher als () 75 % sein. Die Leistung sollte anhand simtlicher Klassifizierungen, die in den verschiedenen Teilnehmer-
laboratorien fiir die 20 Substanzen erzielt wurden, berechnet werden. Die Klassifizierung der verschiedenen Substan-
zen in den einzelnen Laboratorien sollte auf Basis des durchschnittlichen Viabilititswertes bei den verschiedenen Tests
(mindestens drei giiltige Tests) erfolgen.
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Tabelle 3

Leistung der validierten Referenzmethode 1 (')

. Anzahl Empfind- . Falsch- Falsch- Lo
Priifimethode Substanzen lichkeit Spezifitat negativ-Rate positiv-Rate Genauigkeit
Validierte Referenz- 58 87,2% (3 71,1% (3) 12,8 % 29,9 % 74,7 %
methode 1 (1)
validierte Referenz- 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %
methode 1 (1)

(1) Episkin™.
(?) Auf Basis von 13 Reizsubstanzen der Kategorie 2 des GHS-Systems.
(%) Auf Basis von 45 Reizsubstanzen der Kategorie 3 des GHS-Systems oder nicht GHS-eingestufte Substanzen.

Die Zuverldssigkeit der vorgeschlagenen Priifmethode sollte mit der Zuverlassigkeit der validierten Referenzmethoden
vergleichbar sein.

Intra-Labor-Reproduzierbarkeit

Eine Bewertung der Intra-Labor-Variabilitit sollte eine Ubereinstimmung der von einem einzigen Labor bei verschie-
denen unabhingigen Tests der 20 Referenzsubstanzen erzielten Klassifizierungen (Kategorie 2/keine Kategorie) von
> 90 % ergeben.

Inter-Labor-Reproduzierbarkeit

Eine Bewertung der Inter-Labor-Reproduzierbarkeit ist nicht wesentlich, wenn die vorgeschlagene Priifmethode nur in
einem Labor angewandt werden soll. Beim Methodentransfer zwischen Laboratorien sollte die Ubereinstimmung der
bei verschiedenen unabhingigen Tests der 20 Referenzsubstanzen, die vorzugsweise zwischen mindestens drei Labo-
ratorien durchgefiihrt werden, erzielten Klassifizierungen (Kategorie 2 keine Kategorie) = 80 % betragen.

LITERATUR

Spielmann, H., Hoffmann, S., Liebsch, M., Botham, P., Fentem, J., Eskes, C., Roguet, R., Cotovid, J., Cole, T., Worth, A.,
Heylings, J., Jones, P., Robles, C., Kanddrovd, H., Gamer, A., Remmele, M., Curren, R., Raabe, H., Cockshott, A., Gerner,
L. and Zuang, V. (2007). The ECVAM International Validation Study on In Vitro Tests for Acute Skin Irritation: Report
on the Validity of the EPISKIN and EpiDerm Assays and on the Skin Integrity Function Test. ATLA 35, S. 559-601.

OECD (2005) Guidance Document No. 34 on the validation and international acceptance of new or updated test
methods for hazard assessment. OECD, Paris.

ECVAM (2007) Performance Standards for applying human skin models to in vitro skin irritation. Abrufbar unter Down-
load Study Documents: http://ecvam.jrc.ec.europa.eu. Letzter Zugriff am 27.10.2008.

Mosman, T. (1983) Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to proliferation and cytoto-
xicity assays. Journal of Immunological Methods 65, S. 55-63.

Eskes, C., Cole, T., Hoffmann, S., Worth, A., Cockshott, A., Gerner, 1. & Zuang. V (2007) ECVAM International Vali-
dation Study on In Vitro Tests for Acute Skin Irritation: Selection of Test Chemicals. ATLA 35, S. 603-619.

(") Tabelle 3 zeigt die Leistung der validierten Referenzmethode 1 in Bezug auf ihre Fihigkeit, fiir die 58 bzw. 20 Referenzsubstanzen

(Tabelle 2) Reizsubstanzen (der Kategorie 2 des UN-GHS-Systems) und nicht klassifizierte Substanzen (keine Kategorie, einschlieflich der
wahlfreien Kategorie 3) korrekt zu identifizieren.



L 220/36 Amtsblatt der Europaischen Union 24.8.2009

ANHANG IV

C.3. SUSSWASSERALGEN UND CYANOBAKTERIEN: WACHSTUMSINHIBITIONSTEST

1. METHODE

Diese Methode entspricht der Priifrichtlinie OECD TG 201 (2006) (1).

1.1. EINLEITUNG

Die Priifmethoden werden regelmifig unter Beriicksichtigung des wissenschaftlichen Fortschritts tiberarbeitet und
aktualisiert. Priifmethode C.3 musste unter Einbeziechung weiterer Arten und unter Beriicksichtigung der Anforde-
rungen an die Risikobewertung und Klassifizierung chemischer Stoffe iiberarbeitet werden. Die Uberarbeitung
wurde auf der Grundlage umfassender praktischer Erfahrungen sowie des wissenschaftlichen Fortschritts im Zusam-
menhang mit Untersuchungen zur Algentoxizitit und der weit reichenden Anwendung entsprechender Rechtsvor-
schriften seit Annahme der urspriinglichen Fassung vorgenommen.

1.2 BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Im Zusammenhang mit dieser Priifmethode werden die folgenden Begriffsbestimmungen zugrunde gelegt und fol-
gende Abkiirzungen verwendet:

Biomasse: Trockengewicht lebenden Materials einer Population bezogen auf ein vorgegebenes Volumen (z. B. mg
Algen/Liter Testlosung); gewohnlich wird ,Biomasse” definiert als Masse; in Verbindung mit dieser Priifung wird
der Begriff allerdings zur Bezeichnung einer Masse pro Volumen verwendet. Typischerweise werden Surrogate fiir
die betreffende Biomasse (z. B. Zellgehalt oder Fluoreszenz) gemessen; entsprechend bezieht sich der Begriff ,Bio-
masse” auch auf diese Surrogatparameter.

Variationskoeffizient: ein dimensionsloses Maf fiir die Verdnderlichkeit eines Parameters; definiert als Verhiltnis
der Standardabweichung vom Mittelwert; der Variationskoeffizient kann auch als Prozentwert ausgedriickt wer-
den. Der mittlere Variationskoeffizient der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate sollte bei
Wiederholungs-Kontrollkulturen wie folgt berechnet werden:

1. Der Variationskoeffizient in Prozent (VK %) der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate ist aus den
taglichen bzw. abschnittsbezogenen Wachstumsraten der entsprechenden Wiederholungen zu beziehen.

2. Aufgrund des Mittelwertes aller in Punkt 1 berechneten Werte ist der mittlere Variationskoeffizient der
taglichen/abschnittsbezogenen Wachstumsraten der Kulturen in den Wiederholungen zu bestimmen.

EC,: Konzentration der Priifsubstanz aufgelost im Priifmedium, bei der das Wachstum des Testorganismus binnen
einer bestimmten Expositionsdauer (die ausdriicklich anzugeben ist, wenn die Expositionsdauer nicht mit der voll-
standigen oder gewohnlichen Dauer der Priifung iibereinstimmt) um x % (z. B. 50 %) abnimmt; um eindeutig anzu-
geben, ob ein EC-Wert aus der Wachstumsrate (growth rate) oder aus dem Zellertrag (yield) abgeleitet wurde,
werden die Kurzbezeichnungen ,E,C* und ,E,C* verwendet.

Nihrmedium: gesamtes synthetisches Kulturmedium, in dem die zu priifenden Algen wachsen, wenn sie der Priif-
substanz ausgesetzt werden; die Priifsubstanz wird im Allgemeinen im Priiffmedium aufgelost.

Wachstumsrate (durchschnittliche spezifische Wachstumsrate): logarithmische Zunahme der Biomasse wih-
rend der Expositionsdauer.

Niedrigste Konzentration mit beobachteter Wirkung (LOEC): niedrigste gepriifte Konzentration, bei der
beobachtet wurde, dass die Substanz binnen einer bestimmten Expositionsdauer gegeniiber der Kontrollprobe eine
statistisch signifikante Wachstumsreduzierung bewirkt (bei p < 0,05); allerdings miissen sdmtliche Test-
konzentrationen iiber der LOEC schédliche Folgen haben, die mindestens den bei der LOEC beobachteten schad-
lichen Folgen gleichwertig sind. Wenn diese beiden Bedingungen nicht erfiillt werden konnen, ist umfassend
darzulegen, warum die LOEC (und entsprechend die NOEC) gewihlt wurde.

Héchste gepriifte Konzentration ohne beobachtete schidliche Wirkung (NOEC): Testkonzentration unmit-
telbar unterhalb der LOEC.
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1.3.

1.4.

1.5.

Reaktionsvariable: Variable fiir die geschitzte Toxizitit, abgeleitet aus beliebigen gemessenen Parametern zur
Beschreibung der Biomasse durch verschiedene Berechnungsmethoden; bei dieser Methode sind Wachstumsrate
und Zellertrag Reaktionsvariablen, die aus der direkten Messung der Biomasse oder einer Messung eines der genann-
ten Surrogate abgeleitet werden.

Spezifische Wachstumsrate: Reaktionsvariable, die sich aus dem Quotienten der Differenz der natiirlichen Log-
arithmen eines beobachteten Parameters (bei dieser Priifmethode die Biomasse) und dem betreffenden Zeitraum
ergibt.

Zellertrag: Wert einer Messvariable am Ende der Expositionsdauer abziiglich des Wertes der Messvariablen zu
Beginn der Expositionsdauer als Mafs fiir die Zunahme der Biomasse wihrend der Priifung.

ANWENDBARKEIT DER PRUFMETHODE

Diese Priifmethode ist am einfachsten bei wasserloslichen Substanzen anzuwenden, die unter den Priifbedingun-
gen voraussichtlich im Wasser gelost bleiben. Zum Priifen von fliichtigen, stark adsorbierenden, farbigen und
schlecht in Wasser 16slichen Substanzen sowie von Substanzen, die sich auf die Verfiigbarkeit von Nahrstoffen oder
Mineralien im Priifmedium auswirken konnen, sind am beschriebenen Verfahren unter Umstinden gewisse Ande-
rungen vorzunehmen (z. B. die Herstellung eines geschlossenen Systems oder eine besondere Vorbereitung der Priif-
gefifle). Hinweise zu verschiedenen Anderungen sind den Quellen (2), (3) und (4) zu entnehmen.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Mit dieser Priifung sollen die Auswirkungen einer Substanz auf das Wachstum von Siifwassermikroalgen und/oder
Cyanobakterien bestimmt werden. Exponentiell wachsende Testorganismen werden iiber einen Zeitraum von im
Allgemeinen 72 Stunden in Batch-Kulturen der Priifsubstanz ausgesetzt. Trotz der verhdltnismafig kurzen Test-
dauer konnen die Auswirkungen iiber mehrere Generationen beurteilt werden.

Die Systemreaktion besteht in der Verringerung des Wachstums einer Reihe von Algenkulturen (Versuchseinheiten),
die einer Priifsubstanz in unterschiedlichen Konzentrationen ausgesetzt wurden. Diese Reaktion wird dann in
Abhingigkeit von der Expositionskonzentration gegeniiber dem durchschnittlichen Wachstum in zur Wiederho-
lung verwendeten Kontrollkulturen bewertet, die der betreffenden Substanz nicht ausgesetzt waren. Um die System-
reaktion auf toxische Auswirkungen (optimale Empfindlichkeit) umfassend beschreiben zu konnen, wird ein
unbegrenztes exponentielles Wachstum der Kulturen bei hinreichender Erndhrung und kontinuierlicher Beleuch-
tung iiber einen ausreichenden Zeitraum ermoglicht, damit anschlieend die Verringerung der spezifischen Wachs-
tumsrate gemessen werden kann.

Wachstum und Wachstumshemmung werden durch zeitabhingige Messung der Biomasse der Algen bestimmt. Die
Biomasse der Algen wird als Trockengewicht pro Volumen ausgedriickt (z. B. in mg Algen/Liter Testlosung). Das
Trockengewicht ist jedoch schwer zu messen; daher werden Surrogatparameter verwendet. Haufigster Surrogat-
parameter ist der Zellgehalt. Weitere Surrogatparameter sind das Zellvolumen, die Fluoreszenz, die optische Dichte
usw. Ein Faktor fuir die Umrechnung zwischen dem gemessenen Surrogatparameter und der Biomasse sollte bekannt
sein.

Der Endpunkt des Tests ist die Wachstumshemmung, ausgedriickt als logarithmische Zunahme der Biomasse
(durchschnittliche spezifische Wachstumsrate) wihrend der Expositionsdauer. Aus den in einer Reihe von Test-
16sungen erfassten durchschnittlichen spezifischen Wachstumsraten wird die Konzentration bestimmt, bei der sich
eine spezifizierte Hemmung der Wachstumsrate von x % (z. B. 50 %) ergibt; diese Konzentration wird als E.C,
bezeichnet (z. B. E,C5).

Bei der Anwendung dieser Methode im Rahmen des Gemeinschaftsrechts sollte die Ergebnisberechnung aus den
im nachfolgenden Abschnitt 2.2 dargelegten Griinden auf einer durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate
basieren. Bei dieser Priifmethode wird als weitere Reaktionsvariable der Zellertrag verwendet; diese Variable kann
erforderlich sein, damit in manchen Landern bestimmte mafgebliche Rechtsvorschriften erfiillt werden. Der Zell-
ertrag wird definiert als Biomasse am Ende der Expositionsdauer abziiglich der Biomasse zu Beginn der Expositions-
dauer. Aus dem in einer Reihe von Testlosungen erfassten Zellertrag wird die Konzentration berechnet, bei der sich
eine spezifizierte Hemmung des Zellertrags (z. B. um 50 %) ergibt; diese Konzentration wird als E,C, angegeben
(z. B.E,Cs).

Auferdem konnen die niedrigste Konzentration mit beobachteter Wirkung (LOEC) und die hochste gepriifte Kon-
zentration ohne beobachtete schiddliche Wirkung (NOEC) statistisch bestimmt werden.

INFORMATIONEN ZUR PRUFSUBSTANZ

Informationen zur Priifsubstanz, die bei der Bestimmung der Priifbedingungen hilfreich sein konnten, sind z. B. die
Strukturformel, die Reinheit, die Lichtbestindigkeit, die Bestindigkeit unter den Priifbedingungen, das
Lichtabsorptionsverhalten, pKa und die Ergebnisse von Transformationsstudien (u. a. die Ergebnisse von Studien
zur biologischen Abbaubarkeit in Wasser).
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1.6.

1.7.

1.8.

1.8.1.

Die Wasserloslichkeit, der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient (P,,) und der Dampfdruck der Priifsubstanz soll-
ten bekannt sein, eine validierte Methode zur Quantifizierung der Substanz in den Testlosungen mit bekannten Wie-
derfindungsraten und mit bekannter Nachweisgrenze sollte verfiigbar sein.

REFERENZSUBSTANZ

Um das Priifverfahren zu testen, konnen Referenzsubstanzen wie z. B. das im internationalen Ringtest (4) verwen-
dete 3,5-Dichlorphenol gepriift werden. Fiir Griinalgen kann auch Kaliumdichromat als Referenzsubstanz verwen-
det werden. Nach Maglichkeit sollten Referenzsubstanzen mindestens zweimal jahrlich getestet werden.

VALIDITAT DES TESTS
Damit ein Test als giiltig gewertet werden kann, sollten die folgenden Kriterien erfiillt sein:

— Die Biomasse der Kontrollkulturen sollte binnen der 72-stiindigen-Testdauer exponentiell um einen Faktor von
mindestens 16 gewachsen sein. Dieses Wachstum entspricht einer spezifischen Wachstumsrate von 0,92 d ™.
Bei den am hiufigsten verwendeten Arten ist die Wachstumsrate im Allgemeinen erheblich grofer (siche
Anlage 1). Dieses Kriterium wird unter Umstdnden nicht erfiillt, wenn Arten verwendet werden, die langsa-
mer wachsen als die in Anlage 1 genannten Arten. In diesem Fall sollte die Testdauer so verlingert werden,
dass ein mindestens 16faches Wachstum der Kontrollkulturen gewihrleistet ist; dabei muss das Wachstum
wihrend der gesamten Testdauer exponentiell erfolgen. Die Testdauer kann bis auf eine Mindestdauer von
48 Stunden verkiirzt werden, damit wihrend des Tests ein unbegrenztes exponentielles Wachstum aufrecht-
erhalten wird; Voraussetzung ist jedoch, dass ein Multiplikationsfaktor von mindestens 16 erreicht wird.

— Der mittlere Variationskoeffizient der abschnittsbezogenen spezifischen Wachstumsraten (Tage 0-1, 1-2
und 2-3 bei 72-stiindigen Tests) der Kontrollkulturen (siche Abschnitt 1.2 Absatz ,Variationskoeffizient“) darf
maximal 35 % betragen. Zur Berechnung der abschnittsbezogenen spezifischen Wachstumsrate sind die Hin-
weise in Abschnitt 2.2.1 Absatz 2 zu beachten. Dieses Kriterium gilt fiir den mittleren Variationskoeffizienten,
der fiir zur Wiederholung verwendete Kontrollkulturen berechnet wurde.

—  Der Variationskoeffizient der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsraten wahrend der gesamten Test-
dauer darf bei den zur Wiederholung verwendeten Kontrollkulturen in Tests mit Pseudokirchneriella subcapitata
und Desmodesmus subspicatus hochstens 7 % betragen. Bei weniger hiufig in Tests verwendeten Arten sollte der
Wert hochstens 10 % betragen.

BESCHREIBUNG DER METHODE
Apparatur

TestgefifSe und sonstige Apparaturen, die mit den Testlosungen in Berithrung kommen, sollten vollstandig aus Glas
oder einem sonstigen chemisch inerten Material bestehen. Die Komponenten sollten griindlich gespiilt werden, um
sicherzustellen, dass keine organischen oder anorganischen Verunreinigungen das Algenwachstum oder die Zusam-
mensetzung der Testlosungen beeintrachtigen konnen.

Als Priifgefiffe kommen im Allgemeinen Glaskolben mit Abmessungen in Betracht, die wihrend des Tests ein hin-
reichendes Kulturvolumen und einen hinreichenden CO,-Transfer aus der Umgebungsluft gewéhrleisten (siche
Abschnitt 1.8.9 Absatz 2). Das Fliissigkeitsvolumen muss fiir analytische Bestimmungen hinreichend sein (siche
Abschnitt 1.8.11 Absatz 5).

Auflerdem werden unter Umstinden die folgenden Geridte benotigt:

— Kulturapparatur: Empfohlen werden ein Schrank oder eine Kammer, in dem bzw. in der die gewihlte
Inkubationstemperatur mit einer Toleranz von * 2 °C aufrechterhalten werden kann.

—  Lichtmessgerite: Bei den Tests ist die Methode zur Messung der Lichtintensitit zu protokollieren; insbeson-
dere ist der fiir den Messwert mafSgebliche Messkopftyp (Sensor) anzugeben. Die Messungen sollten vorzugs-
weise mit einem kugelformigen (4 m)-Messkopf (der unmittelbar reagiert und Licht aus allen Winkeln iiber und
unter der Messebene reflektiert) oder mit einem (2 m)-Messkopf gemessen werden (der auf Licht aus beliebigen
Winkeln oberhalb der Geriteebene reagiert).

—  Apparatur zur Bestimmung der Biomasse der Algen: Der Zellgehalt als am hdufigsten verwendeter Surrogat-
parameter fiir die Biomasse von Algen kann mit einem elektronischen Teilchenzédhler, mit einem Mikroskop
mit Zdhlkammer und mit einem Durchflusszytometer ermittelt werden. Weitere Surrogate fiir Biomassen kon-
nen mit einem Durchflusszytometer, einem Fluorimeter, einem Spektrophotometer oder einem Farbmessgerat
gemessen werden. Ein Umrechnungsfaktor, mit dem der Zellgehalt zum Trockengewicht in Beziehung gesetzt
wird, kann Berechnungen erleichtern. Um mit einem Spektrophotometer verwertbare Messungen bei gerin-
gen Biomassekonzentrationen durchfithren zu kénnen, miissen unter Umstdnden Kiivetten mit einem Strah-
lengang von mindestens 4 cm verwendet werden.
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Testorganismen

Fir die Tests konnen mehrere Arten frei treibender Mikroalgen und Cyanobakterien verwendet werden. Die in
Anlage 1 genannten Stimme haben sich fir das in dieser Priifmethode beschriebene Testverfahren als geeignet
erwiesen.

Wenn sonstige Arten verwendet werden, sollte der betreffende Stamm und/oder Ursprung angegeben werden.
Auflerdem ist sicherzustellen, dass das exponentielle Wachstum der ausgewéhlten Testalgen wahrend der gesam-
ten Testdauer unter den jeweiligen Bedingungen aufrechterhalten werden kann.

Nihrmedium

Als Nihrmedien werden wahlweise das OECD-Medium und das AAP-Medium empfohlen. Die Zusammensetzun-
gen dieser Medien sind Anlage 2 zu entnehmen. Beide Medien haben unterschiedliche pH-Ausgangswerte und
unterschiedliche Pufferkapazitdten (zur Regulierung des pH-Anstiegs). Daher konnen die Testergebnisse je nach ver-
wendetem Medium unterschiedlich ausfallen; dies gilt insbesondere fiir die Priifung ionisierender Substanzen.

Fiir bestimmte Zwecke muss unter Umstinden das Nahrmedium modifiziert werden (z. B. fiir die Priifung von
Metallen und Chelatbildnern oder fiir Priifungen bei unterschiedlichen pH-Werten). Die Verwendung modifizierter
Nahrmedien ist im Einzelnen zu erldutern und zu begriinden (3)(4).

Biomasse-Ausgangskonzentration

Die Ausgangsbiomasse der Priifkulturen muss bei allen Priifkulturen identisch und so gering sein, dass wihrend der
Inkubationsdauer ein exponentielles Wachstum erzielt werden kann, ohne eine Erschpfung des Nihrmediums
befiirchten zu miissen. Die Ausgangsbiomasse sollte hochstens 0,5 mg[l Trockengewicht betragen. Folgende
Ausgangs-Zellkonzentrationen werden empfohlen:

Pseudokirchneriella subcapitata: 5x10°-10*  Zellen/ml

Desmodesmus subspicatus 2-5 x 10° Zellen/ml
Navicula pelliculosa 10* Zellen/ml
Anabaena flos-aquae 10* Zellen/ml
Synechococcus leopoliensis 5x10%10°>  Zellen/ml

Konzentrationen der Priifsubstanz

Der Konzentrationsbereich, in dem wahrscheinlich Auswirkungen auftreten, kann aufgrund von Tests zur Bestim-
mung des Konzentrationsbereichs ermittelt werden. Fiir den definitiven Test sollten mindestens finf Konzentrati-
onen in einer geometrischen Reihe mit einem Faktor von hochstens 3,2 ausgewiahlt werden. Bei Priifsubstanzen
mit einer flacheren Konzentrations-Reaktionskurve kann ein hoherer Faktor gerechtfertigt sein. Die Konzentrations-
reihen sollten vorzugsweise einen Bereich abdecken, in dem das Algenwachstum um 5-75 % gehemmt wird.

Wiederholungen und Kontrollen

Das Priifprotokoll sollte fiir jede Testkonzentration drei Wiederholungen vorsehen. Wenn die NOEC nicht bestimmt
werden muss, kann das Priifprotokoll dahingehend gedndert werden, dass die Anzahl der Konzentrationen erh6ht
und die Anzahl der Wiederholungen verringert wird. Es miissen mindestens drei Kontrollwiederholungen durch-
gefithrt werden, im Idealfall die doppelte Anzahl der Wiederholungen fiir jede Testkonzentration.

Fiir analytische Bestimmungen der Priifsubstanzkonzentrationen kann eine eigene Reihe von Testlosungen herge-
stellt werden (siche Abschnitt 1.8.11 Absitze 4 und 6).

Wenn zur Auflosung der Priifsubstanz ein Losungsmittel verwendet wird, sind in das Priifprotokoll weitere Kon-
trollen mit dem Losungsmittel in der Konzentration einzubeziehen, die auch in den Priifkulturen verwendet wird.

Herstellung der Impfkultur

Um eine Anpassung der Testalgen an die Testbedingungen zu ermdglichen und um sicherzustellen, dass sich die
Algen in der Phase des exponentiellen Wachstums befinden, wenn sie zur Impfung der Testlosungen verwendet
werden, wird 2-4 Tage vor Testbeginn im Priiffmedium eine Impfkultur hergestellt. Die Algenbiomasse sollte so
angepasst werden, dass ein exponentielles Wachstum der Impfkultur bis zum Testbeginn erfolgen kann. Die Impf-
kultur ist unter den gleichen Bedingungen wie die Priifkulturen zu inkubieren. Die Zunahme der Biomasse der Impf-
kultur ist zu messen, um sicherzustellen, dass das Wachstum unter den gegebenen Kulturbedingungen fiir den
jeweiligen Teststamm im normalen Bereich liegt. In Anlage 3 wird ein Beispiel fiir ein Verfahren zur Herstellung
einer Algenkultur beschrieben. Um gleichzeitige Zellteilungen wihrend des Tests zu vermeiden, kann unter
Umstdnden ein zweiter Schritt zur Vermehrung der Impfkultur erforderlich sein.
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1.8.8.

1.8.9.

1.8.10.

1.8.11.

Herstellung der Testlésungen

Alle Testlosungen miissen das Nahrmedium und die Ausgangsbiomasse der Testalgen in denselben Konzentratio-
nen enthalten. Die Testlosungen in den ausgewahlten Konzentrationen werden gewohnlich durch Mischen einer
Stamml6sung der Priifsubstanz mit dem Nahrmedium und der Impfkultur hergestellt. Stammlésungen werden im
Allgemeinen durch Auflosung der betreffenden Substanz im Priifmedium hergestellt.

Wenn Substanzen mit geringer Wasserloslichkeit zum Priifmedium hinzugegeben werden sollen, konnen Losungs-
mittel (z. B. Aceton, t-Butyl-Alkohol und Dimethylformamid) als Triger verwendet werden (2)(3). Die
Losungsmittelkonzentration sollte hochstens 100 pl/l betragen, und fiir alle Kulturen der Testreihen (einschlieflich
der Kontrollkulturen) sollte die gleiche Konzentration verwendet werden.

Inkubation

Die Testgefdfle sind mit luftdurchlissigen Stopfen zu versehen. Anschlieend werden die GefifSe geschiittelt und in
die Kulturapparatur gebracht. Wihrend des Tests miissen die Algen suspendiert bleiben, und der CO,-Transfer muss
erleichtert werden. Dazu sollten die GefdfSe stindig geschiittelt oder umgeriihrt werden. Die Temperatur der Kul-
turen sollte bei einer Toleranz von £ 2 °C stindig auf 21 bis 24 °C geregelt werden. Bei anderen als den in Anlage 1
genannten Arten (z. B. bei tropischen Arten) sind unter Umstinden hohere Temperaturen angemessen, wenn die
Validititskriterien erfiillt sind. Es wird empfohlen, die Kolben zufillig verteilt und tdglich neu in den Inkubator
einzusetzen.

Der pH-Wert des Kontrollmediums darf wahrend des Tests hochstens um 1,5 Einheiten ansteigen. Bei Metallen und
Verbindungen, die bei pH-Werten etwa im Bereich der im Test verwendeten pH-Werte teilweise ionisieren, muss
die pH-Verschiebung moglicherweise begrenzt werden, um reproduzierbare und gut definierte Ergebnisse zu erhal-
ten. Eine Verschiebung des pH-Werts um < 0,5 ist technisch méglich und kann hervorgerufen werden, um einen
angemessenen CO,-Transfer aus der Umgebungsluft in die Testlosung zu erzielen (z. B. durch stirkeres Schiitteln).
Eine weitere Moglichkeit besteht in der Verringerung des CO,-Bedarfs durch Verringerung der Ausgangsbiomasse
oder in einer Verkiirzung der Testdauer.

Die Oberfliche, auf der die Kulturen inkubiert werden, sollte kontinuierlich und gleichférmig fluoreszierend
beleuchtet werden (z. B. mit den Lichtfarben kaltweif} (,cool-white“) oder Tageslicht (,daylight“). Algen- und Cyano-
bakterienstimme stellen unterschiedliche Anforderungen an die Lichtverhiltnisse. Die Lichtintensitit sollte ent-
sprechend den verwendeten Testorganismen gewihlt werden. Bei den empfohlenen Griinalgenarten ist die
Lichtintensitit auf der Hohe der Testlésungen im Bereich 60-120 uE - m 2 - s zu wihlen (bei Messung im photo-
synthetisch wirksamen Spektralbereich von 400-700 nm mit einem geeigneten Rezeptor). Einige Arten, insbeson-
dere Anabaena flos-aquae, wachsen bei geringeren Lichtintensititen und kénnen durch gréfere Lichtintensititen
beschidigt werden. Bei diesen Arten sollte die durchschnittliche Lichtintensitdt im Bereich 40-60 pE - m™2 - 57" lie-
gen. (Bei in Lux kalibrierten Lichtmessgeridten entspricht der Bereich 4 440-8 880 Ix fiir die Lichtfarbe ,,cool-white*
etwa der empfohlenen Lichtintensitit von 60-120 uE - m? - s™") Die Lichtintensitit darf um héchstens * 15 % von
der durchschnittlichen Lichtintensitit iiber dem Inkubationsbereich abweichen.

Testdauer

Im Allgemeinen dauert der Test 72 Stunden. Allerdings sind auch kiirzere oder lingere Testzeiten moglich, sofern
alle in Abschnitt 1.7 genannten Validitatskriterien eingehalten werden.

Messungen und analytische Bestimmungen

Die Algenbiomasse in den einzelnen Kolben wird wihrend der Testdauer mindestens einmal tiglich tiberpriift.
Wenn die Messungen an kleinen Volumina vorgenommen werden, die aus der Testlosung pipettiert wurden, soll-
ten die betreffenden Volumina nicht ersetzt werden.

Die Biomasse wird durch manuelle Zihlung der Zellen unter dem Mikroskop oder mit einem elektronischen
Teilchenzahler (Einstellung auf Zellgehalt und/oder Biovolumen) ermittelt. Alternative Verfahren wie z. B. die Mes-
sung mit einem Durchflusszytometer, in vitro undfoder in vivo durchgefithrte Chlrorophyll-
Fluoreszenzmessungen (6)(7), oder Messungen der optischen Dichte kommen in Betracht, wenn in dem fiir den
jeweiligen Test mafigeblichen Biomassebereich eine befriedigende Korrelation mit der Biomasse nachgewiesen wer-
den kann.

Der pH-Wert der Losungen wird am Anfang und am Ende des Tests gemessen.

Wenn ein Analyseverfahren zur Bestimmung der Priifsubstanz im mafigeblichen Konzentrationsbereich verfiigbar
ist, sollten die Testlosungen analysiert werden, um die Ausgangskonzentrationen und die Aufrechterhaltung der
Expositionskonzentrationen wihrend der Tests zu priifen bzw. sicherzustellen.
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1.8.12.

1.8.13.

1.8.14.

Die Analyse der Priifsubstanzkonzentration am Anfang und am Ende des Tests bei einer niedrigen und einer hohen
Testkonzentration sowie bei einer Konzentration im zu erwartenden ECs4-Bereich kann hinreichend sein, wenn
anzunehmen ist, dass die Expositionskonzentrationen wahrend des Tests um weniger als 20 % von den Nennwer-
ten abweichen. Wenn die Konzentrationen eher nicht im Bereich von 80-120 % der Nennkonzentrationen bleiben
werden, wird die Analyse samtlicher Testkonzentrationen am Anfang und am Ende der Tests empfohlen. Bei fliich-
tigen, instabilen oder stark adsorbierenden Priifsubstanzen werden wihrend der Expositionsdauer weitere Proben-
ahmen zur Durchfihrung von Analysen in Abstinden von jeweils 24 Stunden empfohlen, um den Verlust der
Priifsubstanz besser bestimmen zu konnen. Bei diesen Substanzen werden zusatzliche Wiederholungen benétigt.
In jedem Fall miissen die Priifsubstanzkonzentrationen fiir alle Testkonzentrationen bei den Wiederholungen jeweils
nur in einem Gefdfl (bzw. in dem Gesamtinhalt aller GefidfSe einer Wiederholung) bestimmt werden.

Ausdriicklich fiir die Analyse von Expositionskonzentrationen wihrend der Testdauer hergestellte Priifmedien soll-
ten auf die gleiche Weise behandelt werden, wie die fiir die Tests verwendeten Medien, d. h. die Medien sollten mit
Algen geimpft und unter identischen Bedingungen inkubiert werden. Wenn eine Analyse der gelosten Priifsub-
stanz erforderlich ist, miissen die Algen unter Umstinden vom Medium getrennt werden. Die Trennung sollte vor-
zugsweise durch Zentrifugierung mit niedriger Beschleunigungskraft erfolgen, die eben noch hinreichend fir die
Ausféllung der Algen ist.

Wenn nachgewiesen wird, dass die Konzentration der Priifsubstanz wahrend der gesamten Testdauer in befriedi-
gender Weise im Bereich von + 20 % der Nennkonzentration oder der gemessenen Ausgangskonzentration auf-
rechterhalten werden konnte, konnen die Ergebnisse auch ausgehend von den Nennwerten bzw. von den
gemessenen Ausgangswerten analysiert werden. Wenn die Abweichung von der Nennkonzentration oder von der
gemessenen Ausgangskonzentration mehr als + 20 % betragt, sollte bei der Analyse der Ergebnisse von der geo-
metrischen mittleren Konzentration wihrend der Expositionsdauer oder von Modellen ausgegangen werden, wel-
che den Riickgang der Priifsubstanzkonzentration beschreiben (3)(8).

Der Test zur Hemmung des Algenwachstum ist ein dynamischeres Priifsystem als die meisten sonstigen aquati-
schen Toxizitdtstests mit kiirzerer Testdauer. Entsprechend sind die tatsachlichen Expositionskonzentrationen unter
Umstdnden schwer zu bestimmen; dies gilt besonders fiir adsorbierende Substanzen, die bei niedrigen Konzentra-
tionen getestet werden. In diesen Fillen bedeutet das Verschwinden der Substanz aus der Losung infolge der
Adsorption in die zunehmende Algenbiomasse nicht, dass das Testsystem die Substanz ,verliert. Bei der Analyse
des Testergebnisses sollte gepriift werden, ob ein Riickgang der Priifsubstanzkonzentration im Laufe des Tests mit
einer Abnahme der Wachstumshemmung einhergeht. Wenn dies der Fall ist, kann der Einsatz eines geeigneten
Modells zur Beschreibung des Riickgangs der Priifsubstanzkonzentration (8) in Betracht gezogen werden. Ansons-
ten ist es unter Umstdnden nicht angemessen, bei der Analyse der Ergebnisse von den Ausgangskonzentrationen
(Nennkonzentrationen oder gemessenen Konzentrationen) auszugehen.

Sonstige Beobachtungen

Durch Beobachtung unter dem Mikroskop sollte sichergestellt werden, dass die Impfkultur normal und gesund
wirkt; aufferdem konnen unter dem Mikroskop am Ende des Tests gegebenenfalls Auffalligkeiten an den Algen fest-
gestellt werden (die z. B. auf die Einwirkung der Priifsubstanz zuriickzufithren sein konnten).

Limit-Test

Unter gewissen Umstdnden, z. B. wenn ein vorldufiger Test darauf hindeutet, dass die Priifsubstanz bei Konzent-
rationen bis zu 100 mg - I bzw. bis zur Loslichkeitsgrenze im Priifmedium (mafgeblich ist die jeweils niedrigere
Konzentration) keine toxische Wirkung hat, kann ein Limit-Test durchgefiihrt werden, in dem die Reaktionen einer
Kontrollgruppe und einer Behandlungsgruppe (100 mg - 1! bzw. eine mit der Loslichkeitsgrenze identische Kon-
zentration) verglichen werden. Es wird nachdriicklich empfohlen, diese Tests durch Analysen der Expositions-
konzentration zu verifizieren. Alle oben beschriebenen Testbedingungen und Validitatskriterien gelten fiir Limit-
Tests; allerdings sollten mindestens sechs Wiederholungen mit behandelten Proben durchgefithrt werden. Die
Reaktionsvariablen der Kontrollgruppe und der Behandlungsgruppe konnen mit einem statistischen Test zum Ver-
gleich der Mittelwerte analysiert werden (z. B. mit einem Student-Test). Wenn die Varianzen der beiden Gruppen
nicht tibereinstimmen, sollte ein fiir nicht identische Varianzen angepasster t-Test (Student-Test) durchgefiihrt
werden.

Anderung fiir stark kolorierte Substanzen

Die Bestrahlung (Lichtintensitdt) sollte im obersten Ende des bei dieser Testmethode vorgeschriebenen Bereichs lie-
gen: 120pE m? s oder hoher.

Der Strahlengang sollte durch eine Verringerung des Volumens der Testlosungen (im Bereich von 5-25 ml) ver-
kiirzt werden.

Es sollte (z. B. durch mafiges Schiitteln) fiir ausreichende Bewegung gesorgt werden, um zu gewéhrleisten, dass die
Algen hiufig einer hohen Bestrahlung an der Oberflache der Kultur exponiert sind.
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2.

2.1

2.2

DATEN

GRAFISCHE DARSTELLUNG DER WACHSTUMSKURVEN

Die in den Priifgefifen enthaltene Biomasse kann in Einheiten des fiir die Messung verwendeten Surrogatparameters
ausgedriickt werden (z. B. als Zellgehalt oder Fluoreszenz).

Die geschitzte Biomassekonzentration der Priifkulturen und der Kontrollkulturen ist zusammen mit den mindes-
tens zu jeder vollen Stunde zu erfassenden Konzentrationen des Priifmaterials und den Messzeitpunkten in Tabel-
len zusammenzustellen und fir die Erstellung von Wachstumskurven zu verwenden. In diesem ersten Stadium
konnen sowohl die logarithmischen Skalen als auch die linearen Skalen hilfreich sein; wihrend der Testdauer sind
jedoch die logarithmischen Skalen vorgeschrieben, die im Allgemeinen eine bessere Darstellung von Abweichun-
gen der Wachstumsstrukturen erméglichen. Bei exponentiellem Wachstum ergibt sich bezogen auf eine logarith-
mische Skala eine Gerade; die Steigung der Gerade gibt Aufschluss tiber die jeweilige Wachstumsrate.

Anhand der Darstellungen ist sicherzustellen, dass die Kontrollkulturen wahrend der gesamten Testdauer tatsich-
lich mit der erwarteten Geschwindigkeit exponentiell wachsen. Alle Datenpunkte sowie die Darstellungen sind kri-
tisch zu tiberpriifen, und Ausgangsdaten und Verfahren sind auf mogliche Fehler zu kontrollieren. Insbesondere
sind alle Datenpunkte zu priifen, die aufgrund eines systematischen Fehlers abzuweichen scheinen. Wenn
Verfahrensfehler zweifelsfrei festgestellt und/oder als sehr wahrscheinlich betrachtet werden konnen, wird der
betreffende Datenpunkt als Ausreiffer gekennzeichnet und nicht in die anschliefende statistische Analyse einbezo-
gen. (Eine Algenkonzentration von null in einem der beiden bzw. der drei fiir die Wiederholungen verwendeten
Gefife kann darauf hindeuten, dass das Gefdf§ nicht ordnungsgemifl geimpft oder nicht angemessen gereinigt
wurde.) Die Griinde fiir den Ausschluss eines als Ausreifer eingestuften Datenpunkts sind im Priifbericht genau
anzugeben. Als Begriindungen werden ausschlieflich (selten) Verfahrensfehler, nicht aber einfach ungenaue Mes-
sungen anerkannt. Statistische Verfahren zur Bestimmung von Ausreiffern sind bei dieser Art von Problemen von
begrenztem Nutzen und konnen die Beurteilung durch Fachleute nicht ersetzen. AusreifSer (die als solche gekenn-
zeichnet wurden) sollten vorzugsweise in den Datenpunkten verbleiben, die spiter in grafischen oder tabellarischen
Darstellungen verwendet werden.

REAKTIONSVARIABLEN

Mit der Priifung sollen die Auswirkungen der Priifsubstanz auf das Algenwachstum bestimmt werden. Diese Priif-
methode beschreibt zwei Reaktionsvariablen, da in den Mitgliedslindern unterschiedliche Priferenzen und recht-
liche Anforderungen bestehen. Damit die Testergebnisse in allen Mitgliedslindern anerkannt werden konnen,
sollten die Auswirkungen mit Hilfe der beiden im Folgenden beschriebenen Reaktionsvariablen a) und b) beurteilt
werden.

a)  Durchschnittliche spezifische Wachstumsrate: Diese Reaktionsvariable wird ausgehend von der tiglichen log-
arithmischen Zunahme der Biomasse wihrend der Testdauer berechnet.

b)  Zellertrag: Diese Reaktionsvariable ergibt sich aus der Biomasse am Ende des Tests abziiglich der Biomasse bei
Beginn des Tests.

Bei der Anwendung dieser Methode im Rahmen des Gemeinschaftsrechts sollte die Ergebnisberechnung aus den
nachfolgend dargelegten Griinden auf einer durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate basieren. Es wird dar-
auf hingewiesen, dass die mit diesen beiden Reaktionsvariablen berechneten Toxizititswerte nicht vergleichbar sind;
der entsprechende Unterschied muss bei der Verwendung der Testergebnisse beriicksichtigt werden. Die mit der
durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate (E,C,) berechneten Werte fiir EC, werden im Allgemeinen hoher
sein als die anhand des Zellertrags (E,C,) ermittelten Werte, wenn die fiir diese Testmethode vorgesehenen Bedin-
gungen eingehalten werden; dies ist auf die unterschiedliche mathematische Grundlage der beiden Berechnungs-
verfahren zuriickzufihren. Die auftretenden Unterschiede sollten jedoch nicht als Anzeichen fiir eine
unterschiedliche Empfindlichkeit der beiden Reaktionsvariablen betrachtet werden; beide Werte sind einfach mathe-
matisch verschieden. beide Werte sind einfach mathematisch verschieden. Das Konzept der durchschnittlichen spe-
zifischen Wachstumsrate beruht auf dem im Allgemeinen exponentiellen Verlauf des Algenwachstums bei nicht
begrenzten Kulturen, bei denen die Toxizitdt aufgrund der Auswirkungen auf die Wachstumsrate geschétzt wird,
ohne jedoch von der absoluten Hohe der jeweiligen Wachstumsrate der Kontrollprobe, von der Steigung der
Konzentrations-Reaktionskurve oder von der Testdauer abhingig zu sein. Auf der Reaktionsvariable Zellertrag beru-
hende Ergebnisse hingegen hangen von allen iibrigen genannten Variablen ab. E,C, ist von der spezifischen Wachs-
tumsrate der in den einzelnen Tests verwendeten Algenarten sowie von der maximalen spezifischen Wachstumsrate
abhidngig, die je nach Art sowie sogar zwischen den cinzelnen Algenstimmen unterschiedlich sein kann. Diese
Reaktionsvariable sollte nicht verwendet werden, um die Empfindlichkeit von Algenarten oder auch nur verschie-
dener Algenstimme gegeniiber Giftstoffen zu vergleichen. Die Verwendung der durchschnittlichen spezifischen
Wachstumsrate zur Schitzung der Toxizitit wird in der Wissenschaft bevorzugt; bei dieser Priifmethode werden
jedoch auch Toxizitdtsschatzungen aufgrund des Zellertrags berticksichtigt, um den derzeitigen rechtlichen Anfor-
derungen einiger Lander Rechnung zu tragen.
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2.2.1.

2.2.2.

Durchschnittliche Wachstumsrate

Die durchschnittliche spezifische Wachstumsrate in einem bestimmten Zeitraum wird mit Hilfe der folgenden For-
mel als logarithmische Zunahme der Biomasse fiir die Gefifse mit den verschiedenen Kontrollproben und mit den
behandelten Proben berechnet:

(day™)
wobei

p durchschnittliche spezifische Wachstumsrate zwischen Zeitpunkt i und Zeitpunkt j;

X;: Biomasse zum Zeitpunkt i;

X;: Biomasse zum Zeitpunkt j.
Fiir jede Behandlungsgruppe und fiir jede Kontrollgruppe sind die mittlere Wachstumsrate sowie die Varianz-
schitzungen zu berechnen.

Die durchschnittliche spezifische Wachstumsrate wird iiber die gesamte Testdauer (im Allgemeinen Tage 0-3)
berechnet; dabei ist eher als ein gemessener Ausgangswert die geimpfte Nennbiomasse als Ausgangswert anzuneh-
men, da mit diesem Wert gewohnlich eine hohere Genauigkeit erzielt wird. Wenn die zur Messung der Biomasse
verwendete Ausriistung eine hinreichend genaue Bestimmung der Biomasse mit dem geringen Inokulum zuldsst
(z. B. ein Durchflusszytometer), kann die gemessene Konzentration der Ausgangsbiomasse angenommen werden.
AufSerdem ist wihrend der gesamten Testdauer (Tage 0-1, 1-2 und 2-3) die abschnittsbezogene Wachstumsrate als
tagliche spezifische Wachstumsrate zu ermitteln und zu priifen, ob das Wachstum der Kontrollgruppe konstant
bleibt (siehe Giiltigkeitskriterien, Abschnitt 1.7). Eine spezifische Wachstumsrate, die an einem bestimmten Tag sig-
nifikant niedriger ist als die durchschnittliche spezifische Gesamtwachstumsrate, kann Anzeichen fiir eine ,Lag*
Phase sein. Bei den Kontrollkulturen kann eine ,Lag“-Phase minimiert und praktisch ausgeschlossen werden, wenn
die Vorkultur in geeigneter Weise vermehrt wird; bei den behandelten Kulturen hingegen kann eine ,Lag“-Phase
Anzeichen fiir eine Erholung nach anfinglicher toxischer Belastung oder Anzeichen fiir eine geringere Belastung
infolge eines Verlustes der Priifsubstanz (u. a. durch Sorption in die Algenbiomasse) nach der anfinglichen Behand-
lung sein. Entsprechend kann die abschnittsbezogene Wachstumsrate bewertet werden, um die Auswirkungen der
Priffsubstanz wihrend der Expositionsdauer zu beurteilen. Erhebliche Unterschiede zwischen der abschnitts-
bezogenen Wachstumsrate und der durchschnittlichen Wachstumsrate deuten auf Abweichungen vom konstanten
exponentiellen Wachstum hin und erfordern eine genaue Uberpriifung der Wachstumskurven.

Die prozentuale Hemmung der Wachstumsrate der einzelnen Wiederholungen mit behandelten Proben ist mit fol-
gender Formel zu berechnen:

Pe—Hr

Be

%l = %100

wobei

%I: Hemmung der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate in Prozent;
pe: mittlere durchschnittliche spezifische Wachstumsrate (1) der Kontrollgruppe;

pr: durchschnittliche spezifische Wachstumsrate der Wiederholung mit einer behandelten Probe.

Wenn die Testlosungen mit Losungsmitteln hergestellt werden, sollten eher die Kontrolllosungen mit dem Losungs-
mittel als die Kontrolllosungen ohne das Losungsmittel zur Berechnung der prozentualen Hemmung verwendet
werden.

Zellertrag

Der Zellertrag wird fiir alle Gefiffe mit Kontrolllosungen und behandelten Losungen als Biomasse bei Ende des Tests
abziiglich der Biomasse am Anfang des Tests berechnet. Fiir die Testkonzentrationen und fiir die Kontrolllosungen
ist jeweils ein mittlerer Zellertrag zu berechnen; die Varianzen sind jeweils zu schitzen. Die prozentuale Hemmung
des Zellertrags (%l,) kann fiir die Wiederholungen mit behandelten Proben wie folgt berechnet werden:

Y -
%Iy=%><100
C

wobei
% 1: prozentuale Hemmung des Zellertrags;

Yo mittlerer Zellertrag der Kontrollgruppe;

Y:  Zellertrag der Wiederholung mit einer behandelten Probe.
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2.3.

2.4.

GRAFISCHE DARSTELLUNG DER KONZENTRATIONS-REAKTIONSKURVE

Die prozentuale Hemmung ist bezogen auf den Logarithmus der Priifsubstanzkonzentration grafisch darzustellen
und sorgfiltig zu tiberpriifen; dabei sind alle Datenpunkte zu verwerfen, die in der ersten Phase als Ausreifler iden-
tifiziert wurden. Die Datenpunkte sind nach visueller oder rechnergestiitzter Interpolation zu einer gleichmafigen
Kurve zu verbinden, um einen ersten Eindruck von der Beziehung zwischen den verschiedenen Konzentrationen
und Reaktionen zu erhalten. AnschlieSend ist mit einer differenzierteren Methode (vorzugsweise mit einer rechner-
gestiitzten statistischen Methode) fortzufahren. Abhingig von der beabsichtigten Verwendung der Daten, der Qua-
litdt (Genauigkeit) und dem Umfang der Daten sowie von der Verfiigbarkeit von Werkzeugen zur Analyse der Daten
kann (gelegentlich durchaus berechtigt) entschieden werden, die Datenanalyse in diesem Stadium zu beenden und
einfach die wesentlichen Werte fiir EC5, und EC;, (und/oder EC,) aus der nach visueller Interpolation erstellten
Kurve abzulesen (siche auch folgender Abschnitt zu stimulierenden Auswirkungen). Die folgenden Griinde kénnen
dafiir sprechen, von der Verwendung einer statistischen Methode abzusehen:

— Die Daten sind nicht geeignet, durch rechnergestiitzte Methoden zuverldssigere Ergebnisse zu ermitteln als
durch die Beurteilung von Fachleuten. In diesen Fillen werden mit manchen Computer-Programmen unter
Umstdnden keinerlei zuverldssige Ergebnisse erzielt (Wiederholungen stimmen nicht iiberein usw.).

—  Stimulierende Wachstumsreaktionen kénnen mit verfiigbaren Computer-Programmen nicht in angemessener
Weise verarbeitet werden (siche folgender Abschnitt).

STATISTISCHE VERFAHREN

Ziel ist die Ermittlung einer quantitativen Konzentrations-Reaktionsbeziechung durch Regressionsanalyse. Im
Anschluss an eine linearisierte Transformation der Reaktionsdaten (z. B. in Einheiten nach dem Probit-, Logit- oder
Weibull-Modell) (9) kann eine gewichtete lineare Regression vorgenommen werden; nicht-lineare Regressions-
verfahren, mit denen die unvermeidlichen Unregelméfigkeiten der Daten und Abweichungen von gleichférmigen
Verteilungen besser verarbeitet werden konnen, werden jedoch bevorzugt. Gegen null bzw. gegen die vollstandige
Hemmung konnen diese Unregelmafigkeiten durch die Transformation vergrofert werden und die Analyse beein-
trachtigen (9). Es wird darauf hingewiesen, dass Standard-Analysmethoden mit Probit-, Logit- oder Weibull-
Transformationen fiir quantitative Daten (z. B. Mortalitit oder Uberlebensraten) vorgesehen sind und zur
Verwendung in Verbindung mit Wachstums- oder Biomassedaten entsprechend modifiziert werden miissen. Spe-
zifische Verfahren zur Bestimmung von EC,-Werten aus kontinuierlichen Daten sind den Quellen (10)(11) and (12)
zu entnehmen. In Anlage 4 wird der Einsatz nicht-linearer Regressionsanalysen niher erldutert.

Fiir jede zu analysierende Reaktionsvariable sind aufgrund der Konzentrations-Reaktionsbeziehung Punkt-
schitzungen fir die EC,-Werte zu ermitteln. Nach Moglichkeit sollten fiir jede Schitzung die 95%-
Konfidenzintervalle bestimmt werden. Die Qualitit der Ubereinstimmung der Reaktionsdaten mit dem
Regressionsmodell sollte grafisch oder statistisch bewertet werden. Die Regressionsanalyse sollte mit den Reaktio-
nen der einzelnen Wiederholungen (und nicht mit den Mittelwerten der Behandlungsgruppe) durchgefithrt wer-
den. Wenn eine nicht-lineare Kurvenanpassung jedoch schwierig oder wegen zu grofer Streuung der Daten nicht
moglich ist, kann die Regression auch bezogen auf die Mittelwerte der Gruppe vorgenommen werden, um so auf
einfache Weise die Auswirkungen erwarteter Ausreifer zu reduzieren. Wenn von dieser Moglichkeit Gebrauch
gemacht wird, sollte dies im Priifbericht als Abweichung vom normalen Verfahren vermerkt und darauf hingewie-
sen werden, dass mit Kurvenanpassungen der einzelnen Wiederholungen kein befriedigendes Ergebnis erzielt
wurde.

Schitzwerte fiir EC5 und fiir die Konfidenzintervalle konnen auch durch lineare Interpolation mit einem Bootstrap-
ping-Algorithmus (13) erzielt werden, wenn die verfiigbaren Regressionsmodelle/-methoden fiir die betreffenden
Daten nicht geeignet sind.

Um die LOEC und entsprechend die NOEC zu schitzen sowie um die Auswirkungen der Priifsubstanzen auf die
Wachstumsrate zu ermitteln, miissen die Mittelwerte der behandelten Proben mit Varianzanalyseverfahren
(ANOVA) verglichen werden. Der Mittelwert der einzelnen Konzentrationen ist dann mit einer geeigneten Methode
zur Durchfithrung von Mehrfachvergleichen bzw. zur Durchfithrung von Trendtests mit dem Mittelwert der
Kontrollgruppe zu vergleichen. Dunnett- und Williams-Tests konnen hilfreich sein (14)(15)(16)(17)(18). Die
ANOVA-Annahme der Varianzhomogenitit muss einer Uberpriifung unterzogen werden. Die entsprechende
Bewertung kann anhand einer grafischen Darstellung oder aufgrund eines formalen Tests vorgenommen wer-
den (18). Geeignet sind Levene- und Bartlett-Tests. Wenn die Annahme der Varianzhomogenitit nicht erfiillt ist,
kann gelegentlich eine Korrektur durch logarithmische Datentransformation erfolgen. Bei auferordentlicher
Varianzheterogenitdt, die durch Transformation nicht korrigiert werden kann, sollten Analysen durch Methoden
wie z. B. Jonckheere-Trendtests (Stepdown) erwogen werden. Weitere Hinweise zur Bestimmung von NOEC-Werten
sind Quelle (12) zu entnehmen.

Aufgrund neuer Forschungsergebnisse wird empfohlen, das Konzept der NOEC aufzugeben und durch Punkt-
schitzungen von EC,-Werten zu ersetzen, die durch Regression ermittelt wurden. Fiir diesen Algentest wurde noch
kein geeigneter Wert fiir x definiert. Ein Bereich von 10 bis 20 % scheint geeignet (abhingig von der auswihlten
Reaktionsvariable); vorzugsweise sollten sowohl EC,, als auch EC,,, protokolliert werden.
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2.5.

2.6.

3.1.

WACHSTUMSSTIMULATION

Gelegentlich wird bei niedrigen Konzentrationen eine Wachstumsstimulation (negative Hemmung) beobachtet.
Diese Wachstumsstimulation kann entweder auf eine Hormesis (,toxische Stimulation®) oder darauf zuriickzufiih-
ren sein, dass im verwendeten Minimalmedium mit dem zu priffenden Material zusitzliche stimulierende Wachs-
tumsfaktoren zum Tragen kommen. Die Zugabe anorganischer Nahrstoffe sollte keinerlei unmittelbare
Auswirkungen haben, weil das Priifmedium wihrend der gesamten Testdauer ohnehin iiberschiissige Nahrstoffe
enthalten sollte. Eine Stimulation mit niedriger Dosierung kann bei Berechnungen von ECs,, gewohnlich iibergan-
gen werden, wenn die Stimulation nicht ungewohnlich stark ist. Bei ungewohnlich starker Stimulation oder wenn
ein EC,-Wert fiir einen niedrigen x-Wert berechnet werden soll, sind méglicherweise jedoch besondere Verfahrens-
weisen erforderlich. Die Loschung von Stimulationsreaktionen aus der Datenanalyse sollte nach Moglichkeit ver-
mieden werden, und wenn die verfiigbare Software zur Kurvenanpassung nicht in der Lage ist, geringere
Stimulationen zu verarbeiten, kann eine lineare Interpolation mit einem Bootstrapping-Algorithmus vorgenom-
men werden. Bei ungewohnlich starker Stimulation kann der Einsatz eines Hormesis-Modells erwogen werden (19).

NICHT TOXISCHE WACHSTUMSHEMMUNG

Licht absorbierende Testmaterialien konnen zu einer Verringerung der Wachstumsrate fithren, weil die Abdunk-
lung den Anteil des verfugbaren Lichts verringert. Diese physikalischen Auswirkungen sollten durch geeignete
Modifikation der Testbedingungen von toxischen Auswirkungen unterschieden und getrennt protokolliert werden.
Entsprechende Hinweise sind den Quellen (2) und (3) zu entnehmen.

ABSCHLUSSBERICHT

PRUFBERICHT
Der Priifbericht muss folgende Informationen enthalten:
Priifsubstanz:

— physikalische Beschaffenheit und mafgebliche physikalisch-chemische Merkmale einschlieflich der
Wasserloslichkeitsgrenze;

— chemische Kenndaten einschliefSlich der Reinheit.

Im Test verwendete Art:

—  Stamm, Lieferant oder Herkunft und Kulturbedingungen.

Priifbedingungen:

— Datum des Testbeginns und Dauer des Tests;

—  Beschreibung des Priifprotokolls: Priifgefifle, Kulturvolumina, Biomassedichte am Beginn des Tests;
— Zusammensetzung des Mediums;

—  Testkonzentrationen und Wiederholungen (z. B. Anzahl der Wiederholungen, Anzahl der Testkonzentrationen
und verwendete geometrische Progression);

—  Beschreibung der Herstellung der Testlosungen, einschlieBlich Verwendung von Losungsmitteln usw.;
—  Kulturapparatur;

— Lichtintensitdt und Qualitit (Herkunft, Homogenitt);

— Temperatur;

—  getestete Konzentrationen: nominale Testkonzentrationen sowie alle Ergebnisse der Analysen zur Bestimmung
der Konzentration der Priifsubstanz in den Priifgefiffen; aulerdem sollten die mit der Methode erzielte Wie-
derfindungsrate und die Quantifizierungsgrenze der Testmatrix angegeben werden;

— samtliche Abweichungen von dieser Priifmethode;
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Methode zur Bestimmung der Biomasse und Anzeichen fiir eine Korrelation zwischen dem gemessenen Para-
meter und dem Trockengewicht;

Ergebnisse:

pH-Werte am Beginn und am Ende des Tests bei allen Behandlungen;
Biomasse der einzelnen Kolben an allen Messpunkten und Methode zur Messung der Biomasse;
Wachstumskurven (grafische Darstellung der Biomasse in einem bestimmten Zeitraum);

berechnete Reaktionsvariablen fiir alle behandelten Wiederholungen mit Mittelwerten und dem Variations-
koeffizienten fur Wiederholungen;

grafische Darstellung der Bezichung zwischen Konzentration und Wirkung;

Schitzungen der Toxizitdt fiir die Reaktionsvariablen (z. B. EC5,, EC,, EC,() sowie entsprechende Konfidenz-
intervalle; wenn berechnet, sind die LOEC und die NOEC sowie die zur jeweiligen Berechnung verwendeten
statistischen Methoden anzugeben;

bei Durchfithrung von Varianzanalysen (ANOVA) der Umfang der nachzuweisenden Auswirkungen (z. B.
geringster signifikanter Unterschied);

jegliche in behandelten Proben festgestellte Wachstumsstimulation;
alle sonstigen beobachteten Auswirkungen (z. B. morphologische Anderungen der Algen);

Diskussion der Ergebnisse einschlieflich aller Auswirkungen auf das Testergebnis, die auf Abweichungen von
dieser Priifmethode zuriickzufithren sind.
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Anlage 1

Stimme, die sich fiir den Test als geeignet erwiesen haben

Griinalgen

—  Pseudokirchneriella subcapitata (frither auch als Selenastrum capricornutum bezeichnet), ATCC 22662, CCAP 2784,
61.81 SAG

—  Desmodesmus subspicatus (frither auch als Scenedesmus subspicatus bezeichnet) 86.81 SAG

Kieselalgen
—  Navicula pelliculosa, UTEX 664

Cyanobakterien
—  Anabaena flos-aquae, UTEX 1444, ATCC 29413, CCAP 1403/13A
—  Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Herkunft der Stimme

Die empfohlenen Stimme sind als artenreine Algenkulturen aus folgenden Sammlungen verfiigbar (in alphabetischer
Reihenfolge):

ATCC: American Type Culture Collection
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

USA

CCAP, Culture Collection of Algae and Protozoa
Institute of Freshwater Ecology,

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria

LA22 OLP

UK

SAG: Sammlung Algenkulturen
Pflanzenphysiologisches Institut
Universitdt Gottingen
Nikolausberger Weg 18

3400 Gottingen
DEUTSCHLAND

UTEX Culture Collection of Algae

Section of Molecular, Cellular and Developmental Biology
School of Biological Sciences

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

USA
Aussehen und Merkmale der empfohlenen Arten
P. subcapitata D. subspicatus | N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis

Aussehen Gekriimmte Oval, meist Stibchen Ketten ovaler Stibchen

und gedrehte einzelne Zellen Zellen

einzelne Zellen
Grofse (L x B) pm 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5 x 3 6x1
Zellvolumen (um3/Zelle) 40-60 (1) 60-80 () 40-50 (1) 30-40 (1) 2,5(2)
Zelltrockengewicht (mg(Zelle) | 2-3 x 1078 3-4x 1078 3-4x 1078 1-2 x 1078 2-3x 1077
Wachstumsrate (3) (Tag'l) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(') Gemessen mit einem elektronischen Teilchenzihler.
(3) Aus der Grofle berechnet.

(}) Am héufigsten beobachtete Wachstumsrate im OECD-Medium bei einer Lichtintensitit von ca. 70 uE - m™ - s und einer Temperatur
von 21 °C.
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Spezifische Empfehlungen zur Kultivierung und zur Handhabung der fiir den Test empfohlenen Arten

Pseudokirchneriella subcapitata und Desmodesmus subspicatus

Diese Griinalgen sind in unterschiedlichen Kulturmedien im Allgemeinen leicht zu kultivieren. Informationen zu geeigneten
Medien sind von den Stellen zu beziehen, welche die Sammlungen unterhalten. Die Zellen kommen im Allgemeinen einzeln
vor; mit einem elektronischen Teilchenzéhler oder unter einem Mikroskop kann die Zelldichte problemlos bestimmt werden.

Anabaena flos-aquae

Fiir Stammkulturen konnen verschiedene Nihrmedien verwendet werden. Insbesondere muss vermieden werden, dass die
Batch-Kultur bei der Erneuerung das Stadium des exponenticllen Wachstums iiberschreitet; eine Riickgewinnung wire
ansonsten schwierig.

Anabaena flos-aquae bildet Ansammlungen verschachtelter Zellketten. Die Grofe dieser Ansammlungen kann je nach Kultur-
bedingungen unterschiedlich sein. Unter Umstinden miissen diese Ansammlungen getrennt werden, wenn die Biomasse
unter dem Mikroskop bzw. mit einem elektronischen Teilchenzdhler bestimmt werden soll.

Zum Trennen der Ketten mit dem Ziel, Schwankungen der Zahlergebnisse zu verringern, konnen Teilproben einer Ultra-
schallbehandlung unterzogen werden. Eine unnétig lange Ultraschallbehandlung zum Trennen der Ketten in kiirzere Stiicke
kann die Zellen zerstoren. Intensitit und Dauer der Ultraschallbehandlung miissen bei allen Behandlungen identisch sein.

Mit dem Himozytometer sind hinreichend Zellen zu zdhlen (mindestens 400), um auftretende Schwankungen korrigieren
zu konnen und die Zuverlassigkeit der mikroskopischen Dichtebestimmungen zu erh6hen.

Zur Bestimmung des Gesamtvolumens der Anabaena-Zellen nach dem Trennen der Zellketten durch vorsichtige Ultraschall-
behandlung kann ein elektronischer Teilchenzihler verwendet werden. Die Ultraschallenergie ist so anzupassen, dass die Zel-
len nicht beschadigt werden.

Mit einem Wirbelmischer oder durch ein dhnliches geeignetes Verfahren ist sicherzustellen, dass die zur Impfung der Priif-
gefifie verwendete Algensuspension gut durchgemischt und homogen beschaffen ist.

Die Priifgefie sind auf einen Schiitteltisch (mit kreisférmiger oder gerader Schiittelbewegung) zu bringen, der mit etwa
150 Umdrehungen pro Minute bewegt wird. Alternativ kann bei Anabaena die Verklumpungstendenz auch durch intermit-
tierendes Schiitteln verringert werden. Wenn eine Verklumpung auftritt, ist darauf zu achten, dass représentative Proben fiir
Messungen der Biomasse vorliegen. Unter Umstinden miissen die Gefdfle vor der Probenahme heftig geschiittelt werden,
um die Algenklumpen aufzulésen.

Synechococcus leopoliensis

Fiir Stammkulturen kénnen verschiedene Nahrmedien verwendet werden. Informationen zu geeigneten Medien sind von den
Stellen zu beziehen, welche die Sammlungen unterhalten.

Synechococcus leopoliensis wéchst in einzelnen stibchenformigen Zellen. Die Zellen sind sehr klein; dies erschwert Messungen
der Biomasse durch Zihlungen unter dem Mikroskop. Elektronische Teilchenzahler, die fiir die Zahlung von Teilchen mit
einer Grofe von bis zu etwa 1 pm ausgelegt sind, konnen hilfreich sein. In-vitro-Fluoreszenzmessungen kommen ebenfalls
in Betracht.

Navicula pelliculosa

Fiir Stammkulturen konnen verschiedene Nahrmedien verwendet werden. Informationen zu geeigneten Medien sind von den
Stellen zu beziehen, welche die Sammlungen unterhalten. Das Medium muss Silikat enthalten.

Navicula pelliculosa kann unter bestimmten Wachstumsbedingungen Ansammlungen bilden. Wegen der Bildung von Lipi-
den neigen die Algenzellen gelegentlich zur Akkumulierung im Oberflichenfilm. In diesem Fall sind besondere Verfahrens-
weisen erforderlich, wenn reprasentative Teilproben zur Bestimmung der Biomasse genommen werden sollen. Unter
Umstdnden ist ein heftiges Schiitteln z. B. mit einem Wirbelmischer erforderlich.
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Nihrmedien

Fiir die Tests kann eines der beiden folgenden Nahrmedien verwendet werden:

OECD-Medium: Originalmedium gemaf8 OECD TG 201 sowie gemafs ISO 8692

US. EPA-Medium AAP, auch gemifs ASTM.

Bei der Herstellung dieser Medien sollten chemische Stoffe in Reagenzien- oder Analysequalitit und entionisiertes Wasser

verwendet werden.

Zusammensetzung des AAP-Mediums (US. EPA) und des Mediums gemifl OECD TG 201:

Bestandteil EPA OECD

mg|l mM mg/l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,Cl 15,0 0,280
MgCl,-6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
Ca(l,-2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgSO,:7(H,0) 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCl;-6(H,0) 0,160 0,000591 0,0640 0,000237
Na,EDTA-2(H,0) 0,300 0,000806 0,100 0,000269 (")
H,BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
MnCl,-4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
ZnCl, 0,00327 0,000024 0,00300 0,0000220
Co(Cl,6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,MoO,-2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 0,0000289
Cu(l,.2(H,0) 0,000012 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 81

() Das Molverhaltnis von EDTA zu Eisen ist geringfiigig grofer als eins. Daher kann das Eisen nicht aus-
fillen, und die Chelatbildung von Schwermetallionen wird minimiert.

Im Test mit der Kieselalge Navicula pelliculosa sind beide Medien mit Na,SiO; - 9H,0 aufzufiillen, bis eine Konzentration

von 1,4 mg Si/l erreicht ist.

Der pH-Wert des Mediums wird ermittelt, wenn sich das Carbonatsystem des Mediums und der Partialdruck des CO, in der
Umgebungsluft im Gleichgewicht befinden. Die ungefihre Beziehung zwischen dem pH-Wert bei 25 °C und der molaren
Bicarbonat-Konzentration lasst sich mit folgender Formel berechnen:

PH,, = 11,30 + log [HCO;]

Bei 15 mg NaHCO; pH,, = 7,5 (U.S. EPA-Medium) und 50 mg NaHCOs/l, pH,, = 8,1 (OECD-Medium).
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Stoffliche Zusammensetzung des Priifmediums

Element EPA OECD
mg/l mg/l
C 2,144 7,148
N 4,202 3,927
p 0,186 0,285
K 0,469 0,459
Na 11,044 13,704
Ca 1,202 4,905
Mg 2,909 2,913
Fe 0,033 0,017
Mn 0,115 0,115
Herstellung des OECD-Mediums
Nahrstoff Konzentration in der Stammlosung
Stammlosung 1: Makronihrstoffe
NH,Cl 1,5 gl
MgCl,-6H,0 1,2 gl
CaCl,-2H,0 1,8 gl
MgSO,:7H,0 1,5 g™
KH,PO, 0,16 gI™!
Stammlosung 2: Eisen
FeCl;-6H,0 64 mgl™!
Na,EDTA-2H,0 100 mg 1™
Stammlésung 3: Spurenelemente
H;BO, 185 mg1™
MnCl,-4H,0 415 mgl™!
Zn(l, 3 mgl™
CoCl,-6H,0 1,5 mgl™!
Cu(Cl,-2H,0 0,01 mgl™!
Na,Mo0,2H,0 7 mgl™!
Stammlosung 4: Bicarbonat
NaHCO, 50 g1
Na,Si05'9H,0

Die Stammlosungen sind durch Membranfiltration (mittlerer Porendurchmesser 0,2 pm) oder durch Autoklavieren (120 °C,
15 min) zu sterilisieren. Anschlieend werden die Losungen bei einer Temperatur von 4 °C dunkel gelagert.

Die Stammlosungen 2 und 4 diirfen nicht autoklaviert werden, sondern sind durch Membranfiltration zu sterilisieren.

Zum Herstellen des Nahrmediums wird eine geeignete Menge der Stammlosungen 1-4 wie folgt zu Wasser hinzugegeben:

Zu 500 ml sterilisiertem Wasser werden folgende Mengen hinzugegeben:

— 10 ml Stammlosung 1
— 1 ml Stamml6sung 2
— 1 ml Stammlésung 3

— 1 ml Stammldsung 4
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AnschliefSend wird sterilisiertes Wasser bis zu einem Volumen von 1 000 ml hinzugegeben.

Danach muss hinreichend Zeit zur Herstellung eines Gleichgewichts zwischen dem Medium und dem CO,-Gehalt der
Umgebungsluft belassen werden; wenn erforderlich, ist das Nahrmedium einige Stunden mit steriler gefilterter Luft zu
sprudeln.

Al.2.

Al.2.1.
A1.2.2.
Al1.2.3.
Al.2.4.
A1.2.5.
Al.2.6.
Al1.2.7.
A1.2.8.

Al.3.1.
Al1.3.2.
Al.3.3.
Al.3.4.
Al1.3.5.
Al.3.6.
Al.3.7.
Al1.3.8.

Al1.3.9.

Al.4.

Al.6.

Herstellung des AAP-Mediums

Von den Stammldsungen aus A1.2.1-A1.2.7 ist jeweils 1 ml zu etwa 900 ml entionisiertem oder destilliertem Was-
ser hinzuzugeben; anschlielend wird die Fliissigkeit bis zu einem Volumen von 1 I aufgefillt.

Stammlosungen mit Makronahrstoffen werden hergestellt, indem die folgenden Stoffmengen jeweils zu 500 ml
entionisiertem oder destilliertem Wasser hinzugegeben werden. Die Reagenzien A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3 und A1.2.4
konnen zu einer einzigen Stammlosung kombiniert werden.

NaNO; — 12,750 g.

MgCL,6H,0 — 6,082 g.

CaCl,2H,0 — 2,205 g.

Micronutrient Stock Solution — (siche A1.3).
MgSO,-7H,0 — 7,350 g.

K,HPO, — 0,522 g.

NaHCO, — 7,500 g.

Na,Si059H,0 — Siche Hinweis A1.1.

Hinweis A1.1: Ausschlieflich fir im Test eingesetzte Kieselalgen-Arten zu verwenden; kann unmittelbar (202,4 mg)
hinzugegeben oder mittelbar durch Auffiillen mit einer Stammlésung bis zum Erreichen einer Endkonzentration
von 20 mg/l Si im Medium hinzugegeben werden.

Die Mikronéhrstoff-Losung wird hergestellt, indem folgende Mengen in 500 ml entionisiertem oder destilliertem
Wasser aufgelost werden:

H,BO, — 92,760 mg.

Mn(l,-4H,0 — 207,690 mg.

ZnCl, — 1,635 mg.

FeCl,-6H,0 — 79,880 mg.

CoCl,6H,0 — 0,714 mg.

Na,Mo0,2H,0 — 3,630 mg.

Cucl,-2H,0 — 0,006 mg.

Na,EDTA-2H,0 — 150,000 mg.

[Dinatrium(ethylendinitril)tetraacetat]

Na,SeO,5H,0 — 0,005 mg Siche Hinweis A1.2.

Hinweis A1.2: Darf ausschlieflich im Medium fiir Stammkulturen mit Kieselalgen-Arten verwendet werden.
Der pH-Wert ist auf 7,5 * 0,1 einzustellen (mit 0,1 N oder 1,0 N NaOH oder HCl).

Wenn ein Teilchenzihler verwendet werden soll, wird das Medium durch einen 0,22-pm-Membranfilter in ein ste-
riles Gefifs gefiltert; ansonsten erfolgt die Filtration in ein steriles Gefdf8 durch einen 0,45-pm-Filter.

Das Medium ist bis zur Verwendung bei einer Temperatur von etwa 4 °C dunkel zu lagern.
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Beispiel eines Verfahrens zur Kultivierung der Algen

Allgemeine Bemerkungen
Durch die Kultivierung nach dem folgenden Verfahren sollen Algenkulturen fiir Toxizitdtspriifungen hergestellt werden.

Um sicherzustellen, dass die Algenkulturen nicht mit Bakterien verunreinigt sind, sind geeignete Methoden zu verwenden.
Wenngleich u. U. axenische Kulturen erwiinscht sein mogen, sind doch Algenkulturen mit einer einzigen Alge herzustellen
und zu verwenden.

Samtliche Schritte sind unter sterilen Bedingungen auszufithren, um Verunreinigungen mit Bakterien und anderen Algen zu
vermeiden.

Ausriistung und Materialien

Siehe Priifmethode: Apparatur.

Verfahren zur Herstellung von Algenkulturen

Herstellung der Nahrlosungen (Medien)

Alle Nahrsalze des Mediums werden als konzentrierte Stammlosungen hergestellt und dunkel und kiihl gelagert. Diese Losun-
gen werden durch Filtration oder durch Autoklavieren hergestellt.

Das Medium wird durch Zugabe der jeweils erforderlichen Menge der Stammlosung zu sterilem destilliertem Wasser her-
gestellt; dabei ist darauf zu achten, dass keine Verunreinigungen entstehen konnen. Bei festen Medien ist 0,8 % Agar
hinzuzugeben.

Stammbkultur

Die Stammbkulturen bestehen aus kleinen Algenkulturen, die regelmifig in frische Medien iibertragen werden und als
Ausgangs-Priifmaterial fungieren. Wenn die Kulturen nicht regelmifig verwendet werden, sind die Kulturen auf Agarréhr-
chen (Slopes) abzustreichen. Diese werden anschliefend mindestens einmal alle zwei Monate in frische Medien gebracht.

Die Stammkulturen werden in konischen Kolben mit dem jeweils geeigneten Medium kultiviert (Volumen etwa 100 ml).
Wenn die Algen bei 20 °C unter stindiger Beleuchtung inkubiert werden, ist eine wochentliche Uberimpfung erforderlich.

Dabei ist von der ,alten” Kultur mit sterilen Pipetten so viel in einen Kolben mit frischem Medium zu geben, dass bei schnell
wachsenden Arten die Ausgangskonzentration etwa 100 mal geringer ist als die Konzentration der alten Kultur.

Die Wachstumsrate einer Art kann anhand der Wachstumskurve bestimmt werden. Wenn diese bekannt ist, kann die Dichte
geschitzt werden, bei der die Kultur in das neue Medium gegeben werden sollte. Die Dichteschdtzung muss erfolgen, bevor
die betreffende Kultur in die Absterbephase gelangt.

Vorkultur

Mit der Vorkultur sollen Algen zur Impfung der Priifkulturen hergestellt werden. Die Vorkultur wird unter den Priifbedin-
gungen inkubiert und noch wihrend der Phase des exponentiellen Wachstums verwendet (in der Regel nach einer
Inkubationsdauer von 2 bis 4 Tagen). Algenkulturen mit deformierten oder anomalen Zellen sind zu verwerfen.
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Datenanalyse durch nicht-lineare Regression

Allgemeine Bemerkungen

In den Algentests und in sonstigen Tests zur Ermittlung des mikrobiologischen Wachstums — des Wachstums einer Bio-
masse — stellt die Reaktion naturgemif$ eine kontinuierliche oder metrische Variable dar: eine Prozessrate, wenn von einer
Wachstumsrate ausgegangen wird, und ein zeitbezogenes Integral, wenn die Biomasse zugrunde gelegt wird. Beide Parame-
ter werden auf die entsprechende mittlere Reaktion von zur Wiederholung verwendeten nicht behandelten Kontrollproben
bezogen, die am stirksten auf die jeweils gegebenen Bedingungen reagieren; bei Algentests sind Licht und Temperatur die
Hauptfaktoren. Das System kann verteilt oder homogen sein, und die Biomasse kann als kontinuierlicher Parameter betrach-
tet werden; einzelne Zellen brauchen nicht berticksichtigt zu werden. Die Varianzverteilung des Reaktionstyps dieser Sys-
teme hingt ausschlielich von den Versuchsbedingungen ab (die in der Regel durch logarithmisch-normale oder normale
Fehlerverteilungen gekennzeichnet sind). In dieser Hinsicht besteht ein Unterschied gegentiber typischen Reaktionen in Bio-
assays mit quantitativen Daten, bei denen die Toleranz (typischerweise mit binomischer Verteilung) der einzelnen Organis-
men hiufig als mafSgebliche Varianzkomponente betrachtet wird. Die Kontrollreaktionen liegen hier bei Null oder im Bereich
des Hintergrundwerts.

Im einfachsten Fall nimmt die normalisierte oder relative Reaktion r gleichmifig von 1 (Hemmung Null) bis 0 (vollstindige
Hemmung) ab. Simtliche Reaktionen sind mit einem Fehler verbunden, und offensichtlich negative Hemmungen konnen
rechnerisch ausschlielich das Ergebnis zufilliger Fehler sein.

Regressionsanalyse

Modelle

Durch eine Regressionsanalyse soll die Konzentrations-Reaktionskurve als mathematische Regressionsfunktion Y = f (C) bzw.
héufiger als F (Z) beschrieben werden; dabei ist Z = log C. Umgekehrt ermoglicht C = f™! (Y) die Berechnung von EC,-Werten
einschlieflich EC;,, EC und EC,, sowie der jeweiligen 95- %-Konfidenzintervalle. Verschiedene einfache mathematische
Funktionen haben sich als geeignet zur Beschreibung von Konzentrations-Reaktionsbezichungen in Tests zur Ermittlung der
Hemmung des Algenwachstums erwiesen. Zu diesen Formeln zahlen die logistische Gleichung, die nicht symmetrische
Weibull-Verteilung und die logarithmische Normalverteilung als Sigma-Kurven, bei denen sich jeweils ein asymptotischer
Verlauf gegen eins bei C — 0 bzw. gegen Null bei C — unendlich ergibt.

Der Einsatz kontinuierlicher Schwellenwert-Funktionsmodelle (z. B. des Kooijman-Modells der ,Hemmung des Populations-
wachstums® (Kooijman u. a. 1996) wurde kiirzlich als Alternative zu asymptotischen Modellen vorgeschlagen. Dieses Modell
geht davon aus, dass bei Konzentrationen unter einem bestimmten Schwellenwert ECO+ keine Auswirkungen mehr gege-
ben sind; dieser Schwellenwert wird mit Hilfe einer einfachen kontinuierlichen Funktion mit undifferenziertem Ausgangs-
punkt durch Extrapolation der Reaktions-Konzentrationsbeziehung so geschitzt, dass die Konzentrationsachse geschnitten
wird.

Die Analyse kann in einer einfachen Minimierung der Restquadratsummen (bei Annahme einer konstanten Varianz) oder
der gewichteten Quadrate (bei Ausgleich einer Varianzheterogenitit) bestehen.

Verfahren

Das Verfahren kann wie folgt beschrieben werden: Eine geeignete Funktionsgleichung Y = f (C) wird gewahlt und durch nicht-
lineare Regression an die Daten angepasst. Vorzugsweise sind die Messungen der einzelnen Kolben und nicht die Mittel-
werte der Wiederholungen zu verwenden, um moglichst viele Informationen aus den Daten zu gewinnen. Bei einer hohen
Varianz haben praktische Erfahrungen hingegen gezeigt, dass die Mittelwerte der Wiederholungen eine sicherere mathema-
tische Schitzung ermdglichen, die weniger von systematischen Fehlern bei den Daten als von den einzelnen ermittelten
Datenpunkten abhingt.

Die angepasste Kurve und die gemessenen Daten werden grafisch dargestellt; anschlieSend ist zu priifen, ob die Kurve in
angemessener Weise angepasst wurde. Eine Analyse der Restwerte konnte fiir diesen Zweck besonders hilfreich sein. Wenn
die gewihlte Funktionsbeziehung zur Anpassung der Konzentrations-Reaktionskurve die Kurve nicht vollstandig beschreibt
oder einen wesentlichen Teil der Kurve wie z. B. die Reaktion bei niedrigen Konzentrationen nicht gut beschreibt, ist eine
andere Option zur Kurvenanpassung zu wihlen (z. B. eine nicht symmetrische Kurve wie etwa die Weibull-Funktion anstelle
einer symmetrischen Kurve). Negative Hemmungen konnen z. B. in Verbindung mit der logarithmischen Normalverteilung
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problematisch sein und ebenfalls den Einsatz einer alternativen Regressionsfunktion erfordern. Es wird nicht empfohlen, die-
sen negativen Werten einen Wert von Null oder einen kleinen positiven Wert zuzuweisen, weil ansonsten die Fehler-
verteilung beeintrachtigt werden konnte. Angemessen sind unter Umstanden getrennte Kurvenanpassungen fiir bestimmte
Bereiche der Kurve (z. B. fiir den Bereich mit der niedrigen Hemmung, wenn EC,,, ,-Werte geschitzt werden sollen). Aus
der angepassten Formel sind (mit der Umkehrfunktion C = f* (Y)) charakteristische Schitzwerte fiir EC, zu ermitteln und
mindestens fiir EC;,, sowie fiir einen oder zwei Werte von EC,, , zu protokollieren. Praktische Erfahrungen haben gezeigt,
dass die Genauigkeit der Algentests im Allgemeinen eine angemessen exakte Schitzung der Konzentration bei einer Hem-
mung von etwa 10 % ermdglicht, wenn hinreichende Datenpunkte verfiigbar sind (sofern nicht eine UnregelmaRigkeit in
Form einer Stimulation auch bei niedrigen Konzentrationen gegeben ist). Die Genauigkeit einer EC,,-Schatzung ist haufig
betrichtlich grofer als die Genauigkeit geschitzter EC,,-Werte, weil die EC,,-Werte gewdhnlich im anndhernd linearen
Bereich der zentralen Konzentrations-Reaktionskurve vorgenommen werden. Gelegentlich ist die Beurteilung von EC, -
Werten wegen der Wachstumsstimulation problematisch. Werte fiir EC;,, sind also im Allgemeinen mit hinreichender
Genauigkeit zu erhalten; in jedem Fall empfiehlt sich jedoch, auch die EC,,-Werte zu erfassen.

Gewichtungsfaktoren

Die Versuchsvarianz ist nicht grundsitzlich konstant und beinhaltet typischerweise eine proportionale Komponente; daher
wird vorzugsweise regelmafiig auch eine gewichtete Regression vorgenommen. Die Gewichtungsfaktoren fiir diese Analy-
sen werden im Allgemeinen als umgekehrt proportional zur Varianz angenommen:

W, = 1/Var(r)

Viele Regressionsprogramme beinhalten die Option zur Durchfithrung gewichteter Regressionsanalysen mit Gewichtungs-
faktoren, die aus einer Tabelle ausgewihlt werden kénnen. Die Normalisierung der Gewichtungsfaktoren kann auf bequeme
Weise erfolgen, indem die Gewichtungsfaktoren so mit n/E w; (n = Anzahl der Datenpunkte) multipliziert werden, dass sich
die Summe 1 ergibt.

Normalisierung der Reaktionen

Die Normalisierung durch die mittlere Kontrollreaktion bringt einige grundsitzliche Probleme mit sich und bedingt eine eher
komplizierte Varianzstruktur. Mit der Division der Reaktionen durch die mittlere Kontrollreaktion zur Ermittlung der pro-
zentualen Hemmung wird ein weiterer Fehler eingefiihrt, der auf den in den Mittelwerten der Kontrollen enthaltenen Fehler
zuriickzufithren ist. Wenn dieser Fehler nicht vernachldssigbar gering ist, sind Gewichtungsfaktoren in Verbindung mit der
Regression und mit den Konfidenzintervallen bezogen auf die Kovarianz der Kontrollen zu korrigieren (17). Eine hohe
Genauigkeit der geschitzten Mittelwerte der Kontrollreaktionen ist wichtig, um die Gesamtvarianz der relativen Reaktion zu
minimieren. Diese Varianz ldsst sich wie folgt beschreiben.

(Dabei steht das tiefgestellte i fir die Konzentration i und die tiefgestellte 0 fur die Kontrollen.)
Y; = relative Reaktion = r;fr, = 1 -1 =f (C)
bei gegebener Varianz:
Var (Y)) = Var (1;fr,) = (0Y; | 0 r;)*Var(r) + @ Y,/ 0 ro)>Var (ro)
entsprechend gilt
@Y/or)=1[round @Y,/ 0 1o) = 1y/ry 2
bei normal verteilten Daten und m; und m, Wiederholungen:
Var(r)) = o°[m;
fir die Gesamtvarianz der relativen Reaktion Y; gilt somit:
Var(Y) = 6?/(ty? m;) + r,20%[r,* m,

Der Fehler im Mittelwert der Kontrollen ist umgekehrt proportional zur Quadratwurzel der Anzahl der durchschnittlichen
Kontrollwiederholungen; gelegentlich ist die Einbeziehung historischer Daten gerechtfertigt, um den Fehler auf diese Weise
erheblich zu reduzieren. Ein alternatives Verfahren besteht darin, die Daten nicht zu normalisieren und die absoluten Reak-
tionen einschlieflich der Daten der Kontrollreaktionen nicht anzupassen, sondern den Kontroll-Reaktionswert als zusatzli-
chen Parameter einzufithren, der durch nicht-lineare Regression anzupassen ist. In Verbindung mit einer normalen
Regressionsgleichung mit zwei Parametern erfordert diese Methode die Anpassung von drei Parametern; daher sind mehr
Datenpunkte erforderlich als bei der nicht-linearen Regression von Daten, die mit einer vordefinierten Kontrollreaktion nor-
malisiert werden.
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Umkehrung der Konfidenzintervalle

Die Berechnung nicht-linearer Konfidenzintervalle durch Schitzung mit der Umkehrfunktion gestaltet sich eher komplex
und ist in den tiblichen statistischen Computer-Programmen als reguldre Option nicht enthalten. Ungefihre Konfidenz-
intervalle konnen mit Standardprogrammen zur Berechnung nicht-linearer Regressionen durch Neu-Parametrisierung ermit-
telt werden (Bruce und Versteeg, 1992); dabei wird die mathematische Formel mit den angestrebten Punktschitzungen (z. B.
EC,, und ECy) als zu schitzenden Parametern neu entwickelt. Vorausgesetzt wird I = f (a, f, Konzentration. Die Definitions-
bezichungen f (q, §, EC,() = 0,1 und f (o, f, EC5,) = 0,5 werden verwendet, um f (a, p, Konzentration) durch eine dquivalente
Funktion g (EC,,, ECs,, Konzentration) zu ersetzen.

Fur eine direktere Berechnung (Andersen u. a. 1998) kann die urspriingliche Formel verwendet und eine Taylor-Expansion
um die Mittelwerte fir r; und r, angenommen werden.

In letzter Zeit werden zunehmend auch Methoden mit Bootstrapping-Algorithmen verwendet. Diese Methoden beruhen auf
Schitzungen einer empirischen Varianzverteilung ausgehend von den gemessenen Daten und von hiufigen Stichproben
unter Einsatz eines Zufalls-Nummerngenerators.
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ANHANG V

C.25. AEROBE MINERALISATION IN OBERFLACHENWASSER — SIMULATIONSTEST ZUR BIOLOGISCHEN

1.1.

1.2

ABBAUBARKEIT

METHODE

Diese Methode entspricht der Priifrichtlinie OECD TG 309 (2004) (1).

EINLEITUNG

Mit diesem Test sollen der zeitliche Verlauf des biologischen Abbaus einer niedrig konzentrierten Priifsubstanz in
aerobem natiirlichem Wasser gemessen und die Beobachtungen als kinetische Geschwindigkeit quantifiziert wer-
den. Dieser Simulationstest besteht aus einem im Labor durchgefithrten Schiittelkolben-Batch-Test, in dem die Rate
des aeroben biologischen Abbaus organischer Substanzen in Proben natiirlichen Oberflichenwassers (Stilwasser,
Brackwasser oder Meerwasser) ermittelt wird. Der Test beruht auf ISO/DIS 14592-1 (2) und beinhaltet auflerdem
Elemente der Priifmethoden C.23 und C.24 (3)(4). Bei langer Testdauer wird anstelle der Batch-Untersuchung ein
semikontinuierlicher Test durchgefithrt, um den Abbau der Testorganismen zu verhindern. Das Hauptziel des
Simulationstests besteht in der Mineralisation der Priifsubstanz in Oberflichenwasser; aufgrund der Mineralisation
wird dann die Abbaukinetik beschrieben. Ein fakultatives untergeordnetes Ziel des Tests besteht in der Ermittlung
von Informationen zum primaren Abbau und zur Bildung wesentlicher Transformationsprodukte. Die Bestim-
mung der Transformationsprodukte sowie nach Méglichkeit die Quantifizierung der jeweiligen Konzentrationen
sind besonders wichtig bei Substanzen, die sehr langsam mineralisiert werden (z. B. wenn die Halbwertszeiten fiir
den Abbau simtlicher '*C-Riickstinde mehr als 60 Tage betragen). Zur Bestimmung und Quantifizierung wich-
tiger Transformationsprodukte sollten aus analytischen Griinden die Priifsubstanzen im Allgemeinen in hoheren
Konzentrationen (z. B. > 100 pg/l) verwendet werden.

Niedrige Konzentrationen sind in diesem Test Konzentrationen (z. B. von weniger als 1 pg/l auf 100 pg/l), die so
gering sind, dass sichergestellt ist, dass die Kinetik des biologischen Abbaus im Test die in der natiirlichen Umge-
bung zu erwartende Kinetik widerspiegelt. Gegeniiber der Gesamtmasse an biologisch abbaubaren Kohlenstoff-
substraten, die in im Test verwendetem natiirlichem Wasser vorkommen, fungiert die niedrig konzentrierte
Priifsubstanz als untergeordnetes Substrat. Dies bedeutet, dass die zu erwartende Kinetik des biologischen Abbaus
als Kinetik erster Ordnung einzustufen ist (Kinetik ,ohne Wachstum®) und dass die Priifsubstanz durch ,Cometa-
bolismus* abgebaut werden kann. Eine Kinetik erster Ordnung impliziert, dass die Abbaurate (mg/l/Tag) propor-
tional zur im Laufe der Zeit abnehmenden Substratkonzentration ist. Bei echter Kinetik erster Ordnung ist die
Konstante der spezifischen Abbaurate (k) unabhingig von der Dauer und von der Konzentration. Die Konstante k
indert sich also wihrend eines Versuchs nicht nennenswert, und wesentliche Anderungen treten auch nach
Konzentrationssteigerungen von einem Versuch zum néchsten nicht auf. Per Definition entspricht die Konstante
der spezifischen Abbaurate der relativen Konzentrationsanderung pro Zeiteinheit: k = (1/C) - (dC/dt). Unter den
vorgegebenen Bedingungen ist im Allgemeinen eine Kinetik erster Ordnung zu erwarten; unter gewissen Bedin-
gungen kann jedoch auch eine sonstige Kinetik gegeben sein. Abweichungen von der Kinetik erster Ordnung kon-
nen z. B. festzustellen sein, wenn die Geschwindigkeit der biologischen Transformation stirker durch ein
Massentransfer-Phinomen wie z. B. die Diffusionsrate als durch die Geschwindigkeit der biologischen Reaktion
begrenzt wird. Die Daten konnen jedoch nahezu immer durch eine Pseudo-Kinetik erster Ordnung beschrieben
werden, wobei eine konzentrationsabhingige Konstante fiir die Abbaurate angenommen wird.

Informationen zur biologischen Abbaubarkeit der Priifsubstanz bei hoheren Konzentrationen (z. B. aufgrund von
Standard-Screening-Tests) sowie Informationen zur abiotischen Abbaubarkeit, zu Transformationsprodukten und
zu mafSgeblichen physikalisch-chemischen Merkmalen sollten vor dem Test verfigbar sein, um den Versuch pla-
nen und die Ergebnisse auswerten zu kénnen. Die Verwendung von mit '*C-markierten Priifsubstanzen und die
Bestimmung der Phasenverteilung von '*C am Ende des Tests erméglichen die Bestimmung der biologischen
Endabbaubarkeit. Bei nicht markierten Priifsubstanzen kann der biologische Endabbau nur geschitzt werden, wenn
eine hohere Konzentration getestet wird und alle wesentlichen Transformationsprodukte bekannt sind.

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Primirer biologischer Abbau: Strukturinderung (Transformation) einer chemischen Substanz durch Mikroor-
ganismen infolge des Verlusts der chemischen Identitit.

Funktionaler biologischer Abbau: Strukturinderung (Transformation) einer chemischen Substanz durch Mikro-
organismen infolge des Verlusts eines spezifischen Merkmals.

Aerober biologischer Endabbau: Zersetzung einer chemischen Substanz durch Mikroorganismen unter
Sauerstoffeinwirkung in Kohlendioxid und Wasser sowie in Mineralsalze sonstiger vorhandener Elemente (Mine-
ralisation) und Erzeugung neuer Biomasse und organischer mikrobiologischer Biosyntheseprodukte.
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Mineralisation: Zersetzung einer chemischen Substanz oder eines organischen Materials durch Mikroorganismen
unter Sauerstoffeinwirkung in Kohlendioxid und Wasser sowie in Mineralsalze sonstiger vorhandener Elemente.

»Lag“-Phase: Zeitraum vom Beginn eines Tests bis zur Anpassung der abbauenden Mikroorganismen und bis der
biologische Abbau einer chemischen Substanz oder eines organischen Materials einen nachweisbaren Umfang
angenommen hat (z. B. 10 % des maximalen theoretischen biologischen Abbaus bzw. je nach Genauigkeit des
Messverfahrens auch weniger).

Maximaler Umfang des biologischen Abbaus: In Prozent erfasster Umfang des biologischen Abbaus einer che-
mischen Substanz oder eines organischen Materials in einem Test, iiber den hinaus wihrend des Tests kein wei-
terer biologischer Abbau mehr erfolgt.

Primirsubstrat: Zusammenstellung natiirlichen Kohlenstoffs und natiirlicher Energiequellen, in der eine mikro-
biologische Biomasse wachsen und kultiviert werden kann.

Sekundirsubstrat: Niedrig konzentrierte Substratkomponente, durch deren Abbau den mafSgeblichen Mikroor-
ganismen im Vergleich zur Kohlenstoff- und Energieversorgung infolge des Abbaus der wesentlichen Substrat-
komponenten (Primérsubstrate) nur unerhebliche Mengen an Kohlenstoff und Energie zugefithrt werden.

Konstante der Abbaurate: Konstante der Abbaukinetik erster Ordnung k (d™"); diese Konstante gibt Aufschluss
iiber die Geschwindigkeit von Abbauprozessen; bei Batch-Versuchen wird k aufgrund des anfinglichen Abschnitts
der Abbaukurve geschitzt, die am Ende der ,Lag“-Phase ermittelt wird.

Halbwertszeit, t, |, (d): Parameter zur Beschreibung der Geschwindigkeit einer Reaktion erster Ordnung; Zeitab-
stand, der einem Konzentrationsriickgang um den Faktor 2 entspricht. Der Zusammenhang zwischen der Halb-
wertszeit und der Konstante der Abbaurate ldsst sich mit der Formel t, , = In2[k beschreiben.

Abbauzeit, DT, (d): Parameter zur Quantifizierung des Ergebnisses von Tests zur Ermittlung der biologischen
Abbaubarkeit; Zeitintervall einschlie€lich der ,Lag“-Phase, in dem ein biologischer Abbau von 50 % erreicht wird.

Nachweisgrenze (LOD = Limit of Detection) und Quantifizierungsgrenze (LOQ = Limit of Quantification):
Als Nachweisgrenze (LOD) wird die Konzentration einer Substanz bezeichnet, unter der die Substanz nicht mehr
von analytischen Artefakten unterschieden werden kann. Als Quantifizierungsgrenze (LOQ) gilt die Konzentra-
tion einer Substanz, unter der die Konzentrationen nicht mehr mit annehmbarer Genauigkeit bestimmt werden
kann.

Geloster organischer Kohlenstoff (DOC = Dissolved organic Carbon): Der Anteil des in einer Wasserprobe
enthaltenen organischen Kohlenstoffs, der nicht durch die spezifizierte Phasentrennung entfernt werden kann (etwa
durch 15-miniitiges Zentrifugieren mit 40 000 ms™ oder durch Membranfiltration mit einer Porengroe von
0,2 ym-0,45 pm).

TOA (Total organic "*C Activity): '*C-Gesamtaktivitit von organischem Kohlenstoff
DOA (Dissolved organic "*C Activity): '*C-Aktivitdt von geldstem organischem Kohlenstoff

POA (Particulate organic *C Activity): ' *C-Aktivitit von als Feststoff vorliegendem organischem Kohlenstoff

ANWENDBARKEIT DER PRUFMETHODE

Dieser Simulationstest ist bei nicht fliichtigen oder leicht fliichtigen organischen Substanzen durchzufiihren, die
bei niedrigen Konzentrationen getestet werden. Bei Verwendung von zur Atmosphire offenen Kolben (z. B. nur
mit einem Wattepropf verschlossen) konnen Substanzen mit Henry-Konstanten von unter etwa 1 Pa - m?/mol (ca.
107° atm - m?/mol) in der Praxis als nicht fliichtig betrachtet werden. Mit geschlossenen Kolben mit einem gewis-
sen Luftraum konnen leicht fliichtige Substanzen (mit Henry-Konstanten < 100 Pa - m’/mol bzw.
< 107 atm - m?/mol) verlustfrei getestet werden. Bei mit '“C markierten Substanzen konnen Verluste auftreten,
wenn beim Abtrennen des CO, nicht die erforderlichen Vorsichtsmaflnahmen getroffen werden. In diesen Fillen
muss unter Umstdnden CO, in einem internen Absorber mit Alkali gebunden oder ein externes CO,-
Absorbersystem verwendet werden (direkte '*CO,-Bestimmung, wie in Anhang 3 beschrieben). Damit die Kinetik
des biologischen Abbaus bestimmt werden kann, muss die Konzentration der Priifsubstanz unter der Wasser-
loslichkeit der Priifsubstanz liegen. Es wird jedoch darauf hingewiesen, dass die in der Fachliteratur genannten
Werte fiir die Wasserloslichkeit erheblich hoher sein kénnen als die Loslichkeit der Priifsubstanz in natiirlichen
Gewdssern. Fakultativ kann die Loslichkeit von Priifsubstanzen mit besonders schlechter Wasserl6slichkeit auch
unter Verwendung von Material aus den zu priifenden natiirlichen Gewéssern bestimmt werden.

Die Methode kann zur Simulierung des biologischen Abbaus in von groben Partikeln freiem Oberflichenwasser
(wpelagischer Test“) oder in tritbem Oberflichenwasser z. B. an einem Wasser-/Sediment-Ubergang (,Test mit sus-
pendierten Sedimenten®) eingesetzt werden.
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1.5.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Der Test wird als Batch-Test durchgefiihrt, indem die Priifsubstanz entweder ausschlieflich mit Oberflichenwasser
(wpelagischer Test*) oder in mit suspendierten Feststoffen/Sedimenten mit 0,01 bis 1 g/l Trockengewicht aufberei-
tetem Oberflichenwasser (,Test mit suspendierten Sedimenten®) inkubiert wird, um ein Wasservolumen mit sus-
pendierten Feststoffen oder neu suspendierten Sedimenten zu simulieren. Die Konzentration der suspendierten
Feststoffe/Sedimente im unteren Bereich dieses Intervalls ist typisch fiir die meisten Oberflichengewisser. Die Test-
kolben werden im Dunkeln bei Umgebungstemperatur unter Schiitteln bei aeroben Bedingungen inkubiert. Die
Priifsubstanz sollte in mindestens zwei Konzentrationen verwendet werden, um die Abbaukinetik zu bestimmen.
Die Konzentrationen sollten sich um den Faktor 5 bis 10 voneinander unterscheiden und den in der Umwelt zu
erwartenden Konzentrationsbereich abdecken. Die maximale Konzentration der Priifsubstanz sollte hochstens
100 pg/l betragen; maximale Testkonzentrationen unter 10 pg/l sind jedoch zu bevorzugen, um sicherzustellen,
dass beim biologischen Abbau eine Kinetik erster Ordnung gegeben ist. Die niedrigste Konzentration sollte hochs-
tens 10 pg/l betragen; niedrigste Konzentrationen von 1-2 pg/l oder von weniger als 1 pg/l sind zu bevorzugen. Im
Allgemeinen kann eine angemessene Analyse derart niedriger Konzentrationen mit handelsiiblichen mit '*C mar-
kierten Substanzen durchgefithrt werden. Aus analysetechnischen Griinden kann die Konzentration der Priifsub-
stanz hdufig nicht mit der erforderlichen Genauigkeit gemessen werden, wenn die Priifsubstanz in einer
Konzentration von < 100 pg/l vorliegt (siche Abschnitt 1.7.2 Absatz 2). Hohere Konzentrationen der Priifsubstanz
(> 100 pg/l und gelegentlich > 1 mg/l) konnen zur Bestimmung und zur Quantifizierung wichtigerer
Transformationsprodukte sowie dann verwendet werden, wenn ein spezifisches Analyseverfahren mit niedriger
Nachweisgrenze nicht verfiigbar ist. Wenn hohe Konzentrationen einer Priifsubstanz getestet werden sollen, kon-
nen die Ergebnisse unter Umstinden nicht zur Schitzung der Konstante des Abbaus erster Ordnung und zur Schit-
zung der Halbwertszeit verwendet werden, weil der Abbau wahrscheinlich nicht der Kinetik erster Ordnung folgt.

Nach dem Abbau werden in geeigneten Zeitabstinden entweder die ' *C-Restwerte oder die Restkonzentration der
Priifsubstanz gemessen, wenn eine spezifische chemische Analyse erfolgt. Die '*C-Markierung der stabilsten
Molekiilbereiche gewihrleistet, dass die Gesamtmineralisation bestimmt wird; erfolgt die Markierung mit **C bei
weniger stabilen Molekiilbereichen oder werden spezifische Analyseverfahren eingesetzt, kann nur der primére bio-
logische Abbau ermittelt werden. Der stabilste Bereich beinhaltet jedoch nicht zwangsldufig den funktions-
relevanten Teil des Molekiils (der einem spezifischen Merkmal wie z. B. der Toxizitdt oder der Bioakkumulation
zugeordnet werden kann). In diesem Fall ist unter Umstdnden die Verwendung einer im funktionsrelevanten Teil
mit '*C markierten Priifsubstanz angemessen, wenn die Aufhebung eines spezifischen Merkmals iiberwacht wer-
den soll.

INFORMATIONEN ZUR PRUFSUBSTANZ

Fiir diesen Test konnen sowohl radioaktiv markierte als auch nicht markierte Priifsubstanzen verwendet werden.
Die Markierung mit '*C wird empfohlen; markiert werden sollten im Allgemeinen die stabilsten Bereiche der jewei-
ligen Molekiile (siche auch Abschnitt 1.4). Bei Substanzen mit mehreren aromatischen Ringen sollte vorzugsweise
mindestens ein Kohlenstoffmolekiil pro Ring mit '*C markiert werden. Auerdem sollte vorzugsweise mindestens
ein Kohlenstoffmolekiil auf beiden Seiten leicht abbaubarer Briicken mit '*C markiert werden. Die chemische
und/oder radiochemische Reinheit der Priifsubstanz sollte > 95 % sein. Bei radioaktiv markierten Substanzen ist
eine spezifische Aktivitdt von mindestens ca. 50 pCi/mg (1,85 MBq) zu bevorzugen, um die '*C-Messungen in Tests
mit niedrigen Ausgangskonzentrationen zu erleichtern. Zu den Priifsubstanzen sollten folgende Informationen ver-
fugbar sein:

—  Loslichkeit in Wasser (Methode A.6);

—  Loslichkeit in organischen Losungsmitteln (mit Losungsmitteln behandelte Substanzen oder Substanzen mit
geringer Wasserloslichkeit),

— Dissoziationskonstante (pKa), wenn die betreffende Substanz zur Protonierung oder Deprotonierung neigt
(OECD TG 112) (5);

— Dampfdruck (Methode A.4] und Henry-Konstante;
— chemische Stabilitdt in Wasser und im Dunkeln (Hydrolyse) (Methode C.7).

Wenn Substanzen mit geringer Wasserloslichkeit in Meerwasser getestet werden, kann die Kenntnis der Aussal-
zungskonstante (oder ,Setschenow-Konstante*) K°* von Vorteil sein; diese Konstante wird mit folgender Formel defi-
niert: log (S/S") = K® C,,,; dabei stehen S und §’ fiir die Loslichkeit der Substanz in Siilwasser bzw. in Meerwasser
und C,, fiir die molare Salzkonzentration.

Wenn der Test als , Test mit suspendierten Sedimenten durchgefiihrt wird, sollten auch die folgenden Informati-
onen vorliegen:

— n-Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient (Methode A.8);

— Adsorptionskoeffizient (Methode C.18);
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1.7.

1.8.

1.8.1.

Auflerdem konnen die folgenden Informationen hilfreich sein:

—  Umweltkonzentration (wenn bekannt oder geschitzt);

— Toxizitit der Priifsubstanz fiir Mikroorganismen (Methode C.11);

— leichte und/oder inhirente biologische Abbaubarkeit (Methoden C.4 A-F, C.12, C.9, OECD TG 302 (5));

— aerobe bzw. anaerobe biologische Abbaubarkeit im Boden sowie Studien zur Sediment-/Wasser-
Transformation (Methoden C.23, C.24).

REFERENZSUBSTANZ

Als Referenzsubstanz sollte eine unter aeroben Bedingungen im Allgemeinen leicht abzubauende Substanz (z. B.
Anilin oder Natriumbenzoat) verwendet werden. Gewohnlich werden Anilin und Natriumbenzoat in weniger als
zwei Wochen.abgebaut. Mit den Referenzsubstanzen soll sichergestellt werden, dass die mikrobiologische Aktivi-
tdt des Testwassers in einem bestimmten Rahmen liegt, d. h. dass das Wasser eine aktive mikrobiologische Popu-
lation enthilt.

QUALITATSKRITERIEN

Wiederfindungsraten

Unmittelbar nach der Zugabe der Priifsubstanz sollte durch Messungen der '*C-Aktivitdt bzw. — bei nicht mar-
kierten Substanzen — durch chemische Analysen in jeweils mindestens zwei Proben jeweils die Ausgangs-
Testkonzentration gepriift werden. Die entsprechenden Messungen geben Aufschluss iiber die Anwendbarkeit und
tiber die Wiederholbarkeit der Analysemethode sowie iiber die Homogenitit der Verteilung der Priifsubstanz. Im
Allgemeinen wird in den anschlieBenden Datenanalysen cher die gemessene '*C-Ausgangsaktivitit oder die Priif-
substanzkonzentration gemessen als die Nennkonzentration, da bei den Messungen der '*C-Ausgangsaktivitit oder
der Priifsubstanzkonzentration die auftretenden Sorptions- und Dosierungsfehler kompensiert werden. Bei mit '*C
markierten Priifsubstanzen wird der Umfang der Wiederfindung am Ende des Versuchs als Massenbilanz angege-
ben (siche Abschnitt 1.8.9.4 letzter Absatz). Im Idealfall sollte die Massenbilanz bei radioaktiver Markierung im
Bereich 90 % bis 110 % liegen; die erforderliche Analysegenauigkeit sollte bei nicht markierten Priifsubstanzen
durch eine anfingliche Wiederfindung von 70 % bis 110 % gegeben sein. Diese Bereiche sollten jedoch als Ideal-
bereiche betrachtet und nicht als Kriterien fiir die Annehmbarkeit eines Tests angenommen werden. Die Analyse-
genauigkeit kann fiir die Priifsubstanz auch bei einer niedrigeren Konzentration als der Ausgangskonzentration
sowie fiir wichtigere Transformationsprodukte bestimmt werden.

Wiederholbarkeit und Empfindlichkeit der Analysemethode

Die Wiederholbarkeit der zur Quantifizierung der Priifsubstanz sowie ggf. der Transformationsprodukte einge-
setzten Analysemethode (einschlieRlich der Methoden zur Uberpriifung der Wirksamkeit der Erstextraktion) sollte
durch finf Wiederholungsanalysen der einzelnen Extrakte des Oberflichenwassers gepriift werden.

Die Nachweisgrenze (LOD) der zur Analyse der Priifsubstanz und der Transformationsprodukte verwendeten
Methode sollte nach Moglichkeit bei mindestens 1 % der in das Testsystem eingebrachten Ausgangsmenge liegen.
Die Quantifizierungsgrenze (LOQ) sollte kleiner oder gleich 10 % der verwendeten Konzentration sein. Die che-
mischen Analysen vieler organischer Substanzen und der jeweiligen Transformationsprodukte setzen hiufig vor-
aus, dass die Priifsubstanz in verhdltnismifig hohen Konzentrationen (d. h. > 100 pg/l) eingebracht wird.

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE

Apparatur

Der Test kann in konischen oder zylindrischen Kolben mit geeignetem Fassungsvermdgen (z. B. 0,5 oder 1,0 )
durchgefiihrt werden, die mit Silikon- oder Gummistopfen verschlossen sind; alternativ kénnen auch Serum-
flaschen mit CO,-dichten Deckeln (z. B. mit Butylkautschuk-Septum) verwendet werden. Eine weitere Moglichkeit
besteht in der Durchfithrung der Tests mit mehreren Kolben und in der Entnahme des gesamten Inhalts von jeweils
mindestens zwei Kolben je Probenintervall (siche Abschnitt 1.8.9.1 letzter Absatz). Fiir nicht fliichtige Priifsub-
stanzen, die nicht radioaktiv markiert wurden, sind gasdichte Stopfen oder Deckel nicht erforderlich. Lose Watte-
pfropfen, die eine Verunreinigung aus der Luft verhindern, kénnen verwendet werden (siche Abschnitt 1.8.9.1
Absatz 2). Leicht fliichtige Substanzen sollten in einem Biometersystem unter leichten Rithren der Wasseroberfla-
che getestet werden. Um sicherzustellen, dass keine Verunreinigung durch Bakterien erfolgt, konnen die Gefif3e
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auch durch Erwarmen oder durch Autoklavieren vor der Verwendung sterilisiert werden. Aulerdem wird die fol-
gende Standard-Laborausriistung verwendet:

— ein Schiitteltisch oder Magnetriihrer zum kontinuierlichen Riihren der Testkolben;
— eine Zentrifuge;

— ein pH-Messgerit;

— ein Tritbungsmesser fiir nephelometrische Trilbungsmessungen;

— ein Ofen oder eine Mikrowelle zur Bestimmung der Trockengewichte;

—  Gerite zur Membranfiltration;

— ein Autoklav oder ein Ofen zur Sterilisierung der Glasgerite durch Erwdrmen;

— Instrumente zur Handhabung von mit 14C markierten Substanzen;

—  Gerite zur Quantifizierung der '*C-Aktivitat der Proben aus CO,-Abscheidelsungen sowie ggf. aus
Sedimentproben;

— Analysegerite zur Bestimmung der Priifsubstanz (und der Referenzsubstanz), wenn spezifische chemische
Analysen (z. B. mit einem Gaschromatographien oder durch HPLC) vorgenommen werden.

Stammlésungen der Priifsubstanz

Zur Herstellung von Stamml6sungen der Priifsubstanzen und der Referenzsubstanzen wird entionisiertes Wasser
verwendet (siche Abschnitt 1.8.7 Absatz 1). Das entionisierte Wasser sollte frei von Substanzen sein, die auf Mikro-
organismen toxisch wirken konnten; auferdem sollte der Anteil an gelostem organischem Kohlenstoff (DOC)
hochstens 1 mg/l betragen (6).

Entnahme und Transport von Oberflichenwasser

Die Stellen, an denen das Oberflichenwasser entnommen wird, sollten grundsitzlich abhingig vom Zweck des
jeweiligen Tests ausgewihlt werden. Bei der Auswahl von Entnahmestellen sind mégliche Eintrige aus Landwirt-
schaft, Industrie und Haushalten zu beriicksichtigen. Wenn bekannt ist, dass eine aquatische Umgebung in den letz-
ten vier Jahren mit der Priifsubstanz oder mit analog aufgebauten Substanzen verunreinigt wurde, sollte dort nur
dann Wasser fiir die Tests entnommen werden, wenn ausdriicklich die Abbauraten an bereits belasteten Stellen
untersucht werden sollen. An der Entnahmestelle sollten der pH-Wert und die Temperatur des Wassers gemessen
werden. Die Tiefe, in der das Wasser entnommen wurde, sowie das Aussehen der Wasserproben (z. B. Farbe
und Tritbung) sollten ebenfalls protokolliert werden (siche Abschnitt 3). Die Sauerstoffkonzentration und/oder das
Redoxpotenzial in Wasser und in der Sedimentoberfliche sollten gemessen werden, um die aerobe Qualitit der
Proben nachzuweisen, wenn diese nicht aufgrund des Aussehens oder bereits vorliegender Erfahrungen mit der
Entnahmestelle offensichtlich bzw. bekannt sind. Das Oberflichenwasser sollte in einem griindlich gespiilten Behal-
ter transportiert werden. Wahrend des Transports sollte die Probentemperatur die Testtemperatur nicht erheblich
tiberschreiten. Bei einer Transportdauer von mehr als 2-3 Stunden wird eine Kithlung auf 4 °C empfohlen. Die
Wasserprobe darf nicht gefroren sein.

Lagerung und Vorbereitung des Oberflichenwassers

Der Test sollte vorzugsweise binnen eines Tages nach der Probenahme begonnen werden. Die ggf. erforderliche
Lagerung des Wassers sollte auf ein Minimum beschrankt werden; Lagerzeiten von mehr als vier Wochen sind
unter keinen Umstdnden annehmbar. Die Wasserprobe sollte bis zur Verwendung bei einer Temperatur von 4 °C
aufbewahrt werden. Vor der Verwendung sollten grobe Teilchen entfernt werden (z. B. durch Filtration durch einen
Nylonfilter mit einer Maschenweite von 100 pm oder mit einem groben Papierfilter oder durch Ausfillung).

Vorbereitung von mit Sedimenten aufbereitetem Wasser (fakultativ)

Fiir den Test mit dem suspendierten Sediment wird ein Oberflichensediment zu den Kolben mit dem wie in
Abschnitt 1.8.4 beschrieben zur Abtrennung grober Teilchen gefilterten natiirlichen Wasser hinzugegeben, um eine
Suspension herzustellen; die Konzentration der suspendierten Feststoffe sollte zwischen 0,01 und 1 g/l betragen.
Das Oberflichensediment sollte aus der Stelle stammen, aus der auch die Wasserprobe genommen wurde. Abhén-
gig von der jeweiligen aquatischen Umgebung kann das Oberflichensediment entweder durch einen hohen Anteil
an organischem Kohlenstoff (2,5-7,5 %) und durch eine feine Textur oder durch einen geringen Anteil an organi-
schem Kohlenstoff (0,5-2,5 %) und eine grobe Textur gekennzeichnet sein (3). Das Oberflichensediment kann wie
folgt hergestellt werden: Mit einem durchsichtigen Kunststoffrohrchen werden mehrere Sedimentkerne gezogen;
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unmittelbar nach der Probenahme werden anschliefend die oberen aeroben Schichten abgeschnitten (von der
Oberflache bis zu einer Tiefe von maximal 5 mm) und zusammengegeben. Die so hergestellte Sedimentprobe sollte
in einem Behdlter mit groffem Luftraum transportiert werden, um die aerobe Umgebung des Sediments aufrecht-
zuerhalten. (Bei einer Transportdauer von mehr als 2-3 Stunden ist das Sediment auf 4 °C zu kiihlen.) Die
Sedimentprobe sollte dann im fiir den Test zu verwendenden Wasser im Verhaltnis 1:10 suspendiert und bis zur
Verwendung beliiftet bei einer Temperatur von 4 °C gelagert werden. Die ggf. erforderliche Lagerung des Sedi-
ments sollte auf ein Minimum beschrinkt werden; Lagerzeiten von mehr als vier Wochen sind unter keinen
Umstinden annehmbar.

Semikontinuierliches Verfahren (fakultativ)

Eine lingere Inkubation (iiber mehrere Monate) kann erforderlich sein, wenn ein erheblicher Abbau der Priifsub-
stanz erst nach einer langen Verzogerung messbar ist. Wenn die Notwendigkeit einer lingeren Inkubation aus frii-
heren Tests einer Substanz bekannt ist, kann der Test mit einem semikontinuierlichen Verfahren begonnen werden,
bei dem regelmafig ein Teil des im Test verwendeten Wassers bzw. der Suspension erneuert wird (siche Anhang 2).
Alternativ kann auch der normale Batch-Test zu einem semikontinuierlichen Test abgewandelt werden, wenn bin-
nen einer Testdauer von etwa 60 Tagen im Batch-Test (siche Abschnitt 1.8.8.3 Absatz 2) kein Abbau der Priifsub-
stanz festgestellt wurde.

Zugabe der Priifsubstanz (bzw. der Referenzsubstanz)

Bei Substanzen mit hoher Wasserloslichkeit (> 1 mgfl) und geringer Fliichtigkeit (Henry-Konstanten
<1 Pa-m’/mol oder < 107> atm - m?/mol) kann eine Stammldsung in entionisiertem Wasser hergestellt werden
(siehe Abschnitt 1.8.2); die jeweils erforderliche Menge der Stamml6sung wird zu den Priifgefilen hinzugegeben,
bis die gewiinschte Konzentration erreicht ist. Das Volumen einer hinzugefiigten Stammlosung sollte auf das
geringstmogliche Mafd begrenzt werden (moglichst < 10 % des endgiiltigen Fliissigkeitsvolumens). Ein weiteres Ver-
fahren besteht in der Auflosung der Priifsubstanz in einem groferen Volumen des im Test verwendeten Wassers;
diese Moglichkeit kommt als Alternative zur Verwendung organischer Losungsmittel in Betracht.

Wenn zwingend erforderlich, sollten Stammlosungen nicht fliichtiger Substanzen mit geringer Wasserloslichkeit
unter Einsatz eines fliicchtigen organischen Losungsmittels hergestellt werden; die Menge des zum Testsystem hin-
zugegebenen Losungsmittels sollte jedoch maximal 1 % (v/v) betragen und die mikrobiologische Aktivitdt nicht
beeintrachtigen. Auerdem sollte das Losungsmittel keine Auswirkungen auf die Stabilitdt der Priifsubstanz im
Wasser haben. Das Losungsmittel sollte bis zu einem dufSerst geringen Volumen so weit abgetrennt werden, dass
die DOC-Konzentration des im Test verwendeten Wassers bzw. der verwendeten Suspension nicht erheblich erhoht
wird. Dies sollte durch eine substanzspezifische Analyse bzw. nach Moglichkeit durch eine DOC-Analyse sicher-
gestellt werden (6). Dabei ist sorgfiltig darauf zu achten, dass die Menge des tibertragenen Losungsmittels auf das
absolut erforderliche Minimum begrenzt wird; aufSerdem muss gewihrleistet sein, dass sich die vorhandene Priif-
substanz im Endvolumen des im Test verwendeten Wassers auflosen kann. Fiir die Einbringung der Priifsubstanz
in die Priifgefde konnen auch andere Verfahren verwendet werden (siehe Quellen (7) und (8)). Wenn zur Einbrin-
gung der Priifsubstanz ein organisches Losungsmittel verwendet wird, sollten Losungsmittelkontrollen mit dem im
Test verwendeten Wasser (ohne weitere Zusitze) sowie das im Test verwendete Wasser unter Zugabe einer
Referenzsubstanz in dhnlicher Weise wie die aktiven Priifgefidfse behandelt werden, zu denen die Priifsubstanz in
einem Tragerlosungsmittel hinzugegeben wurde. Mit den Losungsmittelkontroollen sollen anhand des Abbaus der
Referenzsubstanz mogliche Beeintrachtigungen der mikrobiologischen Population durch das Losungsmittel unter-
sucht werden.

Priifbedingungen
Testtemperatur

Die Inkubation sollte (vorzugsweise) im Dunkeln oder bei diffuser Beleuchtung und kontrollierter Temperatur
(x 2°C) erfolgen; dies kann die in der betreffenden Auflenumgebung gegebene Temperatur oder eine Standard-
temperatur von 20-25 °C sein. Die in der Aufenumgebung gegebene Temperatur kann entweder die tatsichliche
Probentemperatur zum Zeitpunkt der Probenahme oder eine durchschnittliche Temperatur in der AufSen-
umgebung der Entnahmestelle sein.

Vermischung

Durch Vermischung unter kontinuierlichem Schiitteln oder Rithren muss sichergestellt werden, dass die Teilchen
und Mikroorganismen suspendiert bleiben. Aufferdem begiinstigt die stindige Mischung den Sauerstoffeintrag aus
dem Luftraum iiber der Fliissigkeit und somit die Aufrechterhaltung angemessener aerober Bedingungen. Dazu
konnen die Kolben auf einen Schiitteltisch (mit einer Frequenz von etwa 100 Umdrehungen pro Minute) gebracht
oder mit einem Magnetriihrer gerithrt werden: Die Proben sind in einem kontinuierlichen Prozess zu schiitteln. Das
Schiitteln oder Rithren muss moglichst vorsichtig erfolgen; trotzdem muss eine homogene Suspension aufrecht-
erhalten werden.
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Testdauer

Die Testdauer sollte im Allgemeinen hochstens 60 Tage betragen, wenn nicht das semikontinuierliche Verfahren
unter regelmédfiger Erneuerung der Testsuspension eingesetzt wird (siche Abschnitt 1.8.6 und Anhang 2). Die Test-
dauer des Batch-Tests kann jedoch auf maximal 90 Tage ausgedehnt werden, wenn binnen der ersten 60 Tage der
Abbau der Priifsubstanz begonnen hat. Der Abbau wird in geeigneten Zeitabstanden aufgrund der '*C-Restaktivitit
oder der gebildeten '*CO,-Menge (siche Abschnitt 1.8.9.4) und/oder durch chemische Analyse (Abschnitt 1.8.9.5)
tiberwacht. Die Inkubationsdauer muss so lange sein, dass der Abbauprozess bewertet werden kann. Der Abbau
sollte vorzugsweise in einem Umfang von iiber 50 % erfolgt sein; bei langsam abbauenden Substanzen muss der
Umfang des Abbaus hinreichend sein (im Allgemeinen mehr als 20 %), um die Schitzung einer Konstante der kine-
tischen Abbaurate zu ermoglichen.

Der pH-Wert und die Sauerstoffkonzentration des Testsystems sind regelmifSig zu messen, wenn nicht aus dhn-
lichen Tests mit Wasser- und Sedimentproben, die aus derselben Stelle entnommen wurden, Erfahrungen vorlie-
gen und diese Messungen daher nicht mehr erforderlich sind. Unter gewissen Bedingungen kann der Metabolismus
von Primirsubstraten in stark erhohten Konzentrationen im Wasser bzw. im Sediment dazu fiithren, dass so viel
CO, entwickelt und so viel Sauerstoff abgebaut wird, dass sich die Versuchsbedingungen wahrend der Testdauer
erheblich dndern.

Verfahren
Vorbereitung der Kolben fiir den pelagischen Test

Ein geeignetes Volumen des im Test zu verwendenden Wassers wird in die Testkolben gebracht; die Kolben sind
bis zu etwa einem Drittel zu fiillen. Eine Fillmenge von etwa 100 ml darf nicht unterschritten werden. Auch wenn
mehrere Kolben verwendet werden (um ggf. auch den gesamten Inhalt eines Kolbens priifen zu konnen), betragt
das Volumen des zu verwendenden Wassers etwa 100 ml, da sich zu geringe Probenvolumina auf die Dauer der
,Lag“-Phase auswirken konnten. Die Priifsubstanz wird aus einer Stammlosung hinzugegeben, wie in den Abschnit-
ten 1.8.2 und 1.8.7 beschrieben. Die Priifsubstanz sollte in mindestens zwei Konzentrationen verwendet werden,
die sich mindestens um den Faktor 5 bis 10 unterscheiden; anhand dieser Konzentrationen sollte die Abbaukinetik
bestimmt und die Konstante der kinetischen Abbaurate ermittelt werden. Die beiden ausgewihlten Konzentratio-
nen sollten unter 100 pg/l liegen und sich vorzugsweise im Bereich < 1-10 pg/l bewegen.

Die Kolben sind mit fir Luft und fiir CO, undurchldssigen Stopfen oder Deckeln zu verschliefen. Bei nicht fliich-
tigen und nicht mit '*C markierten Priifchemikalien konnen lose Wattepropfen zum Schutz vor Verunreinigun-
gen aus der Luft verwendet werden (siche Abschnitt 1.8.1), wenn alle wichtigeren Abbauprodukte bekanntermafen
nicht fliichtig sind und wenn die CO,-Konzentration indirekt bestimmt wird (siche Anhang 3).

Die Kolben werden bei der jeweils ausgewahlten Temperatur inkubiert (siche Abschnitt 1.8.8.1). Proben zur che-
mischen Analyse oder fiir '*C-Messungen sind am Anfang des Tests zu entnehmen (d. h. noch vor Beginn des bio-
logischen Abbaus; siche Abschnitt 1.7.1); anschliefend folgen wihrend der Testdauer weitere Probenahmen in
geeigneten Zeitabstinden. Die Probenahme kann entweder durch Entnahme von Teilproben (z. B. 5-ml-Aliquoten)
aus den einzelnen Wiederholungen oder durch Entnahme jeweils des gesamten Inhalts eines Kolbens bei der
Probenahme erfolgen. Die Mineralisation der Priifsubstanz kann wahlweise direkt oder indirekt bestimmt werden
(siehe Anhang 3). In der Regel werden wihrend der Abbauphase (d. h. nach Ende der ,Lag“-Phase) mindestens fiinf
Probenahmestellen benétigt, um die Konstante der Abbaurate zuverldssig bestimmen zu konnen, wenn nicht bei
rasch abbaubaren Substanzen begriindet werden kann, dass drei Probenahmestellen hinreichend sind. Bei Substan-
zen, die nicht schnell abgebaut werden, konnen leicht weitere Messungen wihrend der Abbauphase vorgenom-
men werden; daher sollten mehr Datenpunkte zur Bestimmung von k verwendet werden. Ein bestimmter zeitlicher
Rahmen fiir die Probenahme kann nicht vorgegeben werden, da sich der biologische Abbau von Fall zu Fall unter-
schiedlich vollzieht; bei langsamem Abbau wird allerdings empfohlen, wochentlich eine Probe zu entnehmen.
Wenn die Priifsubstanz rasch abbaubar ist, sollten Proben wahrend der ersten drei Tage einmal tdglich und anschlie-
Bend jeden zweiten oder dritten Tag entnommen werden. Unter gewissen Umstanden (z. B. bei sehr rasch hydro-
lysierenden Substanzen) miissen Proben unter Umstinden stiindlich genommen werden. Eine Vorstudie vor
Durchfithrung des eigentlichen Tests wird empfohlen, um die geeigneten Intervalle fiir die Probenahme zu bestim-
men. Wenn Proben fiir weitere spezifische Analysen verfugbar sein miissen, sollten mehr Proben entnommen und
dann am Ende des Versuchs in riicklaufiger Reihenfolge (d. h. die letzten Proben zuerst) die zu analysierenden Pro-
ben ausgewihlt werden. (Hinweise zur Stabilitat der Proben wihrend der Lagerung sind Abschnitt 1.8.9.5 Absatz 2
zu entnehmen.).

Anzahl der Kolben und Proben
Testkolben werden in folgendem Umfang benoétigt:

—  Testkolben; mindestens jeweils zwei Kolben fiir jede Konzentration der Priifsubstanz (vorzugsweise mindes-
tens 3) bzw. mehrere Testkolben pro Konzentration, wenn jeweils der gesamte Kolbeninhalt als Probe genom-
men werden soll (Kurzbezeichnung Fy);

— Testkolben fiir die Berechnung der Massenbilanz; jeweils mindestens zwei Kolben pro Testkonzentration
(Kurzbezeichnung F,);
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—  Testkolben fiir die unbehandelte Blindprobe (ohne Priifsubstanz); mindestens ein Blindproben-Testkolben aus-
schlieflich mit dem im Test verwendeten Wasser (Kurzbezeichnung Fy);

—  Testkolben fiir die Referenzkontrolle; zwei Kolben mit der Referenzsubstanz (z. B. Anilin oder Natriumben-
zoat in einer Konzentration von 10 pg/l) (Kurzbezeichnung Fo); mit der Referenzkontrolle soll sichergestellt
werden, dass eine gewisse mikrobiologische Mindestaktivitit gegeben ist. Wenn ohne Weiteres praktikabel,
kann eine radioaktiv markierte Referenzsubstanz verwendet werden. Diese Moglichkeit kommt auch in
Betracht, wenn der Abbau der Priifsubstanz durch chemische Analysen iiberwacht werden soll);

—  Testkolben fiir die sterile Kontrolllosung; ein oder zwei Kolben mit im Test verwendetem sterilisiertem Was-
ser zur Untersuchung eines moglichen abiotischen Abbaus oder sonstiger nicht biologischer Abtrennungen
der Priifsubstanz (Kurzbezeichnung Fy); die biologische Aktivitit kann durch Autoklavieren (121 °C; 20 min)
des im Test verwendeten Wassers oder durch Zugabe eines Giftstoffs (z. B. Natriumazid (NaN;) in einer Kon-
zentration von 10-20 gfl, Quecksilberchlorid (HgCl,) in einer Konzentration von 100 mg/l oder Formalin in
einer Konzentration von 100 mg/l) oder durch Gammabestrahlung beendet werden. HgCl, sollte als Sonder-
abfall entsorgt werden. Bei Wasser mit starker Segmentzugabe sind sterile Bedingungen schwer herzustellen;
in diesem Fall wird mehrfaches Autoklavieren (z. B. dreimal) empfohlen. Dabei ist allerdings zu beachten, dass
sich das Sorptionsverhalten durch Autoklavieren dndern kann.

— Testkolben fiir die Losungsmittelkontrolllosungen mit dem im Test zu verwendenden Wasser und mit dem
zu verwendenden Wasser in Verbindung mit der Referenzsubstanz; jeweils zwei Kolben, die mit der gleichen
Losungsmittelmenge behandelt und demselben Verfahren unterzogen wurden, wie die Kolben mit der Priif-
substanz; mit diesen Losungen sollen aufgrund des Abbaus der Referenzsubstanz mogliche Beeintrichtigun-
gen durch das Losungsmittel bestimmt werden.

Bei der Gestaltung des Priifprotokolls sollte die relative Bedeutung hdufigerer Wiederholungen bei einer hoheren
Anzahl an Probenahmen beriicksichtigt werden. Die genaue Anzahl der erforderlichen Kolben hingt von der jewei-
ligen Methode zur Messung des Abbaus ab (siche Abschnitt 1.8.9.1 Absatz 3 und Abschnitt 1.8.9.4 sowie
Anhang 3).

Aus allen Testkolben sollten bei der Probenahme jeweils zwei Teilproben (z. B. 5-ml-Aliquoten) genommen wer-
den. Wenn mehrere Kolben eingesetzt werden, um den gesamten Inhalt eines Kolbens als Probe verwenden zu kon-
nen, sollten mindestens zwei Kolben pro Probenahme entnommen werden (siche Abschnitt 1.8.9.1 Absatz 1).

Vorbereitung der Kolben fiir Tests mit suspendierten Sedimenten (fakultativ)

Die erforderliche Menge des im Test zu verwendenden Wassers und das ggf. erforderliche Sediment werden zum
Priifgefaf hinzugegeben (siche Abschnitt 1.8.5). Die Vorbereitung der Kolben fiir Tests mit suspendierten Sedi-
menten unterscheidet sich nicht von der Vorbereitung fiir den pelagischen Test (siche Abschnitte 1.8.9.1
und 1.8.9.2). Vorzugsweise sind Serumflaschen oder dhnlich geformte Kolben zu verwenden. Die geschlossenen
Kolben werden horizontal auf eine Schiittelvorrichtung gesetzt. Offene Kolben zur Untersuchung von nicht mit
4C markierten und nicht fliichtigen Substanzen miissen selbstverstindlich aufrecht eingesetzt werden. In diesem
Fall werden ein Magnetriihrer sowie der Einsatz von glasbeschichteten Magnetrithrstiben empfohlen. Wenn erfor-
derlich, sind die Flaschen zu beliiften, um die erforderlichen aeroben Bedingungen herzustellen.

Radiochemische Bestimmungen

Die entstandene '*CO,-Menge wird indirekt und direkt gemessen (siche Anhang 3). Indirekt wird der '*CO,-Anteil
aufgrund der Differenz zwischen der anfinglichen '*C-Aktivitdt des im Test verwendeten Wassers bzw. der ver-
wendeten Suspension und der gesamten Restaktivitit zum Zeitpunkt der Probenahme bestimmt, nachdem die
Probe auf einen pH-Wert von 2-3 angesduert und das enthaltene CO, abgetrennt wurde. Auf diese Weise wird
anorganischer Kohlenstoff entfernt, und die Restaktivitdt ergibt sich aus dem gemessenen organischen Material. Die
indirekte '*CO,-Bestimmung kommt nicht in Betracht, wenn wéhrend der Transformation der Priifsubstanz wich-
tigere fliichtige Transformationsprodukte entstehen (siche Anhang 3). Nach Méglichkeit sollte die '*CO,-Bildung
direkt gemessen werden; die Messung sollte bei der Probenahme fiir mindestens einen Testkolben erfolgen. So kon-
nen die Massenbilanz und der biologische Abbau tiberpriift werden; diese Vorgehensweise beschrankt sich aller-
dings auf Tests mit verschlossenen Kolben.

Wenn das entstandene '*CO, wihrend des Tests direkt gemessen wird, sollten bei Beginn des Tests mehrere Kol-
ben fiir diesen Zweck vorgesehen werden. Die direkte '*CO,-Bestimmung wird empfohlen, wenn wihrend der
Transformation der Priifsubstanz wichtigere fliichtige Transformationsprodukte entstehen. Bei jeder Messung wer-
den die zusitzlichen Testkolben auf einen pH-Wert von 2-3 angesiuert, und das '*CO, wird in einem internen
oder externen Absorber gebunden (siche Anhang 3).

Fakultativ konnen auch die Konzentrationen von mit '*C markierten Priifsubstanzen sowie von wichtigeren
Transformationsprodukten durch Radiochromatographie (z. B. Diinnschichtchromatographie, RAD-TLC) oder
HPLC unter radiochemischem Nachweis bestimmt werden.
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Die Phasenverteilung der verbliebenen Radioaktivitat (siche Anhang 1) und die verbliebene Priifsubstanz sowie die
noch vorhandenen Transformationsprodukte konnen ebenfalls bestimmt werden.

Am Ende des Tests sollte die Massenbilanz durch direkte '*CO,-Messung mit eigenen Testkolben bestimmt wer-
den, aus denen wiahrend des Tests die benotigten Proben entnommen werden.

Spezifische chemische Analyse

Wenn eine empfindliche spezifische Analysemethode verfiigbar ist, kann der primére biologische Abbau statt durch
radioaktive Markierung auch aufgrund einer Messung der gesamten Restkonzentration der Priifsubstanz ermittelt
werden. Wird eine radioaktiv markierte Priifsubstanz eingesetzt (um die Gesamtmineralisation zu messen), kon-
nen spezifische chemische Analysen parallel durchgefithrt werden, um weitere hilfreiche Informationen zu erhal-
ten und das Verfahren bewerten zu konnen. Ferner kénnen spezifische chemische Analysen zur Messung der beim
Abbau der Priifsubstanz gebildeten Transformationsprodukte eingesetzt werden; dies wird fur Substanzen emp-
fohlen, bei denen die Mineralisation mit Halbwertszeiten von iiber 60 Tagen erfolgt ist. Die Konzentration der Priif-
substanz und die Transformationsprodukte sollten jeweils bei der Probenahme gemessen und protokolliert werden
(als Konzentration und als Prozentanteil). Im Allgemeinen sollten die Transformationsprodukte bestimmt werden,
die bei = 10 % der verwendeten Konzentration jeweils bei der Probenahme nachgewiesen werden; ansonsten ist in
angemessener Weise zu begriinden, warum die Transformationsprodukte nicht bestimmt wurden.
Transformationsprodukte, deren Konzentration wihrend der Studie kontinuierlich ansteigt, sollten ebenfalls
bestimmt werden, selbst wenn die jeweiligen Konzentrationen den genannten Hochstwert nicht tiberschreiten, da
aus diesen Transformationsprodukten auf eine Persistenz geschlossen werden konnte. Analysen der
Transformationsprodukte in sterilen Kontrolllosungen sollten in Erwigung gezogen werden, wenn eine rasche abi-
otische Transformation der Priifsubstanz (z. B. durch Hydrolyse) fiir moglich gehalten wird. Die Notwendigkeit
einer Quantifizierung und Bestimmung von Transformationsprodukten sollte im Einzelfall gepriift werden; die ent-
sprechenden Begriindungen sind zu protokollieren. Extraktionen unter Verwendung organischer Losungsmittel
sollten gemifS den Anweisungen zum betreffenden Analyseverfahren durchgefiihrt werden.

Alle Proben sollten bei 2 bis 4 °C luftdicht gelagert werden, wenn die Analyse binnen 24 Stunden (vorzugsweise)
durchgefiihrt wird. Fiir eine langere Lagerung sollten die Proben auf Temperaturen unter — 18 °C gefroren oder che-
misch konserviert werden. Eine Ansduerung zur Konservierung der Proben wird nicht empfohlen, da angesduerte
Proben unter Umstinden instabil sind. Wenn die Proben nicht binnen 24 Stunden analysiert und linger gelagert
werden, sollte eine Untersuchung zur Stabilitdt unter Lagerungsbedingungen durchgefithrt werden, um die Stabi-
litdt der mafigeblichen Chemikalien bei einer Temperatur von — 18 °C oder bei sonstiger Konservierung der Che-
mikalien nachzuweisen. Erfolgt die Analyse unter Extraktion mit einem Losungsmittel oder durch
Festphasenextraktion (SPE), sollte die Extraktion unmittelbar nach der Probenahme oder nach maximal
24-stiindiger Lagerung der gekiihlten Probe vorgenommen werden:

Je nach Empfindlichkeit der Analysemethode konnen grofere Probenvolumina erforderlich sein als in
Abschnitt 1.8.1 genannt. Der Test kann auf bequeme Weise mit Testvolumina von einem Liter in Kolben mit einem
Volumen von 2-3 Litern durchgefithrt werden, aus denen dann Proben mit einem Volumen von etwa 100 ml ent-
nommen werden.

DATEN UND ABSCHLUSSBERICHT

BEHANDLUNG DER ERGEBNISSE

Grafische Darstellung der Daten

Die Zeitpunkte der Probenahme sind jeweils auf volle Stunden zu runden (sofern die betreffenden Substanzen nicht
binnen Minuten oder weniger Stunden abgebaut werden); eine Rundung auf Tage ist nicht zulissig. Die geschitzte
Restaktivitit der Priifsubstanzen (mit '*C markierte Substanzen) bzw. die Restkonzentration (nicht markierte Sub-
stanzen) ist bezogen auf den zeitlichen Verlauf sowohl linear als auch semilogarithmisch darzustellen (siche Abbil-
dungen 1a und 1b). Wenn ein Abbau erfolgt ist, sind die Ergebnisse der Kolben F; mit den Ergebnissen der Kolben
Fs zu vergleichen. Wenn die Mittelwerte der Ergebnisse der Kolben mit der Priifsubstanz (F;) und der sterilen Kol-
ben (F) um weniger als 10 % voneinander abweichen, kann davon ausgegangen werden, dass der festgestellte
Abbau vorwiegend abiotisch erfolgt. Wird in den Kolben Fj ein geringerer Abbau beobachtet, konnen die Zahlen
verwendet werden, um die bei den Kolben F;. ermittelten Werte zu korrigieren (durch Subtraktion) und entspre-
chend den Umfang des biologischen Abbaus zu schitzen. Wenn fakultative Analysen der wichtigeren
Transformationsprodukte vorgenommen werden, sollten ergdnzend zur grafischen Darstellung des Abbaus der
Priifsubstanz auch die Entstehung und der Abbau dieser Transformationsprodukte grafisch dargestellt werden.
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Die Dauer der ,Lag“-Phase t; wird aufgrund der Abbaukurve (semilogarithmische Darstellung) durch Extrapolie-
rung des linearen Abschnitts bis zum Abbau null oder alternativ durch Bestimmung der Zeit bis zu einem Abbau
von etwa 10 % geschitzt (siche Abbildungen 1a und 1b). Aus der semilogarithmischen Darstellung sind die Kon-
stante der Rate erster Ordnung (k) sowie die betreffende Standardabweichung durch lineare Regression der In (**C-
Restaktivitit oder Priifsubstanzkonzentration) bezogen auf den zeitlichen Verlauf zu schitzen. Insbesondere bei
14C-Messungen sind ausschlieflich Daten aus dem anfinglichen linearen Bereich der Kurve im Anschluss an die
beendete ,Lag“-Phase zu verwenden; dabei sollten vorzugsweise cher einige wenige reprasentative Daten als
umfangreichere, aber unsicherere Daten ausgewahlt werden. Unsicherheitsfaktoren sind unter anderem auch die
der empfohlenen direkten Messung der '*C-Restaktivitit inhdrenten Fehler (siehe folgende Erlduterungen). Unter
Umstinden kann die Berechnung von zwei unterschiedlichen Konstanten fiir die Abbaurate erforderlich sein, wenn
der Abbau in zwei Phasen erfolgt. In diesem Fall werden zwei getrennte Phasen der Abbaukurve definiert. Fiir die
Kolben mit den einzelnen Wiederholungen sollten die Konstante der Abbaurate (k) und die Halbwertszeit
(t,, = In2/k) berechnet werden, wenn aus einem Kolben mehrere Teilproben entnommen werden; alternativ kon-
nen die Durchschnittswerte verwendet werden, wenn jeweils der vollstindige Inhalt eines Kolbens als Probe ent-
nommen wird (siche Abschnitt 1.8.9.2 letzter Absatz). Beim erstgenannten Verfahren sollten die Konstante der
Abbaurate und die Halbwertszeit fiir alle Kolben mit den einzelnen Wiederholungen sowie ein Durchschnittswert
mit einer Standardabweichung protokolliert werden. Bei hohen Priifsubstanzkonzentrationen kann die Abbau-
kurve betrichtlich von einer Gerade abweichen (semilogarithmische Darstellung), und die Kinetik erster Ordnung
ist unter Umstdnden nicht giiltig. Die Definition einer Halbwertszeit wére daher nicht sinnvoll. Fiir einen begrenz-
ten Datenbereich kann jedoch die Pseudo-Kinetik erster Ordnung angenommen und die Halbwertszeit des Abbaus
DTs, (Dauer bis zu einem Abbau von 50 %) geschitzt werden. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass der zeit-
liche Verlauf des Abbaus iiber den ausgewiahlten Datenbereich hinaus nicht mit DT, prognostiziert werden kann,
da dieser Parameter ausschlieflich einen vorgegebenen Datensatz beschreibt. Analyse-Tools zur einfacheren sta-
tistischen Berechnung und zur Kurvenanpassung sind allgemein zuginglich; der Einsatz dieser Software wird
empfohlen.

Wenn spezifische chemische Analysen durchgefithrt werden, sind die Konstanten der Abbaurate und die Halb-
wertszeiten des primdren Abbaus wie oben beschrieben fiir die Gesamtmineralisation zu schitzen. Gelegentlich
konnen Datenpunkte aus der gesamten Abbauphase verwendet werden, wenn der Prozess durch den primiren
Abbau eingeschrankt wird. (Im Gegensatz zu Messungen der '*C-Aktivitit werden diese Messungen direkt
durchgefiihrt.)

Wenn mit '*C markierte Substanzen verwendet werden, sollte eine Massenbilanz ausgedriickt als Prozentanteil der
eingesetzten Ausgangskonzentration zumindest am Ende des Tests protokolliert werden.

Restaktivitit

Beim biologischen Abbau des mit '*C markierten Anteils einer organischen Substanz wird das '*C groftenteils in
14C0, umgewandelt; ein weiterer Anteil des '*C wird beim Wachstum der Biomasse und/oder bei der Synthese
extrazelluldrer Metaboliten verbraucht. Entsprechend wird der Kohlenstoff auch bei biologischem ,Endabbau® einer
Substanz nicht zu 100 % in '*CO, umgewandelt. Das in den durch Biosynthese gebildeten Produkten enthaltene
14C wird anschlieRend infolge ,sekundirer Mineralisation® langsam als '*CO, freigesetzt. Aus diesen Griinden wei-
sen grafische Darstellungen der organischen '*C-Restaktivitit (gemessen nach der Abtrennung des CO,) oder des
erzeugten '*CO, bezogen auf den zeitlichen Verlauf auch nach Abschluss des Abbaus noch ,Tailings* auf. Dies
erschwert die Auswertung der Daten unter kinetischen Gesichtspunkten; daher sollte im Allgemeinen nur der erste
Abschnitt der Kurve (nach dem Ende der ,Lag“-Phase und vor Erreichen eines Abbaus von etwa 50 %) fiir die Schat-
zung der Abbaurate-Konstante beriicksichtigt werden. Beim Abbau der Priifsubstanz ist die gesamte '*C-
Restaktivitdt immer hoher als die '*C-Aktivitdt in Verbindung mit der verbliebenen noch unverdnderten
Priifsubstanz. Wird die Priifsubstanz durch eine Reaktion erster Ordnung abgebaut und erfolgt eine Mineralisation
einer konstanten Fraktion a in CO,, betrigt die anfingliche Steigung der '*C-Abbaukurve (Gesamtanteil an orga-
nischem '*C bezogen auf den zeitlichen Verlauf) das afache der Steigung der entsprechenden Kurve der Priifsub-
stanzkonzentration (bzw. genauer gesagt des mit '*C markierten Anteils der Priifsubstanz). Die Konstante der
Abbaurate wird ausgehend von unkorrigierten Messungen der '*C-Gesamtaktivitit daher eher mit einem
Sicherheitszuschlag berechnet. Verfahren zum Schitzen der Priifsubstanzkonzentrationen aus der gemessenen
radiochemischen Aktivitit aufgrund verschiedener vereinfachender Annahmen wurden in der Literatur beschrie-
ben (2)(9)(10)(11). Diese Verfahren sind bei rasch abbaubaren Substanzen am leichtesten anzuwenden.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Wenn festgestellt wird, dass k unabhingig von der hinzugegebenen Konzentration ist (d. h. wenn die berechnete
Konstante k bei unterschiedlichen Konzentrationen der Priifsubstanz etwa gleich ist), kann angenommen werden,
dass die Konstante des Abbaus erster Ordnung reprasentativ fiir die betreffenden Testbedingungen sowie fiir die
Wasserprobe und die Testtemperatur ist. In welchem Umfang die Ergebnisse verallgemeinert oder auf andere Sys-
teme extrapoliert werden konnen, ist von Fachleuten zu beurteilen. Wenn eine hohe Priifsubstanzkonzentration
eingesetzt wird und der Abbau daher nicht nach der Kinetik erster Ordnung verlduft, konnen die Daten nicht zur
direkten Schdtzung einer Rate fiir den Abbau erster Ordnung oder einer entsprechenden Halbwertszeit verwendet
werden. Aus einem Test mit einer hohen Priifsubstanzkonzentration abgeleitete Daten konnen jedoch trotzdem
fiir eine Schitzung des Umfangs der Gesamtmineralisation und/oder fiir den Nachweis und die Quantifizierung von
Transformationsprodukten geeignet sein.
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Wenn statt des biologischen Abbaus die Raten sonstiger Verlustprozesse bekannt sind (z. B. Hydrolyse- oder
Verfliichtigungsdaten), konnen diese Daten von der im Test festgestellten Nettoverlustrate abgezogen werden, um
die Rate des biologischen Abbaus zu schitzen. Hydrolysedaten konnen z. B. aus sterilen Kontrollen oder aus
Paralleltests mit hoheren Priifsubstanzkonzentrationen ermittelt werden.

Die indirekte und die direkte Bestimmung von '*CO, (Abschnitt 1.8.9.4 und Anhang 3) kommt ausschlieflich fiir
die Messung des Umfangs der Mineralisation der Priifsubstanz in CO, in Betracht. Die Analyse der Konzentratio-
nen von mit '*C markierten Priifsubstanzen und der Bildung wichtigerer Transformationsprodukte kann durch
Radiochromatographie (RAD-TLC) oder HPLC erfolgen (Abschnitt 1.8.9.4 Absatz 3). Voraussetzung fiir eine
direkte Schitzung der Halbwertszeit ist, dass keine wichtigeren Transformationsprodukte (definiert als = 10 % der
eingesetzten Menge der Priifsubstanz) enthalten sind. Wenn wichtigere Transformationsprodukte in einem grofSe-
ren Umfang als im vorstehenden Satz genannt vorkommen, ist eine detaillierte Auswertung der Daten vorzuneh-
men. Die detaillierte Auswertung kann Testwiederholungen und/oder Bestimmungen der Transformationsprodukte
beinhalten (siche Abschnitt 1.8.9.5 Absatz 1), wenn das Verhalten der Transformationsprodukte nicht aufgrund
von Erfahrungswerten (z. B. Informationen zu den Abbauwegen) mit angemessener Zuverldssigkeit beurteilt wer-
den kann. Da das Verhiltnis des in der Priifsubstanz enthaltenen und in CO, umgewandelten Kohlenstoffs nicht
immer gleich ist (weitgehend von der Konzentration der Priifsubstanz und sonstiger vorhandener Substrate sowie
von den Testbedingungen und den jeweiligen Mikroorganismen abhingig), lasst dieser Test (im Gegensatz zu einem
DOC-Die-Away-Test) eine direkte Schitzung des biologischen Endabbaus nicht zu; das Ergebnis ist jedoch dhnlich
dem Ergebnis einer Respirometer-Untersuchung. Der Umfang der Mineralisation wird entsprechend kleiner oder
gleich dem Mindestumfang des biologischen Endabbaus sein. Um ein umfassenderes Bild vom biologischen End-
abbau (Mineralisation und Aufnahme in die vorhandene Biomasse) zu erhalten, sollte am Ende des Tests die Phasen-
verteilung des '*C analysiert werden (siche Anhang 1). Das in den vorhandenen Feststoffen enthaltene '*C
beinhaltet das in die Bakterienmasse aufgenommene '*C sowie das in organische Partikel sorbierte '*C.

VALIDITAT DES TESTS

Wenn die Referenzsubstanz binnen des erwarteten Zeitraums nicht abgebaut wird (bei Anilin und Natriumben-
zoat gewohnlich unter zwei Wochen), ist die Validitat des Tests zu bezweifeln und weiter zu iberpriifen; alternativ
kann der Test auch mit einer frischen Wasserprobe wiederholt werden. Bei einem ISO-Ringtest der Methode, an
dem sieben europiische Labors beteiligt waren, lagen die angepassten Abbaurate-Konstanten zwischen 0,3
und 1,7 d™! bei durchschnittlich 0,8 d™', einer Temperatur von 20 °C und einer Standardabweichung von * 0,4
d™ (t,, = 0,9 Tage). Typisch waren ,Lag“-Phasen von 1 bis 7 Tagen. Fiir das untersuchte Wasser wurde eine bak-
terielle Biomasse von 10° — 10* KBE (koloniebildenden Einheiten) pro ml protokolliert. Die Abbauraten in
nahrstoffreichen mitteleuropdischen Gewissern waren hoher als in nordischen oligotrophen Gewdssern; dies
konnte auf die unterschiedlichen Trophiezustinde oder auf eine vorherige Belastung mit chemischen Stoffen
zuriickzufiihren sein.

Die Gesamtwiederfindung (Massenbilanz) am Ende des Versuchs sollte zwischen 90 % und 110 % bei radioaktiv
markierten Substanzen liegen; bei nicht radioaktiv markierten Substanzen sollte die anfingliche Riickgewinnung
am Anfang des Versuchs zwischen 70 % und 110 % betragen. Die angegebenen Bereiche sind als Idealbereiche zu
verstehen und sollten nicht als Kriterien fiir die Annehmbarkeit eines Tests betrachtet werden.

PRUFBERICHT

Der Typ der Studie (z. B. pelagischer Test oder Test mit suspendiertem Sediment) ist im Priifbericht klar anzuge-
ben; auferdem enthilt der Bericht mindestens folgende Informationen:

Priifsubstanz und Referenzsubstanz(en):

— Common Names (allgemeine Bezeichnungen und Handelsnamen), systematische chemische Namen (mog-
lichst IUPAC- und/oder CAS-Bezeichnungen), CAS-Nummern, Strukturformeln (bei Einsatz radioaktiv mar-
kierter Substanzen zur Beschreibung der Position des '*C) sowie mafgebliche physikalisch-chemische
Merkmale der Priifsubstanz und der Referenzsubstanz (sieche Abschnitte 1.5 und 1.6),

— systematische chemische Namen, CAS-Nummern, Strukturformeln (bei Verwendung radioaktiv markierter
Substanzen zur Beschreibung der Position des '*C) sowie mafgebliche physikalisch-chemische Merkmale der
Priifsubstanz und der Referenzsubstanz, die als Standards fir den Nachweis und die Quantifizierung von
Transformationsprodukten angenommen werden,

— Reinheit (Verunreinigungen) der Priifsubstanzen und der Referenzsubstanzen,

— radiochemische Reinheit markierter Chemikalien und (ggf) spezifische Aktivitat.
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Oberflichenwasser:
Fiir Wasserproben sind mindestens die folgenden Informationen anzugeben:

— Standort und Beschreibung der Entnahmestelle moglichst einschlieflich Informationen iiber frithere
Verunreinigungen,

— Datum und Zeitpunkt der Probenahme,

— Nihrstoffe (N gesamt; Ammonium, Nitrit, Nitrat, P gesamt; gelostes Orthophosphat),

— Tiefe der Probenahme,

— Aussehen der Probe (z. B. Farbe und Triibung),

— DOC und TOC,

— BOD,

— Temperatur und pH-Wert an der Entnahmestelle zum Zeitpunkt der Probenahme,

— Sauerstoff- oder Redoxpotenzial (erforderlich nur dann, wenn die aecrobe Qualitdt nicht offensichtlich ist),
—  Salzgehalt oder Leitfdhigkeit (bei Meer- und Brackwasser),

— suspendierte Feststoffe (bei triiben Proben),

— nach Maglichkeit sonstige mafSgebliche Informationen iiber die Entnahmestelle zum Zeitpunkt der Proben-
ahme (z. B. aktuelle oder frithere Daten zur FlieRgeschwindigkeit von Fliissen oder Meeresstromungen, in der
Nihe befindliche Abwassereinleitungen und Typ der Abwisser, Witterungsbedingungen vor dem Zeitpunkt
der Probenahme),

fakultativ:

— mikrobiologische Biomasse (z. B. AODC (Acridine Orange Direct Count oder KBE (koloniebildende
Einheiten)),

— anorganischer Kohlenstoff,
—  Chlorophyll-a-Konzentration als spezifisches Maf§ fiir die Algenbiomasse.

Bei Tests mit suspendierten Sedimenten sollten aulerdem die folgenden Informationen zu den Sedimenten ange-
geben werden:

—  Tiefe der Sedimententnahm,
— Aussehen des Sediments (farbig, schlammig, schluffig oder sandig),
—  Textur (z. B. % grober Sand, feiner Sand, Schluff und Ton),

— Trockengewicht in g/l der suspendierten Feststoffe, TOC-Konzentration oder Gewichtsverlust nach Entziin-
dung als Maf fiir den Anteil an organischem Material,

—  pH-Wert,
—  Sauerstoff- oder Redoxpotenial (erforderlich nur dann, wenn die aerobe Qualitit nicht offensichtlich ist).
Testbedingungen:

—  Zcitabstand zwischen Probenahme und Verwendung im Labortest; Dauer der Probenlagerung und Vorberei-
tung der Proben; Zeitpunkte der Durchfithrung der Tests,

— Menge der verwendeten Priifsubstanz, Testkonzentration und Referenzsubstanz,

— Methode zur Einbringung der Priifsubstanz einschlielich ggf. verwendeter Losungsmittel,
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Volumen des verwendeten Oberflichenwassers und (wenn verwendet) der Sedimente sowie jeweils zur Ana-
lyse entnommenes Probenvolumen,

Beschreibung des eingesetzten Testsystems,

wenn der Test nicht im Dunkeln durchgefiihrt werden muss, Informationen zur Qualitit des ,diffusen Lichts*;

Informationen zu den Methoden zur Herstellung steriler Kontrollen (z. B. Temperatur, Dauer und Anzahl der
Autoklavierungen),

Inkubationstemperatur,

Informationen zu Analyseverfahren und Methoden fiir radiochemische Messungen sowie zur Priifung der
Massenbilanz und fiir Messungen der Phasenverteilung (wenn durchgefiihrt),

Anzahl der Wiederholungen.

Ergebnisse:

Wiederfindung in Prozent (siche Abschnitt 1.7.1),

Wiederholbarkeit und Empfindlichkeit der Analysemethoden einschlie€lich der Nachweisgrenze (LOD) und
der Quantifizierungsgrenze (LOQ) (siehe Abschnitt 1.7.2),

Darstellung aller gemessenen Daten (einschlieflich der Zeitpunkte der Probenahmen) sowie der berechneten
Werte in Tabellen und entsprechenden Abbaukurven; fiir jede Testkonzentration und fiir jeden Kolben mit
einer Wiederholungslosung sind fiir die logarithmische Darstellung der lineare Korrelationskoeffizient der
Steigung sowie die geschitzte ,Lag“-Phase und eine Konstante fiir die Pseudo-Rate erster Ordnung (wenn mog-
lich) und die entsprechende Abbauzeit (bzw. die Halbwertszeit t5,) anzugeben,

die entsprechenden Werte sind als Durchschnittswerte der in den einzelnen Wiederholungen festgestellten
Ergebnisse zu protokollieren (z. B. Dauer der ,Lag“-Phase, Konstante der Abbaurate und Abbauzeit (bzw. t),

das System ist aufgrund der Beschaffenheit der Abbaukurve sowie unter Beriicksichtigung der moglichen Aus-
wirkungen der Testkonzentration als angepasst oder als nicht angepasst zu bewerten,

Ergebnisse der Endmassenbilanz und Ergebnisse der Messungen zur Bestimmung der Phasenverteilungen
(wenn vorhanden);

Anteil des mineralisierten '*C sowie — bei spezifischen Analysen — Endumfang des primaren Abbaus,

(ggf.) Nachweis, Molkonzentration und Prozentanteil zugegebener wichtigerer Transformationsprodukte
(siche Abschnitt 1.8.9.5 Absatz 1),

(ggf.) angenommener Transformationsweg,

Diskussion der Ergebnisse.

4. LITERATUR

1. OECD TG 309 (2004) Aerobic Mineralisation in surface water — Simulation Biodegradation Test.

2. 1SO/DIS 14592-1 (1999) Water quality — Evaluation of the aerobic biodegradability of organic compounds
at low concentrations — Part 1: Shake flask batch test with surface water or surface water/sediment
suspensions.

3. Priifmethode C.23. Aerobic and anaerobic transformation in soil.

4. Prufmethode C.24. Aerobic and anaerobic transformation in aquatic sediments.

5. OECD (1993). Leitlinien fiir die Priiffung von Chemikalien OECD, Paris.

6. 1SO 8245 (1999). Water quality — Guidelines on the determination of total organic carbon (TOC) and dis-

solved organic carbon (DOCQ).



L 220/70

Amtsblatt der Europaischen Union

24.8.2009

10.

11.

ISO 10634 (1995). Water quality — Guidance for the preparation and treatment of poorly water-soluble
organic compounds for the subsequent evaluation of their biodegradability in an aqueous medium.

OECD-Entwurf (2000). Guidance Document on aquatic toxicity testing of difficult substances and mixtures.
Environmental Health and Safety Publications. Series on Testing and Assessment. No 22.

Simkins, S. und Alexander, M. (1984). Models for mineralization kinetics with the variables of substrate con-
centration and population density. Appl. Environ. Microbiol. 47, S. 394-401.

Ingerslev, F. und N. Nyholm. (2000). Shake-flask test for determination of biodegradation rates of ' *C-labeled
chemicals at low concentrations in surface water systems. Ecotoxicol. Environ. Saf. 45, S. 274-283.

ISO/CD 14592-1 (1999). Ring test report: Water Quality — Evaluation of the aerobic biodegradability of
organic compounds at low concentrations part 1 — report of 1998/1999 ring-test. Shake flask batch test with
surface water or surface water[sediment suspensions.



24.8.2009

Amtsblatt der Europaischen Union

L 220/71

Anhang 1
Phasenverteilung '*C

Um das Verfahren zu iiberpriifen, sollten die Routinemessungen der '*C-Gesamtaktivitit von organischem Kohlenstoff
(TOA) um Massenbilanzmessungen unter direkter Bestimmung des entwickelten '*CO, nach Bindung in einem Absorber
erginzt werden (sieche Anhang 3). Eine positive '*CO,-Bildung ist an sich schon als direkter Nachweis fiir einen biologi-
schen Abbau zu betrachten (im Gegensatz zum abiotischen Abbau oder zu sonstigen Verlustprozessen wie z. B. Verfliich-
tigung oder Sorption). Weitere hilfreiche Informationen zur Beschreibung des biologischen Abbauverhaltens sind aus
Messungen der TOA-Verteilung zwischen dem geldsten Stadium (**C-Aktivitdt von geléstem organischem Kohlenstoff,
DOA) und dem Partikelstadium (**C-Aktivitit von als Feststoff vorliegendem organischem Kohlenstoff, POA) nach Abtren-
nung der Feststoffe durch Membranfiltration oder Zentrifugierung zu entnehmen. Die POA besteht aus der in der mikro-
biologischen Biomasse und auf sonstigen Feststoffen sorbierten Priifsubstanz sowie dem in der Priifsubstanz enthaltenen
Kohlenstoff, der zur Synthese neuen Zellmaterials verwendet und dadurch in die Feststoff-Biomasse aufgenommen wurde.
Die Bildung geldsten organischen '*C-Materials kann als DOA am Ende des biologischen Abbaus (Plateau der Abbau-|Zeit-
Kurve) geschitzt werden.

Die Phasenverteilung des '*C-Restanteils, der auf den ausgewihlten Proben nach Filtration auf einem Membranfilter (etwa
aus Polycarbonat) mit einer Porengréfe von 0,22 pm oder 0,45 pm verblieben ist, wird geschitzt. Wenn die Sorption der
Priifsubstanz auf dem Filter nicht vernachlissigbar gering ist (vor der Durchfithrung des Versuchs festzustellen), kann anstelle
der Filtration eine Zentrifugierung mit hoher Geschwindigkeit (2 000 g; 10 min) erfolgen.

Anschlieend ist das Filtrat bzw. das Zentrifugat wie in Anhang 3 fiir ungefilterte Proben beschrieben zu behandeln.
Membranfilter sind in einer geeigneten Szintillationsfliissigkeit zu l6sen; die Zahlung erfolgt dann in der iiblichen Weise; im
Allgemeinen werden Korrekturen der jeweiligen Querempfindlichkeit unter Anwendung eines externen Standardverhaltnis-
verfahrens vorgenommen; alternativ kann auch ein Oxydationsmittel verwendet werden. Wenn eine Zentrifugierung erfor-
derlich ist, muss das aus der Partikelfraktion gebildete Pellet in 1-2 ml destilliertem Wasser aufgelost und in ein
Szintillationsflischchen gegeben werden. AnschlieSend werden zwei Spiilungen mit 1 ml destilliertem Wasser vorgenom-
men und das Spiilwasser in das Flaschchen gebracht. Wenn erforderlich, kann die Suspension zur Fliissigkeitsszintillations-
zdhlung in ein Gel eingebettet werden.
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Anhang 2
Semikontinuierliches Verfahren

Eine Inkubation tiber maximal mehrere Monate kann erforderlich sein, um einen hinreichenden Abbau von persistenten Sub-
stanzen zu erzielen. Die Testdauer sollte im Allgemeinen hochstens 60 Tage betragen, wenn die Merkmale der urspriingli-
chen Wasserprobe nicht auch nach einer Erneuerung der Testsuspension unverdndert erhalten bleiben. Hat allerdings binnen
der ersten 60 Tage der Abbau der Priifsubstanz noch immer nicht begonnen, kann die Testdauer auf maximal 90 Tage ohne
Erneuerung der Testsuspension ausgedehnt werden.

Wiihrend der Inkubation iiber langere Zeitraume kann die Diversitit des mikrobiologischen Materials durch verschiedene
Verlustprozesse sowie durch den mdglichen Verbrauch wesentlicher Nahrstoffe und primérer Kohlenstoffsubstrate aus der
Wasserprobe reduziert werden. Daher wird empfohlen, mit einem semikontinuierlichen Test in angemessener Weise die
Abbaurate langsam abbauender Substanzen zu bestimmen. Der Test sollte mit dem semikontinuierlichen Verfahren begon-
nen werden, wenn erfahrungsgemaf eine Inkubationsdauer von drei Monaten erforderlich ist, um die Substanz zu 20 %
abzubauen. Alternativ kann der normale Batch-Test in einen seminkontinuierlichen Test abgewandelt werden, wenn wih-
rend der Priifung im Batch-Test binnen etwa 60 Tagen kein Abbau der Priifsubstanz erfolgt ist. Das semikontinuierliche Ver-
fahren kann ausgesetzt und der Test als Batch-Test fortgesetzt werden, wenn ein erheblicher Abbau verzeichnet wurde (z. B.
> 20 %).

Beim semikontinuierlichen Test wird alle zwei Wochen etwa ein Drittel des Volumens der Testsuspension durch frisch ent-
nommenes Wasser ersetzt, zu dem die Priifsubstanz in der Ausgangskonzentration hinzugegeben wurde: Sedimentmaterial
wird ebenso in der Ausgangskonzentration (zwischen 0,01 und 1 gfl) zum zur Erneuerung zu verwendenden Wasser hin-
zugegeben, wenn der fakultative Test mit dem suspendierten Sediment durchgefithrt wird. Bei der Durchfithrung des Tests
mit den suspendierten Sedimentpartikeln muss gewahrleistet sein, dass auch wihrend der Erneuerung des Wassers ein Sys-
tem mit vollstandiger Suspension besteht und dass die Verweildauer fiir Feststoffe und Wasser gleich ist; ansonsten kann die
erwiinschte Ahnlichkeit mit einem homogenen wisserigen System ohne feste Phasen beeintréchtigt werden kann. Aus die-
sen Griinden wird fiir das semikontinuierliche Verfahren eine Ausgangskonzentration der suspendierten Sedimente im unte-
ren Segment des vorgegebenen Konzentrationsbereichs bevorzugt.

Die vorgesehene Zugabe der Priifsubstanz setzt voraus, dass die Ausgangskonzentration der Priifsubstanz nicht durch eine
teilweise Erneuerung der Testsuspension iiberschritten und entsprechend — wie haufig bei hohen Priifsubstanzkonzentra-
tionen festzustellen — eine Anpassung vermieden wird. Da das Verfahren sowohl eine Neubeimpfung als auch einen Aus-
gleich fiir abgebaute Nahrstoffe und Primérsubstrate beinhaltet, wird die urspriingliche mikrobiologische Diversitit
wiederhergestellt, und die Testdauer kann theoretisch unendlich ausgedehnt werden. Beim semikontinuierlichen Verfahren
ist darauf zu achten, dass die Restkonzentration der Priifsubstanz unter Beriicksichtigung der jeweiligen Mengen der hinzu-
gegebenen und der entnommenen Priifsubstanz korrigiert wird. Die Gesamtkonzentration und die Konzentration der gelos-
ten Priifsubstanz sind fiir Verbindungen mit schwachem Sorptionsverhalten beliebig austauschbar. Die Sorption ist unter
den vorgegebenen Bedingungen (0,1-1 g Feststoffe/]) bei Substanzen mit log Kow < 3 (fiir neutrale, lipophile Verbindungen)
unerheblich (< 5 %). Dies wird aus dem folgenden Berechnungsbeispiel deutlich: 0,1 g/l Feststoffe entsprechen etwa 10 mg
Kohlenstoff pro Liter (Kohlenstofffraktion, f- = 0,01). Wenn angenommen wird, dass

Log K., (der Priifsubstanz) = 3,

K. =0,42 x K, und

der Verteilungskoeffizient Ky = fo x K ist,

betrigt die geloste Fraktion der Gesamtkonzentration (C-Wasser (C,,)/C-Gesamt (C,):

Co/C =11 + Ky x SS) = 1(1 + K, x fo x SS) = 1/(1 + 0,42 x 10°> x 0,01 x 0,1 x 107%) = 0,999
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Anhang 3

Bestimmung des '*CO,-Anteils

Indirekte '*CO, -Bestimmung

Bei Routinemessungen ist die indirekte Methode im Allgemeinen am wenigsten zeitaufwindig und am prizisesten, wenn
die Priifsubstanz nicht fliichtig ist und wenn aus der Priifsubstanz keine fliichtigen Transformationsprodukte gebildet wer-
den. Dazu sind einfach ungefilterte Proben (z. B. 5 ml in Szintillationsflischchen) zu geben. Fiir die Tests geeignet ist eine
anfingliche Probenaktivitit von 5 000 dpm-10 000 dpm (80-170 Bq); die 4nfingliche Aktivitit sollte mindestens etwa
1 000 dpm betragen. Das CO, sollte nach dem Ansduern auf einen pH-Wert von 2-3 mit 1-2 Tropfen konzentriertem
H,PO, oder HCI erfolgen. Die CO,-Abtrennung kann durch Sprudeln mit Luft tiber etwa ¥-1 Stunde erfolgen. Alternativ
konnen die Flaschchen auch 1-2 Stunden heftig geschiittelt werden (z. B. auf einem Mikroplatten-Schiittler) oder vorsichti-
ger iiber Nacht geschiittelt werden. Die Wirksamkeit der CO,-Abtrennung ist zu tiberpriifen (durch Verlangerung der Beliif-
tung oder der Dauer des Schiittelns). AnschlieBend sollte eine zur Zihlung wisseriger Proben geeignete geeignete
Szintillationsfliissigkeit hinzugegeben, die Probe in einem Wirbelmischer homogenisiert und die Radioaktivitit mit einem
Fliissigkeitsszintillationszahler bestimmt werden; dabei ist die in den Blindproben festgestellte Hintergrundaktivitat (Fy) abzu-
ziehen. Wenn das im Test verwendete Wasser stark gefarbt ist oder hohe Feststoffkonzentrationen enthalt, weisen die Pro-
ben im Allgemeinen eine einheitliche Querempfindlichkeit auf; in diesem Fall sind Querempfindlichkeitskorrekturen mit
einem externen Standard hinreichend. Ist das im Test verwendete Wasser stark gefdrbt, miissen die Querempfindlichkeits-
korrekturen unter Umstinden durch Zugabe eines internen Standards vorgenommen werden. Bei hoher Feststoff-
konzentration kann unter Umstdnden keine homogene Losung bzw. kein homogenes Gel hergestellt werden, oder die
Proben. weisen sehr unterschiedliche Querempfindlichkeiten auf. In diesem Fall kann die im Folgenden beschriebene
Methode zum Zihlen von Testschlimmen verwendet werden. Wenn der Test mit einem suspendierten Sediment durchge-
fiihrt wird, sollte die '*CO,-Messung indirekt durch Entnahme einer homogenen 10-ml-Probe des im Test verwendeten Was-
sers bzw. der im Test verwendeten Suspension und anschlieende Trennung der Phasen durch Zentrifugieren bei geeigneter
Geschwindigkeit (z. B. 40 000 m/s?, 15 min) erfolgen. Danach sollte die wésserige Phase wie oben beschrieben behandelt
werden. Die '*C-Aktivitét von als Feststoff vorliegendem organischem Kohlenstoff (POA) sollte durch erneute Suspendie-
rung des Sediments in einer kleinen Menge destillierten Wassers, Einbringung in Szintillationsflaschchen und Zugabe einer
Szintillationsfliissigkeit zur Bildung eines Gels ermittelt werden. (Fiir diesen Zweck geeignete Szintillationsfliissigkeiten sind
verfugbar.) Je nach Beschaffenheit der Feststoffe (z. B. Anteil an organischem Material) kann die Probe unter Umstanden tiber
Nacht mit einem Gewebeldser verarbeitet und dann in einem Wirbelmischer homogenisiert werden, bevor die Szintillations-
flissigkeit hinzugegeben wird. Alternativ kann die POA durch Verbrennung des iiberschiissigen Sauerstoffs mit einem
Oxydationsmittel bestimmt werden. Beim Zihlen sollten grundsitzlich interne Standards einbezogen werden; unter Umstén-
den miissen Querempfindlichkeitskorrekturen unter Zugabe eines internen Standards zu den einzelnen Proben vorgenom-
men werden.

Direkte *CO,-Bestimmung

Wenn das entstandene '*CO, direkt gemessen werden soll, sind bei Beginn des Tests zusitzliche Kolben vorzubereiten. Bei
der Probenahme wird jeweils der gesamte Inhalt der Kolben entnommen. Die Kolben werden auf einen pH-Wert von 2-3
angesiuert und das '*CO, in einem internen (bereits bei Beginn des Tests in die Testkolben gebrachten) Absorber oder einem
externen Absorber gebunden. Als Absorptionsmedium kann wahlweise Alkali (z. B. 1 N NaOH-Losung oder ein NaOH-
Pellet), Ethanolamin oder ein im Handel erhiltlicher Absorber auf Ethanolaminbasis verwendet werden. Fiir direkte Mes-
sungen des '*CO,-Gehalts sollten die Kolben z. B. mit Butylkautschuk-Septen verschlossen werden.
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Restaktivitat (% der Ausgangsaktivitat)

In Restaktivitat (% der Ausgangsaktivitat)

Abbildung 1a

Beispiel einer arithmetischen Darstellung der Daten (Restaktivitiit/Zeit)
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Abbildung 1b

Beispiel einer semilogarithmischen Darstellung der Daten (In Restaktivitit/Zeit)
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ANHANG VI

C.26. LEMNA SP. — WACHSTUMSINHIBITIONSTEST

1. METHODE

Diese Methode entspricht der Priifrichtlinie OECD TG 221 (2006) (1). Unter den Behorden der EU bestand brei-
ter Konsens dariiber, dass der Lemna-Test bei stark kolorierten Substanzen eine geeignete Alternative zur Priifung
an einer Alge ist (2)(3).

1.1. EINLEITUNG

Mit dieser Priifmethode soll die Toxizitit von Substanzen fiir SiiBwasserpflanzen der Gattung Lemna (Wasser-
linse) beurteilt werden. Die Methode beruht auf bestehenden Leitlinien (4)(5)(6)(7)(8)(9), sieht aber Anderungen
der entsprechenden Methoden vor, die neueren Forschungsergebnissen und Anhérungen beziiglich einer Reihe
wesentlicher Aspekte Rechnung tragen. Die vorgeschlagene Methode wurde durch einen internationalen Ring-
test validiert (10).

Diese Priifmethode beschreibt Toxizititstests mit Lemna gibba und Lemna minor, die beide umfassend untersucht
wurden und Gegenstand der genannten Standards waren. Die Taxonomie von Lemna spp. ist schwierig; proble-
matisch sind die zahlreichen Phinotypen. Bei Lemna kann die Reaktion auf Giftstoffe zu genetischer Variabilitit
fithren; zurzeit sind jedoch keine hinreichenden Daten zu den Ursachen dieser Variabilitit verfiigbar, welche die
Empfehlung eines spezifischen Klons fiir diese Priifmethode rechtfertigen wiirden. Es wird darauf hingewiesen,
dass der Test nicht axenisch durchgefiihrt wird; in verschiedenen Stadien wahrend der Durchfiihrung des Tests
wird jedoch mit geeigneten Maflnahmen versucht, Verunreinigungen durch andere Organismen auf ein Mini-
mum zu begrenzen.

Die Durchfithrung von Tests sowohl unter Erneuerung der Testlosung (semistatische Tests und Durchflusstests)
als auch ohne Erneuerung der Testlosung (statische Tests) wird detailliert beschrieben. Abhéngig von den Ziel-
setzungen der Tests sowie von rechtlichen Anforderungen wird empfohlen, den Einsatz von semistatischen
Methoden sowie von Durchflussmethoden zu priifen (z. B. fiir Substanzen, die durch Verfliichtigung, Photo-
degradation, Ausfillung oder biologischen Abbau rasch verloren gehen). Weitere Informationen sind Quelle (11)
zu entnehmen.

1.2. BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Im Zusammenhang mit dieser Priifmethode werden die folgenden Begriffsbestimmungen zugrunde gelegt und
folgende Abkiirzungen verwendet:

Biomasse: Trockengewicht des in einer Population enthaltenen lebenden Materials; bei diesem Test werden
typischerweise Surrogate fiir die betreffende Biomasse (z. B. Frondzahl oder Frondfliche) gemessen; entsprechend
bezieht sich der Begriff ,,Biomasse” auch auf diese Surrogatparameter.

Chlorose: Gelbfirbung des Blattmaterials.

Klon: ein Organismus oder eine Zelle, der bzw. die durch geschlechtslose Reproduktion aus einem einzelnen
Organismus gewonnen wurde; aus jeweils demselben Klon gewonnene Organismen sind entsprechend genetisch
identisch.

Kolonie: Gesamtheit der miteinander verbundenen Mutter- und Tochter-Fronds (gewohnlich 2 bis 4); gelegent-
lich auch als Pflanze bezeichnet.

EC,: Konzentration der im Priifmedium aufgelosten Priifsubstanz, bei der sich binnen einer festgelegten
Expositionsdauer eine Reduzierung des Wachstums von Lemna um x % (z. B. 50 %) ergibt. (Die Expositionsdauer
ist ausdriicklich zu nennen, wenn die Dauer von der vollstindigen oder normalen Testdauer abweicht.) Um einen
von der Wachstumsrate oder vom Zellertrag abweichenden EC-Wert eindeutig zu kennzeichnen, wird die
Bezeichnung ,E,C* fitr die Wachstumsrate und ,E,C* fiir den Zellertrag jeweils gefolgt von der verwendeten Mess-
variablen (z. B. E,C (Frondzahl)) verwendet.

Durchflusstest: ein Test, bei dem die Testlgsungen kontinuierlich ersetzt werden.

Frond: eine separate/einzelne ,blattartige” Struktur einer Wasserlinsen-Pflanze; kleinste reproduktionsfihige Ein-
heit (d. h. einzelner Organismus).

Aufwélbungen: Fronds mit einer Wolbung oder Schwellung.
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Wachstum: Zunahme der Messvariablen, z. B. Frondzahl, Trockengewicht, Feuchtgewicht oder Frondfliche wih-
rend der Testdauer.

Wachstumsrate (durchschnittliche spezifische Wachstumsrate): logarithmische Zunahme der Biomasse wih-
rend der Expositionsdauer.

Niedrigste Konzentration mit beobachteter Wirkung (LOEC): niedrigste gepriifte Konzentration, bei der beo-
bachtet wurde, dass die Substanz binnen einer bestimmten Expositionsdauer gegeniiber der Kontrollprobe eine
statistisch signifikante Wachstumsreduzierung bewirkt (bei p < 0,05); allerdings miissen simtliche Test-
konzentrationen tiber der LOEC schadliche Folgen haben, die mindestens den bei der LOEC beobachteten schid-
lichen Folgen gleichwertig sind. Wenn diese beiden Bedingungen nicht erfiillt werden konnen, ist umfassend
darzulegen, warum die LOEC (und entsprechend die NOEC) gewihlt wurde.

Messvariablen: alle Variablentypen, die gemessen werden, um mit mindestens einer Reaktionsvariablen den End-
punkt des Tests zu beschreiben; Messvariablen bei dieser Methode sind Frondzahl, Frondflache, Frischgewicht und
Trockengewicht.

Monokultur: Kultur mit einer Pflanzenart.
Nekrose: totes (d. h. weiles oder mit Wasser durchfeuchtetes) Blattmaterial.

Hochste gepriifte Konzentration ohne beobachtete schidliche Wirkung (NOEC): Testkonzentration unmit-
telbar unterhalb der LOEC.

Phinotyp: zu beobachtende Merkmale eines Organismus, die durch Interaktion der Gene dieses Organismus mit
seiner Umgebung bestimmt werden.

Reaktionsvariablen: Variablen fiir die geschitzte Toxizitit, abgeleitet aus beliebigen gemessenen Variablen zur
Beschreibung der Biomasse durch verschiedene Berechnungsmethoden; bei dieser Methode sind die Wachstums-
raten und der Zellertrag Reaktionsvariablen, die aus Messvariablen wie z. B. Frondzahl, Frondflache, Frischgewicht
oder Trockengewicht abgeleitet werden.

Semistatischer (Erneuerungs-)Test: Test, bei dem die Testlosung wihrend der Testdauer regelmiRig oder in
bestimmten Intervallen ersetzt wird.

Statischer Test: Testmethode, bei der die Testlosung wihrend der Testdauer nicht erneuert wird.

Endpunkt des Tests: beschreibt den allgemeinen Faktor, der bezogen auf die Kontrolle als Testziel durch die Priif-
chemikalie verandert wird; bei dieser Methode wird als Endpunkt des Tests die Wachstumshemmung angenom-
men; diese kann durch verschiedene Reaktionsvariablen ausgedriickt werden, die jeweils auf mindestens einer
Messvariablen beruhen.

Priiffmedium: gesamtes synthetisches Nihrmedium, in dem die zu priffenden Pflanzen wachsen, wenn sie der
Priifsubstanz ausgesetzt werden; die Priifsubstanz wird im Allgemeinen im Priifmedium aufgelost.

Zellertrag: Wert einer Messvariablen zur Beschreibung der Biomasse am Ende der Expositionsdauer abziiglich
der Messvariablen am Anfang der Expositionsdauer.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Exponentiell wachsende Pflanzenkulturen der Gattung Lemna werden iiber einen Zeitraum von sieben Tagen als
Monokulturen in unterschiedlichen Konzentrationen der Priifsubstanz kultiviert. Ziel des Tests ist die Quantifi-
zierung von durch die Substanz bedingten Auswirkungen auf das Pflanzenwachstum wihrend dieses Zeitraums,
ausgehend von Bewertungen der ausgewahlten Messvariablen. Die Frondzahl ist die primére Messvariable. Min-
destens eine weitere Messvariable (gesamte Frondfliche, Trockengewicht oder Frischgewicht) wird ebenfalls
gemessen, da sich einige Substanzen erheblich stirker als die Frondzahlen auf die Messvariablen auswirken kon-
nen. Um die substanzabhingigen Auswirkungen zu quantifizieren, wird das Wachstum der Testlosungen mit dem
Wachstum der Kontrolllosungen verglichen, bei dem eine spezifizierte Wachstumshemmung von x % (z. B. 50 %)
festgestellt wird, die dann als EC, (z. B. EC5,) anzugeben ist.

Der Endpunkt des Tests ist die Wachstumshemmung ausgedriickt als logarithmische Zunahme der Messvariab-
len (durchschnittliche spezifische Wachstumsrate) wihrend der Expositionsdauer. Aus den in einer Reihe von
Testlosungen erfassten durchschnittlichen spezifischen Wachstumsraten wird die Konzentration bestimmt, bei der
sich eine spezifizierte Hemmung der Wachstumsrate von x % (z. B. 50 %) ergibt; diese Konzentration wird als E,C,,
bezeichnet (z. B. E.Cs).
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1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.7.1.

Bei dieser Priifmethode wird als weitere Reaktionsvariable der Zellertrag verwendet; diese Variable kann erfor-
derlich sein, damit in manchen Lindern bestimmte mafSgebliche Rechtsvorschriften erfullt werden. Die Variable
ergibt sich aus den Messvariablen am Ende der Expositionsdauer abziiglich der Messvariablen am Beginn der
Expositionsdauer. Aus dem in einer Reihe von Testlosungen ermittelten Zellertrag werden die Konzentrationen
berechnet, bei denen sich eine festgelegte Zellertrag-Hemmung von x % (z. B. 50 %) ergibt; diese Konzentration
wird als E C, bezeichnet (z. B. E,Cs).

Auferdem konnen die niedrigste Konzentration mit beobachteter Wirkung (LOEC) und die hochste gepriifte Kon-
zentration ohne beobachtete schidliche Wirkung (NOEC) statistisch bestimmt werden.

INFORMATIONEN ZUR PRUFSUBSTANZ

Eine Analysemethode mit geeigneter Empfindlichkeit fiir die Quantifizierung der im Priifmedium enthaltenen
Substanz sollte verfiigbar sein.

Zur Festlegung der Testbedingungen hilfreiche Informationen zur Priifsubstanz sind die Strukturformel, die
Wasserloslichkeit, die Stabilitdt in Wasser, die Lichtbestindigkeit, pK,, K., der Dampfdruck und die biologische
Abbaubarkeit. Aus der Wasserloslichkeit und dem Dampfdruck kann die Henry-Konstante berechnet werden, aus
der zu entnehmen ist, ob wihrend der Testdauer erhebliche Verluste der Priifsubstanz zu erwarten sind. Die Kon-
stante gibt Aufschluss dariiber, ob bestimmte Manahmen zur Uberwachung dieser Verluste durchgefiihrt wer-
den sollten. Wenn Informationen zur Loslichkeit und zur Stabilitét der Priifsubstanz nicht zuverlassig sind, sollten
die Substanzen unter den Testbedingungen (d. h. Ndhrmedium, Temperatur und Beleuchtung) untersucht werden.

Wenn der Steuerung des pH-Wertes des Priifmediums besondere Bedeutung zukommt (z. B. beim Testen von
Metallen oder sonstigen hydrolytisch instabilen Substanzen), wird die Zugabe einer Pufferlosung zum Nihrme-
dium empfohlen (siche Abschnitt 1.7.4 Absatz 1). Weitere Hinweise zu Priifsubstanzen mit physikalisch-
chemischen Merkmalen, welche die Durchfithrung des Tests erschweren, sind Quelle (11) zu entnehmen.

REFERENZSUBSTANZ

Um das Priifverfahren zu testen, konnen Referenzsubstanzen wie z. B. das im internationalen Ringtest (10) ver-
wendete 3,5-Dichlorphenol gepriift werden. Die Priifsubstanzen sollten mindestens zweimal jahrlich bzw., wenn
die Tests seltener durchgefithrt werden, gleichzeitig mit der Bestimmung der Toxizitdt der Priffsubstanzen getes-
tet werden.

VALIDITAT DES TESTS

Die Tests sind nur dann giiltig, wenn die Zeit bis zur Verdopplung der Frondzahl der Kontrolle weniger als
2,5 Tage (60 h) und damit etwa einer Erhohung um das Siebenfache binnen sieben Tagen bei einer durchschnitt-
lichen spezifischen Wachstumsrate von 0,275 d ™" entspricht. Fiir die Medien und Testbedingungen gemaf dieser
Methode kann dieses Kriterium mit dem Priifprotokoll des statischen Tests (8) erfiillt werden. Aufferdem wird
angenommen, dass dieses Kriterium auch bei den Bedingungen des semistatischen Tests und des Durchflusstests
erfiillt wird. Wie die Verdopplungszeit zu berechnen ist, wird in Abschnitt 2.1 beschrieben.

BESCHREIBUNG DER METHODE
Apparatur

Samtliche Gerite, die mit dem Priifmedium in Berithrung kommen, sollten aus Glas oder einem sonstigen che-
misch inerten Material bestehen. Die zur Kultivierung und fur die Tests verwendeten Glasgerite sollten steril sein
und von chemischen Verunreinigungen befreit werden, die in das Priifmedium gelangen konnten. Die Priifgefifie
sollten so grof sein, dass die Fronds der verschiedenen Kolonien in den Kontrollgefiafien wachsen konnen, ohne
sich am Ende der Testdauer zu iiberlagern. Dass die Wurzeln gegebenenfalls den Boden der Priifgefife beriihren,
ist unerheblich; in jedem Fall ist jedoch eine Mindesttiefe von 20 mm und ein Mindestvolumen von 100 ml pro
Prirfgefifl zu empfehlen. Die Art der Priifgefafie ist nicht entscheidend, sofern diese Anforderungen erfiillt sind.
Bewdhrt haben sich Becherglaser, Kristallisierungsschalen und Petrischalen mit geeigneten Abmessungen. Die
Priifgefifle werden abgedeckt, um die Verdampfung und zufillige Verunreinigungen zu minimieren und trotz-
dem den erforderlichen Luftaustausch zu ermoglichen. Die Priifgefife und insbesondere die verwendeten Abde-
ckungen diirfen keine Schatten erzeugen und keine Anderungen des Lichtspektrums bewirken.

Kulturen und PriifgefifSe sollten nicht zusammen gelagert werden. Um diese Anforderung zu erfiillen, werden am
besten getrennte Wachstumskammern bzw. getrennte Inkubatoren oder Rdume verwendet. Beleuchtung und
Temperatur miissen kontrolliert werden konnen, und fiir Beleuchtung und Temperatur miissen gleichbleibende
Werte aufrechterhalten werden konnen (siehe Abschnitt 1.7.8).
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Testorganismus

Fiir diesen Test wird entweder Lemna gibba oder Lemna minor verwendet. In Anlage 1 sind Kurzbeschreibungen
von in Toxizititstests verwendeten Wasserlinsenarten zusammengestellt. Das Pflanzenmaterial kann aus einer
Kultursammlung oder aus einem anderen Labor bezogen oder aus der Natur entnommen werden. Bei Entnahme
aus der Natur sollten die Pflanzen mindestens acht Wochen vor der Verwendung in dem Medium kultiviert wer-
den, das auch fur die Tests verwendet wird. Orte in der freien Natur, aus denen die Ausgangskulturen entnom-
men werden, diirfen keinen offensichtlichen Quellen von Verunreinigungen ausgesetzt sein. Wenn die Kulturen
aus einem anderen Labor oder aus einer Kultursammlung bezogen werden, sollten sie ebenfalls mindestens drei
Wochen unter dhnlichen Bedingungen kultiviert werden. Angegeben werden sollten auch die Herkunft des
Pflanzenmaterials, der Arten und des Klons (wenn bekannt), die fiir die Tests verwendet werden.

Fiir die Tests sollten Monokulturen verwendet werden, die keine sichtbaren Verunreinigungen durch andere Orga-
nismen als Algen und Protozoen aufweisen. Gesunde Pflanzen der Art L. minor bestehen aus Kolonien mit zwei
bis funf Fronds; gesunde L. gibba-Kolonien konnen bis zu sieben Fronds umfassen.

Qualitdt und Einheitlichkeit der fiir die Tests verwendeten Pflanzen haben erhebliche Auswirkungen auf das
Ergebnis der Tests; entsprechend sorgfiltig sollten die Pflanzen ausgewihlt werden. Nach Moglichkeit sollten
junge, rasch wachsende Pflanzen ohne sichtbare Lisionen oder Verfirbungen (Chlorose) verwendet werden.
Hochwertige Kulturen weisen einen hohen Anteil an Kolonien mit mindestens zwei Fronds auf. Zahlreiche ein-
zelne Fronds deuten auf Umweltstress hin (z. B. auf Nahrstoffmangel); Pflanzenmaterial aus diesen Kulturen sollte
fiir die Tests nicht verwendet werden.

Kultivierung

Um den Kultivierungsaufwand zu reduzieren (z. B. wenn iiber einen bestimmten Zeitraum keine Tests mit Lemna
vorgesehen sind), konnen die Kulturen bei verringerter Beleuchtung und niedrigerer Temperatur (4-10 °C) gela-
gert werden. Nahere Informationen zur Kultivierung sind Anlage 2 zu entnehmen. Bei offensichtlichen Anzei-
chen fiir Verunreinigungen durch Algen oder sonstige Organismen muss eine Oberflichensterilisation einer
Teilprobe der Lemna-Fronds vorgenommen werden und anschlieRend eine Ubertragung in ein frisches Medium
erfolgen (siche Anhang 2). In diesem Fall sollte die verbleibende verunreinigte Kultur verworfen werden.

Mindestens sieben Tage vor Durchfithrung der Tests wird eine hinreichende Anzahl an Kolonien keimfrei in ein
frisches steriles Medium gebracht und 7-10 Tage bei Testbedingungen kultiviert.

Priifmedium

Fiir Lemna minor und Lemna gibba werden jeweils die im Folgenden genannten Medien empfohlen. Wenn ange-
nommen wird, dass das Medium mit der Priifsubstanz reagieren und die Toxizitdtswirkung beeinflussen konnte,
ist sorgfaltig zu priifen, ob eine pH-Pufferlosung zum Priifmedium gegeben werden sollte (beim L. minor-Medium
MOPS (4-Morpholinpropan-Sulfonsdure, CAS-Nr: 1132-61-2; EINECS-Nr: 214-478-5) und beim L. gibba-
Medium NaHCO,). Das Steinberg-Medium (12) ist ebenfalls annehmbar, wenn die Validitatskriterien erfiillt
werden.

Zur Kultivierung von L. minor und fiir Tests mit L. minor wird eine Modifizierung des SIS-Lemna-Nahrmediums
(SIS = schwedisches Standardmedium) empfohlen. Die Zusammensetzung dieses Mediums ist Anlage 3 zu
entnehmen.

Zur Kultivierung von L. gibba und fiir Tests mit L. gibba wird das Nahrmedium 20X — AAP (siche Anlage 3)
empfohlen.

Das in Anlage 3 beschriebene Steinberg-Medium ist fiir L. minor ebenfalls geeignet, kann aber auch fiir L. gibba
verwendet werden, wenn die Validititskriterien erfiillt sind.

Testlosungen

Die Testlosungen werden gewohnlich durch Verdiinnung einer Stammlosung hergestellt. Zum Herstellen von
Stamml6sungen der Priifsubstanz wird die Substanz im Allgemeinen im Nahrmedium gel6st.

Die hochste getestete Konzentration der Priifsubstanz sollte in der Regel die Wasserloslichkeit der Substanz bei
den jeweiligen Testbedingungen nicht tiberschreiten. Allerdings wird darauf hingewiesen, dass Lemna spp. auf der
Oberfliche treiben und Substanzen ausgesetzt werden kénnten, die sich am Ubergang zwischen Wasser und
Umgebungsluft sammeln (z. B. schlecht wasserlosliche oder hydrophobe Substanzen oder oberflichenaktive
Wirkstoffe). Unter diesen Umstinden besteht eine Belastung durch nicht in der Losung enthaltene Materialien,
und die Testkonzentrationen konnen je nach den Merkmalen der Priifsubstanz die Wasserloslichkeit tiberschrei-
ten. Bei Priifsubstanzen mit geringerer Wasserloslichkeit muss unter Umstidnden mit einem organischen Losungs-
mittel oder einem Dispergiermittel eine konzentrierte Stammlosung oder eine Dispersion der Substanz hergestellt
werden, damit leichter die exakten Mengen der Priifsubstanz zum Priifmedium hinzugegeben werden konnen und
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damit die Dispergierung und die Auflosung der Substanz begiinstigt wird. Es sollte unbedingt versucht werden,
die Verwendung dieser Materialien zu vermeiden. Infolge der Verwendung unterstiitzender Losungsmittel oder
Dispergiermittel sollte keine Phytotoxizitit entstehen. Haufig verwendete Losungsmittel, die bei Konzentrationen
bis zu 100 plI"! keine phototoxische Wirkung haben, sind z. B. Aceton und Dimethylformamid. Wenn ein
Losungsmittel oder ein Dispergiermittel verwendet wird, sollte die Endkonzentration protokolliert und auf ein
Minimum (< 100 pl'I"") beschrankt werden; alle behandelten Proben und die Kontrollproben sollten das Losungs-
mittel bzw. das Dispergiermittel in derselben Konzentration enthalten. Weitere Informationen zur Verwendung
von Dispergiermitteln sind Quelle (11) zu entnehmen.

Test- und Kontrollgruppen

Die vorherige Kenntnis der Toxizitit der Priifsubstanz fiir Lemna (z. B. aufgrund eines Tests zur Bereichs-
ermittlung) erleichtert die Auswahl geeigneter Testkonzentrationen. Beim definitiven Toxizitétstest sollten in der
Regel mindestens fiinf Testkonzentrationen in geometrischen Reihen angeordnet sein. Der Trennfaktor zwischen
den Testkonzentrationen sollte hochstens 3,2 betragen; bei flachen Konzentrations-Reaktionskurven kommen
jedoch auch hohere Werte in Betracht. Die Verwendung von weniger als fiinf Konzentrationen sollte begriindet
werden. Fiir jede Testkonzentration sollten mindestens drei Wiederholungen verwendet werden.

Beim Festlegen des Testkonzentrationsbereichs (zur Bereichsermittlung und/oder fiir den definitiven Toxizitits-
test) sind folgende Punkte zu berticksichtigen:

— Um ein angemessenes Konfidenzintervall sicherzustellen, sollten bei der Bestimmung eines EC -Wertes die
Testkonzentrationen so gewahlt werden, dass der EC,-Wert abgedeckt ist. Bei der Schitzung von ECs, bei-
spielsweise sollte die hochste Testkonzentration grofer als ECs, sein. Wenn der EC5-Wert auflerhalb des
Testkonzentrationsbereichs liegt, sind die entsprechenden Konfidenzintervalle grof, und eine angemessene
Bewertung der statistischen Eignung des Modells ist unter Umstinden nicht maoglich.

— Wenn die LOEC oder die NOEC bestimmt werden sollen, sollte die niedrigste Testkonzentration so gering
sein, dass das Wachstum nicht signifikant kleiner als das Wachstum der Kontrollgruppe ist. Auferdem sollte
die hochste Testkonzentration so hoch sein, dass das Wachstum signifikant geringer ist als das Wachstum
der Kontrollgruppe. Ansonsten muss der Test mit einem anderen Konzentrationsbereich wiederholt werden
(wenn die hochste Konzentration nicht an der Loslichkeitsgrenze bzw. bei der hochstens erforderlichen
Grenzkonzentration [z. B. 100 mg - ") liegt].

Die Tests sollten jeweils Kontrollen beinhalten, bei denen dasselbe Nahrmedium, dieselbe Anzahl an Fronds und
Kolonien und die gleichen Umgebungsbedingungen und Verfahren wie in den Priifgefifien gegeben sind und nur
die Priifsubstanz fehlt. Wenn ein zusitzliches Losungsmittel oder Dispergiermittel verwendet wird, sollte eine
zusitzliche Kontrollbehandlung mit dem Losungsmittel/Dispergiermittel erfolgen, das in derselben Konzentra-
tion wie in den Gefdflen mit der Priifsubstanz vorliegt. Die Anzahl der Kontrollgefife zur Durchfiithrung von Wie-
derholungen (sowie ggf. der LosungsmittelgefifSe) sollte mindestens identisch mit der Anzahl der fir die
verschiedenen Testkonzentrationen verwendeten Gefdf3e sein; im Idealfall sollten sogar doppelt so viele Gefifse
verwendet werden.

Wenn die NOEC nicht bestimmt werden muss, kann das Priifprotokoll geindert werden, indem die Anzahl der
Konzentrationen erhoht und die Anzahl der Wiederholungen verringert wird. Zur Kontrolle sollten mindestens
drei Wiederholungen durchgefithrt werden.

Exposition

Kolonien mit zwei bis vier sichtbaren Fronds werden unter keimfreien Bedingungen aus der Impfkultur iibertra-
gen und zufillig den Priifgefaffen zugewiesen. Die Priifgefafe sollten jeweils insgesamt neun bis zwolf Fronds ent-
halten. Die Anzahl der Fronds und Kolonien sollte in allen Priifgefifen jeweils identisch sein. Erfahrungen mit
dieser Methode sowie Daten aus Ringtests haben gezeigt, dass drei Wiederholungen pro Behandlung und pro Wie-
derholung anfinglich neun bis zwolf Fronds hinreichend sind, um Unterschiede hinsichtlich der Wachstums-
hemmungen in der Grofenordnung von ca. 4 bis 7 % aufgrund der Wachstumsrate (pro Zellertrag 10 bis 15 %
berechnet) zwischen den Behandlungen feststellen zu konnen (10).

Die Priifgefile miissen randomisiert im Inkubator angeordnet werden, um die Auswirkungen raumlich unter-
schiedlicher Lichtintensititen und Temperaturen zu minimieren. Auferdem sind eine blockweise Anordnung oder
ein zufilliges Einsetzen der Gefiffe wihrend der Durchfithrung der Messungen (oder noch héufiger) erforderlich.
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Wenn aufgrund eines vorldufigen Stabilitdtstests anzunehmen ist, dass die Priifsubstanzkonzentration wihrend
der Testdauer (7 Tage) nicht aufrechterhalten werden kann (d. h. wenn die gemessene Konzentration unter 80 %
der gemessenen Ausgangskonzentration fillt), wird ein semistatischer Test empfohlen. In diesem Fall sollten die
Kolonien wihrend der Testdauer mindestens zweimal (z. B. an den Tagen 3 und 5) frisch hergestellten Test- und
Kontrolllosungen ausgesetzt werden. Wie hdufig die Losungen dem frischen Medium ausgesetzt werden, hingt
von der Stabilitit der Priifsubstanz ab. Bei sehr instabilen oder fliichtigen Substanzen ist unter Umstinden eine
hiufigere Exposition erforderlich, um die Konzentrationen annahernd konstant zu halten. Unter gewissen
Umstidnden kann auch die Durchfithrung eines Durchflusstests erforderlich sein (11)(13).

Das Expositionsszenario beim Besprithen wird in dieser Priifmethode nicht beriicksichtigt; diesbeziiglich wird auf
Quelle (14) verwiesen.

Inkubationsbedingungen

Durch kontinuierliche fluoreszierende Beleuchtung mit warmem oder kaltweifsem Licht sollte eine Lichtintensitat
hergestellt werden, die bei Messung unter photosynthetisch aktiver Strahlung (400-700 nm) an Punkten jeweils
in demselben Abstand von der Lichtquelle wie die Lemna-Fronds im Bereich 85-135 pE'm™ - s™' (entsprechend
etwa 6 500-10 000 Ix) liegt. Abweichungen von der gewihlten Lichtintensitat diirfen im Testbereich hochstens
+ 15 % betragen. Dabei ist zu beachten, dass die Messwerte von der Methode zur Feststellung und zur Messung
der Lichtintensitdt (insbesondere vom Sensortyp) abhingen. Kugelférmige Sensoren (die auf Licht aus allen Win-
keln tiber und unter der Messebene reagieren) sowie ,Kosinus“-Sensoren (die auf Licht aus allen Winkeln tiber der
Messebene ansprechen) sind gegeniiber unidirektionalen Sensoren zu bevorzugen, da diese Sensoren bei
Mehrpunkt-Lichtquellen des hier beschriebenen Typs hohere Messwerte ergeben.

Die Temperatur der Priifgefifse sollte 24 + 2 °C betragen. Der pH-Wert des Kontrollmediums darf wihrend des
Tests hochstens um 1,5 Einheiten ansteigen. Auch bei Abweichungen von mehr als 1,5 Einheiten sind Test-
ergebnisse jedoch dann nicht ungiiltig, wenn nachgewiesen werden kann, dass die Validititskriterien erfiillt sind.
Erhohte Sorgfalt ist bei der Beurteilung von Verschiebungen des pH-Wertes in Sonderfillen geboten (z. B. beim
Testen instabiler Substanzen oder beim Testen von Metallen). Weitere Informationen in diesem Zusammenhang
sind Quelle (11) zu entnehmen.

Dauer
Der Test wird sieben Tage nach Einbringung der Pflanzen in die Priifgefdfe beendet.
Messungen und analytische Bestimmungen

Bei Beginn des Tests wird die Anzahl der in den Priifgefiffen enthaltenen Fronds ermittelt und protokolliert; zu
zihlen sind alle herausragenden, deutlich erkennbaren Fronds. Die Anzahl der normal oder anomal ausschenden
Fronds ist bei Beginn des Tests, alle drei Tage wahrend der Expositionsdauer (d. h. binnen des Zeitraums von sie-
ben Tagen mindestens zweimal) und am Ende des Tests zu bestimmen. Anderungen in der Entwicklung der Pflan-
zen (z. B. Anderungen der Grofle oder des Aussehens der Fronds, Anzeichen fiir eine Nekrose, Chlorose oder
Aufwolbungen, das Aufbrechen von Kolonien oder der Verlust der Schwimmfahigkeit sowie Verdnderungen der
Wurzellange oder der sonstigen Beschaffenheit der Wurzeln) sind zu protokollieren. Wesentliche Merkmale des
Priifmediums (z. B. Vorliegen nicht gelosten Materials oder Algenwachstum im Priifgefdf}) sollten ebenfalls ver-
zeichnet werden.

Erginzend zur Ermittlung der Frondzahl wahrend des Tests sind auch die Auswirkungen der Priifsubstanz auf
eine (oder mehrere) der folgenden Messvariablen zu bewerten:

i)  Gesamtfliche der Fronds,
ii)  Trockengewicht,
iif) Frischgewicht.

Die Gesamtfliche der Fronds hat den Vorteil, dass sie fiir jedes einzelne Priifgefaff und fiir jedes einzelne Kontroll-
gefaf jeweils bei Beginn des Tests, wahrend der Durchfithrung des Tests und am Ende des Tests bestimmt werden
kann. Das Trockengewicht und das Frischgewicht sollten bei Beginn des Tests an einer Probe der Impfkultur
ermittelt werden, die typisch fiir das bei Beginn des Tests verwendete Material ist; eine weitere Feststellung sollte
am Ende des Tests anhand des Pflanzenmaterials jeweils aus den Priifgefien und aus den KontrollgefifSen erfol-
gen. Wenn die Frondfliche nicht gemessen wird, sollte eher das Trockengewicht als das Frischgewicht ermittelt
werden.

Die Gesamtfliche der Fronds, das Trockengewicht und das Frischgewicht konnen wie folgt bestimmt werden:
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i) Gesamtfliche der Fronds: Die Gesamtfliche der Fronds aller Kolonien kann durch Bildanalyse ermittelt wer-
den. Eine Silhouette des Priifgefifses und der Pflanzen kann mit einer Videokamera erfasst werden; dazu wird
das Gefaf auf einen Leuchtkasten gebracht und das dort aufgenommene Bild anschliefend digitalisiert.
Durch die Kalibrierung mit flachen Verldufen bekannter Flichen kann dann die Gesamtfliche der Fronds im
Priifgefifs bestimmt werden. Dabei ist darauf zu achten, dass Storungen durch den Rand des Priifgefifies aus-
geschlossen werden. Ein alternatives, aber aufwindigeres Verfahren besteht darin, dass Priifgefife und Pflan-
zen fotokopiert und die entsprechenden Silhouetten der Kolonien ausgeschnitten werden; anschliefend wird
die jeweilige Fliche mit einem Blattflichen-Analysator oder mit Millimeterpapier bestimmt. Geeignet sind
unter Umstdnden aber auch andere Verfahren (z. B. die Ermittlung des Papiergewicht-Verhiltnisses zwischen
der Fliche der Kolonie-Silhouette und der Fliche der jeweils zugrunde gelegten Einheit).

ii)  Trockengewicht: Alle Kolonien werden jeweils aus den Priifgefifien entnommen und mit destilliertem oder
entionisiertem Wasser gespiilt. Durch anschlieendes Abloschen wird iiberschiissiges Wasser entfernt;
danach werden die Proben bei 60 °C auf ein konstantes Gewicht getrocknet. Wurzelreste sollten einbezo-
gen werden. Das Trockengewicht sollte mit einer Genauigkeit von mindestens 0,1 mg angegeben werden.

i)  Frischgewicht: Alle Kolonien werden in zuvor gewogene Rohrchen aus Polystyrol (oder einem sonstigen iner-
ten Material) mit feinen Lochern (1 mm) im gerundeten Boden eingebracht. AnschlieSend werden die R6hr-
chen bei Raumtemperatur 10 Minuten mit 3 000 Umdrehungen/min. zentrifugiert. Die Rohrchen mit den
nun getrockneten Kolonien werden nun noch einmal gewogen; danach wird das Frischgewicht durch Sub-
traktion des Gewichts der leeren Rohrchen bestimmt.

Haufigkeit der Messungen und der analytischen Bestimmungen

Bei statischen Tests sollte jeweils bei Beginn des Tests und am Ende des Tests der pH-Wert der behandelten Losun-
gen gemessen werden. Bei semistatischen Tests sollte fiir alle Batches der ,frischen” Testlosung jeweils vor den
Erneuerungen der pH-Wert ermittelt werden; auferdem sollte der pH-Wert der ,verbrauchten* Losungen
bestimmt werden.

Die Lichtintensitit sollte in der Wachstumskammer, im Inkubator oder im jeweiligen Raum in dem Abstand von
der Lichtquelle gemessen werden, der auch fir die Lemna-Fronds gegeben ist. Wihrend des Tests sollte mindes-
tens eine Messung vorgenommen werden. Die Temperatur des Mediums in einem Surrogatgefif, das Bedingun-
gen ausgesetzt wird, die in der Wachstumskammer bzw. im Inkubator oder im jeweiligen Raum gegeben sind,
sollte mindestens taglich protokolliert werden.

Wihrend des Tests wird die Konzentration der Priifsubstanz in geeigneten Intervallen bestimmt. Bei statischen
Tests ist die Konzentration mindestens bei Beginn des Tests und am Ende des Tests zu ermitteln.

Bei semistatischen Tests, bei denen davon ausgegangen wird, dass die Konzentration der Priifsubstanz nicht im
Bereich von 20 % der Nennkonzentration aufrechterhalten werden kann, miissen alle frisch hergestellten Test-
16sungen sowie alle Losungen jeweils nach einer Erneuerung analysiert werden (siche Abschnitt 1.7.7 Absatz 3).
Bei Tests, bei denen die gemessene Ausgangskonzentration der Priifsubstanz zwar nicht im Bereich von 20 % der
Nennkonzentration liegt, bei denen jedoch hinreichend nachgewiesen werden kann, dass die Ausgangs-
konzentrationen wiederholbar und stabil sind (d. h. dass die Konzentrationen im Bereich von 80-120 % der Aus-
gangskonzentration liegen), sind chemische Bestimmungen nur bei der hochsten und bei der niedrigsten
Konzentration erforderlich. In jedem Fall brauchen die Priifsubstanzkonzentrationen fiir alle Testkonzentrationen
vor der Erneuerung jeweils nur bei einer einzigen Wiederholung (bzw. bei Gefiffen mit zusammengefassten Wie-
derholungen jeweils bei nur einem GefifS) erneut bestimmt zu werden.

Bei Durchflusstests ist dhnlich zu verfahren, wie bei den semistatischen Tests, d. h. Analysen sind jeweils bei
Beginn des Tests, wahrend des Tests und am Ende des Tests durchzufiihren; Messungen der ,verbrauchten Losun-
gen sind jedoch nicht erforderlich. Bei diesem Testtyp sollten der Durchfluss des Verdiinnungsmittels und der
Priifsubstanz-Stamml6sung tiglich gepriift werden.

Wenn nachgewiesen wird, dass die Konzentration der Priifsubstanz wihrend der gesamten Testdauer in befrie-
digender Weise im Bereich von 20 % der Nennkonzentration oder der gemessenen Ausgangskonzentration auf-
rechterhalten werden konnte, konnen die Ergebnisse auch ausgehend von den Nennwerten bzw. von den
gemessenen Ausgangswerten durchgefithrt werden. Betrdgt die Abweichung von der Nennkonzentration oder
von der gemessenen Ausgangskonzentration mehr als 20 %, sollte bei der Analyse der Ergebnisse von der geo-
metrischen mittleren Konzentration wihrend der Expositionsdauer oder von Modellen ausgegangen werden, die
den Riickgang der Priifsubstanzkonzentration beschreiben (11).
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Limit-Test

Unter gewissen Umstinden, z. B. wenn ein vorldufiger Test darauf hindeutet, dass die Priifsubstanz bei Konzen-
trationen bis zu 100 mg - I"! bzw. bis zur Léslichkeitsgrenze im Priifmedium (mafgeblich ist die jeweils niedri-
gere Konzentration) keine toxische Wirkung hat, kann ein Limit-Test durchgefiihrt werden, in dem die Reaktionen
einer Kontrollgruppe und einer Behandlungsgruppe (100 mg - I"! bzw. eine mit der Loslichkeitsgrenze identi-
sche Konzentration) verglichen werden. Es wird nachdriicklich empfohlen, diese Tests durch Analysen der
Expositionskonzentration zu verifizieren. Alle oben beschriebenen Testbedingungen und Validititskriterien bezie-
hen sich auf einen Limit-Test; allerdings sollte die Anzahl der behandelten Wiederholungen mindestens doppelt
so hoch sein. Das Wachstum der Kontrollgruppe und der Behandlungsgruppe kann mit einem statistischen Test
zum Vergleich der Mittelwerte analysiert werden (z. B. mit einem Student-Test).

DATEN UND ABSCHLUSSBERICHT

VERDOPPLUNGSZEIT

Um die Dauer bis zur Verdopplung der Frondzahl (T, zu bestimmen und um sicherzustellen, dass dieses
Validitdtskriterium von der Studie erfiillt wird (siche Abschnitt 1.6), ist mit den Daten der Kontrollgefife die fol-
gende Gleichung zu berechnen:

Ty=In2/p

Dabei steht p fiir die durchschnittliche spezifische Wachstumsrate, die bestimmt wurde, wie in Abschnitt 2.2.1 in
Absatz 2 beschrieben.

REAKTIONSVARIABLEN

Mit der Priifung sollen die Auswirkungen der Priifsubstanz auf das vegetative Wachstum von Lemna bestimmt
werden. Diese Priifmethode beschreibt zwei Reaktionsvariablen, da in den Mitgliedsldndern unterschiedliche Pré-
ferenzen und rechtliche Anforderungen bestehen. Damit die Testergebnisse in allen Mitgliedslindern anerkannt
werden konnen, sollten die Auswirkungen mit Hilfe der beiden im Folgenden beschriebenen Reaktionsvariablen a)
und b) beurteilt werden.

a)  Durchschnittliche spezifische Wachstumsrate: Diese Reaktionsvariable wird aufgrund von Verinderungen
der Frondzahlen-Logarithmen sowie ausgehend von den Verinderungen der Logarithmen sonstiger Mes-
sparameter der Kontrollen und der einzelnen Behandlungsgruppen (gesamte Frondfliche, Trockengewicht
oder Frischgewicht) wihrend eines bestimmten Zeitraums (jeweils pro Tag ausgedriickt) berechnet. Gele-
gentlich wird diese Wachstumsrate auch als relative Wachstumsrate bezeichnet (15).

b)  Zellertrag: Diese Reaktionsvariable wird ausgehend von Anderungen der Frondzahl sowie aufgrund von
Anderungen anderer Messparameter der Kontrollen und der einzelnen Behandlungsgruppen (gesamte Frond-
flache, Trockengewicht oder Frischgewicht) bis zum Ende der Testdauer berechnet.

Es wird darauf hingewiesen, dass die mit diesen beiden Reaktionsvariablen berechneten Toxizititswerte nicht ver-
gleichbar sind; der entsprechende Unterschied muss bei der Verwendung der Testergebnisse beriicksichtigt wer-
den. Die mit der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate (E.C,) berechneten Werte fiir EC, werden im
Allgemeinen hoher sein als die anhand des Zellertrags (E,C,) ermittelten Werte, wenn die fiir diese Testmethode
vorgesehenen Bedingungen eingehalten werden; dies ist auf die unterschiedliche mathematische Grundlage der
beiden Berechnungsverfahren zuriickzufithren. Die auftretenden Unterschiede sollten jedoch nicht als Anzeichen
fir eine unterschiedliche Empfindlichkeit der beiden Reaktionsvariablen betrachtet werden; beide Werte sind ein-
fach mathematisch verschieden. Das Konzept der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate beruht auf dem
im Allgemeinen exponentiellen Verlauf des Wasserlinsenwachstums bei nicht beschrankten Kulturen, bei denen
die Toxizitdt aufgrund der Auswirkungen auf die Wachstumsrate geschitzt wird, ohne jedoch von der absoluten
Hohe der jeweiligen Wachstumsrate der Kontrollprobe, von der Steigung der Konzentrations-Reaktionskurve oder
von der Testdauer abhingig zu sein. Auf der Reaktionsvariable Zellertrag beruhende Ergebnisse hingegen hangen
von allen iibrigen genannten Variablen ab. E,C, ist von der spezifischen Wachstumsrate der in den einzelnen Tests
verwendeten Wasserlinsenarten sowie von der maximalen spezifischen Wachstumsrate abhdngig, die je nach Art
sowie sogar zwischen den einzelnen Klonen unterschiedlich sein kann. Diese Reaktionsvariable sollte nicht ver-
wendet werden, um die Empfindlichkeit von Algenarten oder auch nur verschiedener Klone gegeniiber Giftstof-
fen zu vergleichen. Die Verwendung der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate zur Schitzung der
Toxizitdt wird in der Wissenschaft bevorzugt; bei dieser Priifmethode werden jedoch auch Toxizitdtsschdtzungen
aufgrund des Zellertrags beriicksichtigt, um den derzeitigen rechtlichen Anforderungen einiger Linder Rechnung
zZu tragen.



24.8.2009

Amtsblatt der Europaischen Union

L 220/83

2.2.1.

2.2.2.

Toxizititsschitzungen sollten auf der Frondzahl sowie auf einer weiteren Messvariablen (gesamte Frondfliche,
Trockengewicht oder Frischgewicht) beruhen, da sich manche Substanzen erheblich stirker auf andere Messva-
riablen auswirken konnen als die Frondzahl. Diese Auswirkungen wiirden nicht festgestellt, wenn ausschlieBlich
die Frondzahl berechnet wiirde.

Die Anzahl der Fronds sowie alle sonstigen protokollierten Messvariablen (gesamte Frondfliche, Trockengewicht
oder Frischgewicht) werden zusammen mit den Konzentrationen der Priifsubstanz fiir jede Messung tabellarisch
zusammengestellt. Anschlieende Datenanalysen z. B. zur Schitzung von LOEC-, NOEC- oder EC,-Werten soll-
ten auf den Werten der einzelnen Wiederholungen, nicht aber auf berechneten Mittelwerten der einzelnen
Behandlungsgruppen beruhen.

Durchschnittliche spezifische Wachstumsrate

Die durchschnittliche spezifische Wachstumsrate in einem bestimmten Zeitraum wird als logarithmische
Zunahme der Wachstumsvariablen (d. h. der Frondzahl und einer sonstigen Messvariablen (gesamte Frondfliche,
Trockengewicht oder Frischgewicht)) mit der nachstehenden Formel fiir die einzelnen Wiederholungen der Kon-
trolllosungen und der behandelten Losungen berechnet.

ln(N.) ~In(N)

P’i—j = t

— py  durchschnittliche spezifische Wachstumsrate vom Zeitpunkt i bis zum Zeitpunkt j
Messvariable im Priifgefaff bzw. im Kontrollgefafs zum Zeitpunkt i
— N:  Messvariable im Priifgefifl bzw. im Kontrollgefif zum Zeitpunkt j

— Zeitraum vom Zeitpunkt i bis zum Zeitpunkt j

Fiir jede Behandlungsgruppe und fiir jede Kontrollgruppe sind die mittlere Wachstumsrate sowie die Varianz-
schitzungen zu berechnen.

Die durchschnittliche spezifische Wachstumsrate sollte fiir die gesamte Testdauer berechnet werden. (In der vor-
stehenden Formel bezeichnet ,i“ den Beginn des Tests und der Zeitpunkt ,j* das Ende des Tests.) Fiir alle Kon-
zentrationen der Testlosungen und der Kontrolllosungen sind ein Mittelwert fiir die durchschnittliche spezifische
Wachstumsrate zu berechnen und die entsprechenden Varianzschitzungen vorzunehmen. Aufferdem sollte die
abschnittsbezogene Wachstumsrate bestimmt werden, um die Auswirkungen der Priifsubstanz wiahrend der
Expositionsdauer beurteilen zu konnen (z. B. durch Priifung der logarithmisch transformierten Wachstums-
kurven). Erhebliche Unterschiede zwischen der abschnittsbezogenen Wachstumsrate und der durchschnittlichen
Wachstumsrate deuten auf Abweichungen vom konstanten exponentiellen Wachstum hin und erfordern eine
genaue Uberpriifung der Wachstumskurven. In diesem Fall wiirde ein vorsichtigerer Ansatz in einem Vergleich
der spezifischen Wachstumsraten der behandelten Kulturen wihrend der Dauer der maximalen Hemmung mit
den spezifischen Wachstumsraten der Kontrolllosungen im selben Zeitraum bestehen.

Die Hemmung der Wachstumsrate in Prozent (I,) kann anschlieend fiir jede Testkonzentration (Behandlungs-
gruppe) nach der folgenden Formel berechnet werden:

—

P~ i)
Ho

%l = x100

wobei

— 9% Hemmung der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate in Prozent
— e Mittelwert fiir p der Kontrollgruppe

— pp Mittelwert fiir p der Behandlungsgruppe

Zellertrag

Die Auswirkungen auf den Zellertrag werden ausgehend von zwei Messvariablen, d. h. der Frondzahl und einer
sonstigen Messvariablen (der gesamten Frondfliche, dem Trockengewicht oder dem Frischgewicht) der jeweili-
gen Priifgefdfle am Anfang und am Ende des Tests bestimmt. Fiir das Trockengewicht und das Frischgewicht wird
die Ausgangsbiomasse ausgehend von einer Frond-Probe aus dem betreffenden Batch bestimmt, aus der die
Priifgefiffe geimpft wurden (siche Abschnitt 1.7.3 Absatz 2). Fir die Testkonzentrationen und fur die
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Kontrolllosungen ist jeweils ein mittlerer Zellertrag zu berechnen; die Varianzen sind jeweils zu schitzen. Die pro-
zentuale Hemmung des Zellertrags (% I,) kann fiir die Behandlungsgruppen wie folgt berechnet werden:

(bc B bT)

C

%Iy= x 100

wobei

— %1, Verringerung des Zellertrags in Prozent,
— be Biomasse am Ende des Tests abziiglich der Biomasse der Kontrollgruppe am Anfang des Tests,

— by Biomasse am Ende des Tests abziiglich der Biomasse der Behandlungsgruppe am Anfang des Tests.

2.2.3. Darstellung der Konzentrations-Reaktionskurven

Die Konzentrations-Reaktionskurven der mittleren Hemmung der Reaktionsvariablen in Prozent (I, bzw. I,
berechnet gemdfl der Anweisung im letzten Absatz in Abschnitt 2.2.1 bzw. gemifl der Anweisung in
Abschnitt 2.2.2) und die logarithmische Konzentration der Priifsubstanz sollten grafisch dargestellt werden.

2.2.4. Schitzung von EC,

Schitzungen der EC,-Werte (z. B. ECs,) sollten sowohl auf der durchschnittlichen spezifischen Wachstumsrate
(E,C,) als auch auf dem Zellertrag (E,C,) beruhen, und beide Werte sollten ihrerseits von der Frondzahl und von
einer weiteren Messvariablen (gesamte Frondfliche, Trockengewicht oder Frischgewicht) ausgehen, weil sich
manche Priifsubstanzen in besonderer Weise auf die Frondzahl und sonstige Messvariablen auswirken. Die
gewiinschten Toxizitdtsparameter bestehen entsprechend aus vier EC,-Werten fiir alle berechneten Hemm-
konzentrationen x: E.C, (Frondzahl), E,C, (gesamte Frondfliche, Trockengewicht oder Frischgewicht), E C,
(Frondzahl), und E,C, (gesamte Frondfliche, Trockengewicht oder Frischgewicht).

2.3. STATISTISCHE VERFAHREN

Ziel ist die Ermittlung einer quantitativen Konzentrations-Reaktionsbezichung durch Regressionsanalyse. Im
Anschluss an eine linearisierte Transformation der Reaktionsdaten (z. B. in Einheiten nach dem Probit-, Logit-
oder Weibull-Modell) (16) kann eine gewichtete lineare Regression vorgenommen werden; nicht-lineare
Regressionsverfahren, mit denen die unvermeidlichen Unregelmifigkeiten der Daten und Abweichungen von
gleichformigen Verteilungen besser verarbeitet werden konnen, werden jedoch bevorzugt. Gegen null bzw. gegen
die vollstindige Hemmung konnen diese Unregelmafigkeiten durch die Transformation vergrofert werden und
die Analyse beeintrachtigen (16). Es wird darauf hingewiesen, dass Standard-Analysmethoden mit Probit-, Logit-
oder Weibull-Transformationen fiir quantitative Daten (z. B. Mortalitdt oder Uberlebensraten) vorgesehen sind
und zur Verwendung in Verbindung mit Wachstums- oder Zellertragsdaten entsprechend modifiziert werden
miissen. Spezifische Verfahren zur Bestimmung von EC,-Werten aus kontinuierlichen Daten sind den Quel-
len (17), (18) und (19) zu entnehmen.

Fiir jede zu analysierende Reaktionsvariable sind aufgrund der Konzentrations-Reaktionsbeziehung Punkt-
schitzungen fir die EC,-Werte zu ermitteln. Nach Moglichkeit sollten fiir jede Schitzung die 95%-
Konfidenzintervalle bestimmt werden. Die Qualitit der Ubereinstimmung der Reaktionsdaten mit dem
Regressionsmodell sollte grafisch oder statistisch bewertet werden. Die Regressionsanalyse sollte mit den Reak-
tionen der einzelnen Wiederholungen (und nicht mit den Mittelwerten der Behandlungsgruppe) durchgefiihrt
werden.

Schitzwerte fir ECs, und fiir die Konfidenzintervalle konnen auch durch lineare Interpolation mit einem
Bootstrapping-Algorithmus (20) erzielt werden, wenn die verfiigbaren Regressionsmodelle/-methoden fiir die
betreffenden Daten nicht geeignet sind.

Fiir eine Schitzung der LOEC und entsprechend auch der NOEC miissen die Mittelwerte der behandelten Losun-
gen durch Varianzanalyseverfahren (ANOVA) verglichen werden. Der Mittelwert der einzelnen Konzentrationen
ist dann mit einer geeigneten Methode zur Durchfithrung von Mehrfachvergleichen bzw. zur Durchfithrung von
Trendtests mit dem Mittelwert der Kontrollgruppe zu vergleichen. Dunnett- und Williams-Tests konnen hilfreich
sein (21)(22)(23)(24). Die ANOVA-Annahme der Varianzhomogenitit muss einer Uberpriifung unterzogen wer-
den. Die entsprechende Bewertung kann anhand einer grafischen Darstellung oder aufgrund eines formalen Tests
vorgenommen werden (25). Geeignet sind Levene- und Bartlett-Tests. Wenn die Annahme der Varianz-
homogenitit nicht erfiillt ist, kann gelegentlich eine Korrektur durch logarithmische Datentransformation erfol-
gen. Bei auerordentlicher Varianzheterogenitit, die durch Transformation nicht korrigiert werden kann, sollten
Analysen durch Methoden wie z. B. Jonckheere-Trendtests (Stepdown) erwogen werden. Weitere Hinweise zur
Bestimmung von NOEC-Werten sind Quelle (19) zu entnehmen.
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3.1.

Aufgrund neuer Forschungsergebnisse wird empfohlen, das Konzept der NOEC aufzugeben und durch Punkt-
schatzungen von EC,-Werten zu ersetzen, die durch Regression ermittelt wurden. Fiir diesen Lemna-Test wurde
noch kein geeigneter Wert fiir x definiert. Ein Bereich von 10 bis 20 % scheint jedoch geeignet (abhdngig von der

auswihlten Reaktionsvariablen); vorzugsweise sollten sowohl EC, , als auch EC,,, protokolliert werden.

ABSCHLUSSBERICHT

PRUFBERICHT
Der Priifbericht muss folgende Informationen enthalten:
Priifsubstanz:

— physikalische  Beschaffenheit und  physikalisch-chemische =~ Merkmale  einschlieflich
Wasserloslichkeitsgrenze,

—  chemische Kenndaten (z. B. CAS-Nummer) einschlieflich der Reinheit.
Im Test verwendete Art:

— wissenschaftliche Bezeichnung, Klon (wenn bekannt) und Herkunft.
Priifbedingungen:

— verwendetes Testverfahren (statisch, semistatisch oder Durchfluss),

— Datum des Testbeginns und Dauer des Tests,

—  Priifmedium,

der

—  Beschreibung des Priifprotokolls: Priifgefafie und Abdeckungen, Losungsvolumina, Anzahl der Kolonien und

Fronds pro Priifgefifd am Anfang des Tests,

—  Testkonzentrationen (Nennkonzentrationen bzw. gemessene Konzentrationen) und Anzahl der Wiederho-

lungen pro Konzentration,

— Methoden zur Herstellung von Stamm- und Testlosungen einschlieflich der Verwendung von Losungsmit-

teln und Dispergiermitteln,
—  Temperatur wihrend des Tests,
— Lichtquelle, Lichtintensitdt und Homogenitit des Lichts,

— pH-Werte der Priifmedien und der Kontrollmedien,

—  Priifsubstanzkonzentrationen und Analysemethode mit geeigneten Daten zur Qualititsbewertung (Validie-

rungsstudien, Standardabweichungen oder Konfidenzintervalle der Analysen),

— Methoden zur Bestimmung der Frondzahl und sonstiger Messvariablen (z. B. Trockengewicht, Frischgewicht

oder Frondfliche),
— samtliche Abweichungen von dieser Priifmethode.

Ergebnisse:

— Ausgangsdaten: Anzahl der Fronds und sonstige Messvariablen der einzelnen Priifgefife und der Kontroll-

gefifde jeweils bei einer Beobachtung und Analyse,

— Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Messvariablen,

— Wachstumskurven bei den verschiedenen Konzentrationen (moglichst mit logarithmisch transformierter

Messvariable, siche Abschnitt 2.2.1 Absatz 2),

—  Verdopplungszeit/Wachstumsrate in der Kontrolllosung bezogen auf die Frondzahl,
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berechnete Reaktionsvariablen fiir alle behandelten Wiederholungen mit Mittelwerten und dem Variations-
koeffizienten fur Wiederholungen,

grafische Darstellung der Beziehung zwischen Konzentration und Wirkung,

Schitzungen der Endpunkte der Toxizitit fiir die verschiedenen Reaktionsvariablen (z. B. ECs,, EC;, und
EC,,) und entsprechende Konfidenzintervalle; wenn berechnet, sind die LOEC und/oder die NOEC sowie die
zur jeweiligen Berechnung verwendeten statistischen Methoden anzugeben,

bei Durchfiithrung von Varianzanalysen (ANOVA) der Umfang der nachzuweisenden Auswirkungen (z. B.
geringster signifikanter Unterschied),

jegliche in behandelten Proben festgestellte Wachstumsstimulation,
alle offensichtlichen Anzeichen einer Phytotoxizitit sowie Beobachtungen an den Testlosungen,

Diskussion der Ergebnisse einschlieflich aller Auswirkungen auf das Testergebnis, die auf Abweichungen
von dieser Priifmethode zuriickzufiihren sind.
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Anlage 1
Beschreibung Lemna spp.

Die gemeinsprachlich als Wasserlinse (Lemna spp.) bezeichnete Wasserpflanze zihlt zur Familie der Lemnaceae, die weltweit
in vier Gattungen mit verschiedenen Arten vorkommt. Das jeweilige Aussehen und die Taxonomie wurden umfassend doku-
mentiert (1)(2). Lemna gibba und L. minor sind fur gemafigte Regionen typische Arten; diese Arten werden hiufig in
Toxizitdtstests verwendet. Beide Arten besitzen einen treibenden oder auch untergetauchten Stingel (Frond); von der Mitte
der Unterseite der Fronds geht jeweils eine Wurzel aus. Lemna spp. bilden selten Bliiten aus; die Pflanzen vermehren sich
durch Austrieb neuer Fronds (3). Im Vergleich zu dlteren Pflanzen sind jiingere Pflanzen cher blasser, besitzen kiirzere Wur-
zeln und bestehen aus zwei bis drei Fronds unterschiedlicher Grofe. Dank der geringen Grofe, des einfachen Aufbaus, der
geschlechtslosen Reproduktion und der kurzen Generationsdauer ist Lemna fiir Labortests in besonderer Weise
geeignet (4)(5).

Da von unterschiedlichen Empfindlichkeiten der verschiedenen Arten auszugehen ist, sind ausschlieflich Vergleiche der
Empfindlichkeit jeweils einer einzigen Art annehmbar.

Beispiele fiir Lemna-Arten, die in Tests verwendet wurden: Artenreferenz

Lemna aequinoctialis: Eklund, B. (1996). The use of the red alga Ceramium strictum and the duckweed Lemna aequinoctialis in
aquatic ecotoxicological bioassays. Licentiate in Philosophy Thesis 1996:2. Dep. of Systems Ecology, Stockholm University.

Lemna major: Clark, N. A. (1925). The rate of reproduction of Lemna major as a function of intensity and duration of light.
J. phys. Chem. 29, S. 935-941.

Lemna minor: United States Environmental Protection Agency (USEPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test
Using Lemna spp., ,Public draft. EPA 712-C-96-156. 8pp.

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

Swedish Standards Institute (SIS). (1995). Water quality — Determination of growth inhibition (7-d) Lemna minor, duck-
weed. SS 02 82 13. 15 S. (Schwedisch).

Lemna gibba: ASTM International. (2003). Standard Guide for Conducting Static Toxicity Test With Lemna gibba G3. E
1415-91 (Reapproved 1998). S. 733-742.

United States Environmental Protection Agency (USEPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test Using Lemna
spp., -Public draft‘. EPA 712-C-96-156. 8 S.

Lemna paucicostata: Nasu, Y., Kugimoto, M. (1981). Lemna (duckweed) as an indicator of water pollution. I. The sensitivity of
Lemna paucicostata to heavy metals. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 10, S. 1959-1969.

Lemna perpusilla: Clark, J. R. et al. (1981). Accumulation and depuration of metals by duckweed (Lemna perpusilla). Ecotoxi-
col. Environ. Saf. 5, S. 87-96.

Lemna trisulca: Huebert, D. B., Shay, J. M. (1993). Considerations in the assessment of toxicity using duckweeds. Environ.
Toxicol. and Chem. 12, S. 481-483.

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

Bezugsquellen fiir Lemna-Arten

University of Toronto Culture Collection of Algae and Cyanobacteria
Department of Botany, University of Toronto

Toronto, Ontario, Canada, M5S 3 B2

Tel: +1-416-978-3641

Telefax:+1-416-978-5878

E-Mail: jacreman@botany.utoronto.ca
http://www.botany.utoronto.ca/utcc

North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002
United States

Telefon 001 (919) 515-7572
astomp@unity.ncsu.edu
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Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University
SE -106 91 Stockholm

Schweden

Tel: +46 8 674 7240

+46 8 674 7636

Umweltbundesamt (UBA)

FGIII 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

Deutschland

E-Mail: Lemna@uba.de
http:/[www.umweltbundesamt.de/contact.htm
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Anlage 2
Haltung der Stammkultur

Die Stammkulturen konnen iiber lingere Zeitraume bei niedrigeren Temperaturen (4-10 °C) gebrauchsfihig gelagert wer-
den. Das Lemna-Nahrmedium kann identisch mit dem fiir die Tests verwendeten Niahrmedium sein; fiir Stammkulturen kon-
nen jedoch auch andere nihrstoffreiche Medien verwendet werden.

Regelmafig wird eine gewisse Anzahl junger, hellgriiner Pflanzen entnommen und mit einem keimfreien Verfahren in neue
Kulturgefafle mit einem frischen Medium gebracht. Unter den hier empfohlenen kiihleren Bedingungen kénnen in Interval-
len von bis zu drei Monaten Teilkulturen hergestellt werden.

In den Priifungen sollten chemische reine (mit Siure gereinigte) und sterile gliserne Kulturgefie verwendet werden; die
Handhabung sollte keimfrei erfolgen. Bei einer Verunreinigung der Stammkultur (z. B. durch Algen oder Pilze) sind entspre-
chende Schritte zur Entfernung der verunreinigenden Organismen erforderlich. Algen und die meisten sonstigen verunrei-
nigenden Organismen koénnen durch eine Oberflichensterilisation entfernt werden. Von dem verunreinigten
Pflanzenmaterial wird eine Probe genommen; von dem Material werden die Wurzeln abgeschnitten. Anschliefend wird
das Material heftig in sauberem Wasser geschiittelt und dann 30 Sekunden bis 5 Minuten in eine 0,5%ige
Natriumhypochloridlosung (v[v) getaucht. Danach wird das Pflanzenmaterial mit sterilem Wasser gespiilt und in mehreren
Schritten in Kulturgefifie jeweils mit frischem Nahrmedium gebracht. Bei dieser Behandlung werden viele Fronds sterben,
besonders bei lingerer Expositionsdauer; einige der iiberlebenden Fronds sollten jedoch frei von Verunreinigungen sein. Diese
Fronds kénnen dann zur Impfung neuer Kulturen verwendet werden.
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Anlage 3
Medien

Fiir L. minor und L. gibba werden unterschiedliche Nahrmedien empfohlen. Fiir L. minor sollte ein modifiziertes schwedi-
sches Standardmedium (SIS) verwendet werden; fiir L. gibba ist das Medium 20X AAP zu empfehlen. Die Zusammensetzun-
gen beider Medien werden im Folgenden beschrieben. Bei der Herstellung dieser Medien sollten chemische Stoffe in
Reagenzien- oder Analysequalitit und entionisiertes Wasser verwendet werden.

Schwedisches Standard-Lemna-Nihrmedium (SIS)

— Die Stamml6sungen I-V werden durch Autoklavieren (120 °C, 15 Minuten) oder durch Membranfiltration (Porengrofie
ca. 0,2 pm) sterilisiert.

— Die Stammlosung VI (sowie optional Stammlosung VII) ist ausschlie€lich durch Membranfiltration zu sterilisieren; diese
Losungen sollten nicht autoklaviert werden.

—  Sterile Stammlosungen sollten kithl und dunkel gelagert werden. Die Stammlosungen I-V sollten nach sechs Monaten
entsorgt werden; die Stammlosung VI (sowie optional Stammldsung VII) kann einen Monat gelagert werden.

Konzentration in Konzentration Hergestelltes Medium

Stamml6sung Nr. Substanz der St?grr.lllfll;osung ;/r{x;dlﬁﬁe(sttsgtﬁ?) Flement Ko I:rzrf ;; . ?)ﬁ on
NaNO;, 8,50 85 Na; N 32; 14

: KH,PO4 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4

I MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7.4: 9,8

111 CaCl, - 2H,0 7,2 36 Ca; Cl 9,8; 17,5

v Na,CO; 4,0 20 C 2,3
H,BO, 1,0 1,00 B 017
MnCl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040

v ZnSO, - 7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CuSO, - 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO;), - 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
FeCl; - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17

v Na,-EDTA-2H,0 0,28 1,4 — —

Vil MOPS (Puffer) 490 490 — —

Um einen Liter SIS-Medium herzustellen, werden die folgenden Inhaltsstoffe

hinzugegeben:

— 10 ml Stammlosung [

— 5 ml Stammlosung I

— 5 ml Stamml6sung III

— 5 ml Stammlésung IV

— 1 ml Stamml6sung V

— 5 ml Stammlosung VI

— 1 ml Stamml6sung VII (optional)

Hinweis:

Abschnitt 1.4 letzter Absatz).

Der pH-Wert wird wahlweise mit 0,1 oder 1 mol HCl oder NaOH auf 6,5 + 0,2 eingestellt; durch Hinzugabe von enti-

onisiertem Wasser wird ein Volumen von einem Liter hergestellt.

zu 900 ml entionisiertem Wasser

Bei bestimmten Priifsubstanzen kann eine weitere Stammlosung VII (MOPS-Pufferlosung) erforderlich sein (siehe
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Nihrmedium 20X AAP

Die Stammlosungen werden in sterilem destilliertem oder entionisiertem Wasser hergestellt.

Sterile Stammlosungen sollten kithl und dunkel gelagert werden. Unter diesen Bedingungen betrigt die Lagerfahigkeit der
Stammlosungen mindestens 6-8 Wochen.

Fiir das Medium 20X AAP werden fiinf Stamm-Nihrlosungen (A1, A2, A3, B und C) hergestellt; dabei sind chemische Stoffe
mit Reagenzienqualitit zu verwenden. Jeweils 20 ml der Stamm-Nahrlosungen werden zu etwa 850 ml entionisiertem Was-
ser hinzugegeben, um das Ndhrmedium herzustellen. Der pH-Wert wird wahlweise mit 0,1 oder 1 mol HCl oder NaOH auf
7,5 £ 0,1 eingestellt; durch Hinzugabe von entionisiertem Wasser wird ein Volumen von einem Liter hergestellt. Anschlie-
Bend wird das Medium durch einen Membranfilter mit einer Porengrofe von (etwa) 0,2 pm in einen sterilen Behalter gefiltert.

Das fiir die Priifung vorgesehene Nahrmedium sollte 1-2 Tage vor der Verwendung hergestellt werden, damit sich der
pH-Wert stabilisieren kann. Der pH-Wert des Nahrmediums sollte vor der Verwendung gepriift und ggf. durch Zugabe von
0,1 oder 1 M NaOH oder HCl wie oben beschrieben korrigiert werden.

Konzentration in Konzentration im Hergestelltes Medium
. ) hergestellten
Stamml6sung Nr. Substanz der Stammlosung Medi K .
g™ N _ullm Element onzerltlr atjon
(mg1™) () (mgT™) ()

NaNO, 26 510 Na; N 190; 84

Al MgCl,-6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl,2H,0 4,4 90 Ca 24.04

A2 MgSO,:7H,0 15 290 S 38,22

A3 K,HPO,:3H,0 1,4 30 K; P 9,4,3,7
H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
MnCl,-4H,0 0,42 83 Mn 2,3
FeCl;-6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA-2H,0 | 0,30 6,0 — —

B
ZnCl, 3,3 mgl™! 66 pgl™ Zn 31 pgl™?
CoCl,"6H,0 1,4 mgl™ 29 pgl™ Co 7,1 pgl™?
Na,M00,2H,0 | 7,3 mgl™" 145 pgl™! Mo 58 pg 1™
CuCl,-2H,0 0,012 mgl™ 0,24 pgl™ Cu 0,080 pgl™

C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

() Wenn nicht anders angegeben.

Fufnote: Die theoretisch geeignete Bicarbonat-Endkonzentration (bei der eine nennenswerte Anpassung des pH-Werts nicht erforderlich ist)
liegt bei 15 mg/l (und nicht bei 300 mg/l). Trotzdem wird das Medium 20X-AAP — auch im Ringtest dieser Methode — in einer
Konzentration von 300 mg/l verwendet. (I. Sims, P. Whitehouse and R. Lacey. (1999) The OECD Lemna Growth Inhibition Test.
Development and Ring-testing of draft OECD Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency.

STEINBERG-Medium (nach ISO 20079)

Konzentrationen und Stammlosungen

— Das modifizierte Steinberg-Medium ist in ISO 20079 nur fiir Lemna minor vorgesehen (da dort ausschlieflich Lemna
minor zugelassen wird); in Tests wurden gute Ergebnisse aber auch mit Lemna gibba erzielt.

—  Bei der Herstellung des Mediums sollten chemische Stoffe in Reagenzien- oder Analysequalitdt und entionisiertes Was-
ser verwendet werden.

—  Das Nihrmedium ist aus Stammlosungen oder aus dem 10fach konzentrierten Medium herzustellen, damit ohne Aus-
fallungen eine groftmogliche Konzentration des Mediums erzielt werden kann.
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Tabelle 1

STEINBERG-Medium mit stabilisiertem pH-Wert (modifiziert nach Altenburger)

Substanz Nahrmedium
Makroelemente Molmasse mg|l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO, - 7H,0 246,37 100,00 0,41
Mikroelemente Molmasse g/l pmol/l
H,BO, 61,83 120,00 1,94
ZnSO, - 7H,0 287,43 180,00 0,63
Na,MoO, - 2H,0 241,92 44,00 0,18
MnCl, - 4H,0 197,84 180,00 0,91
FeCl; - 6H,0 270,21 760,00 2,81
EDTA-Dinatrium-Dihydrat 372,24 1 500,00 4,03
Tabelle 2

Stammlésungen (Makroelemente)

1. Makroelemente (50fach konzentriert) g/l
Stammlosung 1:
KNO, 17,50
KH,PO, 45
K,HPO, 0,63
Stammlosung 2:
MgSO, - 7H,0 5,00
Stammlosung 3:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75

Tabelle 3

Stammlésungen (Mikroelemente)

2. Mikroelemente (1 000fach konzentriert) mg|l

Stammlosung 4:

H,BO, 120,0
Stammldsung 5:

ZnS0, - 7H,0 180,0
Stammlsung 6:

Na,MoO, - 2H,0 44,0

Stammlosung 7:
MnCl, - 4H,0 180,0

Stammlosung 8:
FeCl, - 6H,0 760,00
EDTA-Dinatrium-Dihydrat 1500,00




L 220/94

Amtsblatt der Europaischen Union

24.8.2009

Die Stamml6sungen 2 und 3 sowie getrennt auch die Stammlésungen 4 bis 7 konnen zusammengefasst werden. (Dabei
sind die jeweils erforderlichen Konzentrationen zu beriicksichtigen.)

Um die Lagerfahigkeit zu verlingern, sind die Stammlosungen 20 Minuten bei 121 °C zu autoklavieren oder einer Steril-
filtration (Porengrofle 0,2 pm) zu unterzichen. Fiir die Stammlosung 8 wird eine Sterilfiltration (0,2 pm) nachdriicklich
empfohlen.

Herstellung der Endkonzentration des STEINBERG-Mediums (modifiziert)

20 ml der Stammlosungen 1, 2 und 3 (siche Tabelle 2) sind etwa 900 ml entionisiertes Wasser zuzugeben, um eine
Ausfillung zu vermeiden.

1,0 ml der Stamml6sungen 4, 5, 6, 7 und 8 werden hinzugegeben (siche Tabelle 3).

Der pH-Wert sollte auf 5,5 + 0,2 eingestellt werden (durch Zugabe eines minimalen Volumens einer NaOH- oder
HCl-Losung).

Anschliefend sind die Losungen mit Wasser auf ein Volumen von 1 000 ml aufzufiillen.

Wenn die Stammlosungen sterilisiert werden und geeignetes Wasser verwendet wird, ist eine weitere Sterilisierung nicht
mehr erforderlich. Wird das endgiiltige Medium sterilisiert, sollte die Stammlosung 8 nach dem Autoklavieren
(20 Minuten bei 121 °C) hinzugegeben werden.

Herstellung des 10fach konzentrierten STEINBERG-Mediums (modifiziert) zur Zwischenlagerung

20 ml der Stammldsungen 1, 2 und 3 (siche Tabelle 2) sind etwa 30 ml entionisiertes Wasser zuzugeben, um eine Aus-
fallung zu vermeiden.

1,0 ml der Stammlosungen 4, 5, 6, 7 und 8 werden hinzugegeben (siche Tabelle 3). Anschlieend sind die Losungen
mit Wasser auf ein Volumen von 100 ml aufzufiillen.

Wenn die Stammlosungen sterilisiert werden und geeignetes Wasser verwendet wird, ist eine weitere Sterilisierung nicht
mehr erforderlich. Wird das endgiiltige Medium sterilisiert, sollte die Stammlosung 8 nach dem Autoklavieren
(20 Minuten bei 121 °C) hinzugegeben werden.

Der pH-Wert des Mediums sollte in der Endkonzentration 5,5 £ 0,2 betragen.




